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Resumen

La dosimetria biol6gica es la estimacion de la dosis absorbida en individuos expuestos a
radiacion ionizante a partir de muestras de sangre basandose en la cantidad de dafio inducido
por la radiacion en el ADN celular. En este estudio se evalud un ensayo experimental ex vivo
a partir de muestras de sangre humana irradiada, con la finalidad de determinar el dafio en el
ADN. Para ello se irradi6 a bajas dosis (<100 mGy) tomando en consideracion los siguientes
parametros: volumen de sangre (3mL), temperatura (37 °C) tiempo de incubacion (0.5, 2, 4,
8y 24 h) y siendo las dosis: 0, 12.5, 25 y 50 mGy empleando radiacién gamma del Cesio-
137 de 662 keV a una tasa de dosis de 38.46 mGy/h. Para determinar el dafio cualitativo en
el ADN genomico se utilizd electroforesis en gel de agarosa y la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para el gen p53 en una secuencia de 133 pb del exon 7, relacionada a la
proteina que actta en el proceso de reparacion celular. Los resultados obtenidos en el anélisis
cualitativo no evidenciaron degradacion del ADN genomico; ademés, se observo un
incremento en la concentracion de ADN a la cuarta hora de incubacion encontrandose los
valores maximos para todas las dosis en las dos muestras analizadas. Se concluye que los
efectos de la radiacion ionizante a las dosis utilizadas no generan un dafio detectable
mediante técnicas moleculares como las utilizadas en el presente estudio.
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Ex vivo irradiation of human blood to determine DNA damage using molecular

techniques

Abstract

Biological dosimetry is the assessment of absorbed dose in individuals exposed to ionizing
radiation from blood samples based on the radiation induced damage in cellular DNA. The
aim of this study was to determine the damage in the DNA through the assessment of an
experimental ex vivo assay using irradiated samples of human blood cells. For this purpose,
blood samples were irradiated at low doses (<100 mGy) considering the following
parameters: blood volume (3mL), temperature (37 °C) and incubation time (0.5, 2, 4, 8 and
24 h). Dose values were: 0, 12.5, 25 and 50 mGy using Cesium -137 gamma rays at 662 keV
and a dose rate of 38.46 mGy/h. The qualitative damage in the genomic DNA was
determined using agarose gel electrophoresis and polymerase chain reaction (PCR) for the
p53 gene in a sequence of 133 pb of exon 7, related to the protein that acts in the cell repair
process. The results of the qualitative analysis showed no degradation of genomic DNA; also
an increase in the DNA concentration was observed up to the fourth hour of incubation,
finding maximum values for all doses in the two samples. As a conclusion, the effects of
ionizing radiation at doses used in this experiment do not generate a detectable damage, by
means of molecular techniques such as those used in the present study.
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Introduccion
candidatos biodosimétricos [3,2].

se han propuesto como un grupo superior de

Los dafios causados por la radiacion ionizante
(RI) como las roturas de doble cadena de
ADN activan grandes cantidades de proteinas
e inducen genes asociados con el ciclo celular
y control del crecimiento [1,2]. Entre las
proteinas implicadas durante las primeras
etapas de la respuesta celular en la deteccion
de dafios en el ADN vy el control de la
progresion a través del ciclo celular estan:
H2AX, ATM, CDKN1A y TP53, las cuales

Mantener la estabilidad del genoma es de
gran importancia para todos los organismos
porque el dafio del ADN puede tener
implicaciones  biolégicas graves, como
trastornos genéticos y cancer [4,5]. En los
altimos afos el uso de las pruebas de imagen
para diagnéstico médico, asi como la
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exposicion terapéutica ha aumentado de
manera significativa, convirtiéndose en una
preocupacion los efectos biolégicos de la
exposicion a la radiacion de dosis bajas en
pacientes, médicos y personal técnico [6].
Por eso, es necesario contar con bioensayos
rapidos y fiables para evaluar el riesgo de las
personas expuestas a radiaciones ionizantes
[2,3]; sin embargo, la determinacién
cuantitativa del dafio radiolégico después de
la exposicion a dosis bajas (<100 mGy) sigue
siendo un reto [6].

En ese sentido encontrar un marcador idéneo
en estas situaciones es sumamente importante
para monitorear poblaciones expuestas a
radiacion  ionizante, pero hay poca
informacion sobre el uso de marcadores
moleculares especificos para tal fin [7,8].

Con la finalidad de determinar el dafio en el
ADN (roturas de doble cadena), en muestras
de sangre humana irradiada a dosis bajas de
radiacion ionizante (<100 mGy) se plantea
una metodologia de irradiacién de sangre y
andlisis de ADN a diferentes intervalos de
tiempo, manteniendo  condiciones  de
temperatura (37 °C) y volumen de muestra,
asi como la evaluacion de la variacion de un
biomarcador molecular p53, que es una
proteina involucrada en eventos como la
autofagia, reparacion del dafio del ADN,
supervivencia celular y senescencia celular

[9].
2. Experimental

El ensayo consisti6 en exponer sangre
humana a dosis bajas de RI. Se extrajo sangre
venosa por venopuncién de la parte superior
del antebrazo de dos personas saludables del
sexo masculino, entre 30-40 afios de edad,
teniendo en cuenta las siguientes considera-
ciones: que no sean fumadores y sin
antecedentes de radioterapia, ademas se
informé anticipadamente a cada donante
sobre el objetivo del ensayo el cual fue
registrado mediante un formato de
consentimiento informado. Para la toma de
muestras se utiliz6 el sistema al vacio en
tubos Vacutainer con EDTA (K2), los
mismos que fueron utilizados para la
irradiacion.

2.1 lrradiacién de muestras

Con la finalidad de simular la irradiacién de
seres humanos a dosis bajas y la probable

aparicion de efectos estocésticos se aplicd
radiacion a muestras de sangre con las
siguientes dosis: 12.5 mGy, 25 mGy y 50
mGy [6]. La irradiacion se llevo a cabo en el
Laboratorio Secundario de Calibraciones
Dosimétricas del Instituto Peruano de Energia
Nuclear, utilizando una fuente de radiacién
gamma Cesio-137 de 662 keV a una tasa de
38.46 mGy/h. Por cada dosis se irradiaron 3
mL de sangre y se tuvo en cuenta una
muestra control que no fue expuesto a
radiaciones  ionizantes. Las  muestras
permanecieron en hielo hasta su posterior
traslado al laboratorio de irradiacion. Una vez
irradiadas las muestras fueron incubadas
inmediatamente a 37 °C en una estufa hasta
su posterior evaluacion.

2.2 Extracciéon de ADN

La extraccion de ADN gendmico de todas las
muestras de sangre se llevo a cabo a partir de
un volumen de 200 pl utilizando el kit
QIAamp DNA Blood (QIAGEN®), siguiendo
las instrucciones del fabricante;
posteriormente, el ADN fue almacenado a
20 °C. La extraccion del ADN se llevo a cabo
a intervalos de tiempo con el objetivo de
evaluar el dafio en el ADN vy su
correspondiente proceso de reparacion. Los
tiempos y las dosis evaluadas se observan en
la Tabla 1.

Tabla 1. Extraccion de ADN de sangre irradiada a
intervalos de tiempo.

Dosis | Extraccién de ADN a intervalos

(mGy) de tiempo (horas)

0
125 1 o5 | 2 | 4 | 8 | 24
25

50

2.3 Cuantificacion de ADN

El ADN fue cuantificado por espectro-
fotometria utilizando el equipo de medicion
Nanodrop100 a una absorbancia de 230/260.

2.4 Electroforesis de ADN genémico

La calidad del ADN fue evaluado mediante
geles de electroforesis en Agarosa 1 % con
un marcador de peso molecular 100 pb
GeneRuler 100 pb (Fermentas®) en buffer
TBE1X a 60 Voltios, 400 mA por 1h en una
camara de  electroforesis BIORAD®:
posteriormente, fueron tefiidos con bromuro
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de Etidio (0,01 mg/mL) y visualizados en un
foto documentador BIORAD®.

2.5 Amplificacion mediante PCR del
gen p53

Para evaluar el dafio generado en el ADN por
efecto de las radiaciones, se utilizo el
biomarcador p53 para amplificar mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
una secuencia de 133 pb ubicada en el exén 7
[10].

Se utilizaron oligonucleodtidos segun la
referencia [10,11] en un volumen final de
reaccion de 30ul con Buffer PCR 1X
(Applied Biosystems), 1.5mM MgCl (Applied
Biosystems), 2.5mM dNTP (Promega), 0.6
mM de cada oligonucleétido p53 (13992-
14013) Forward 5-
TCTCCTAGGTTGGCTCTGACTG-3’ y p53
(14105-14125) Reverse 5’-
GCAAGTGGCTCCTGACCTGGA-3’; 0.3U
de Go Taq® DNA Polimerase (Promega). El
protocolo de amplificacién consistié en:
desnaturalizacion inicial de 94 °C por 4
minutos, seguido de 35 ciclos de
Denaturacion a 94 °C por 60 segundos,
Hibridacion de los oligonucleétidos a 62 °C
por 60 segundos y 72 °C por 60 segundos y
una extension final de 72 °C por 7 minutos,
ademas se utilizo como control negativo
agua libre de nucleasas Biology Molecular
Water Sigma® manteniéndose constante los
demés componentes de la reaccion.

2.6 Electroforesis de los fragmentos
amplificados

Los productos amplificados por PCR fueron
visualizados en geles de agarosa a una
concentracion del 2 % con un marcador de
peso molecular 100 pb GeneRuler 100 pb
(Fermentas®) en buffer TBE1X a 60 Voltios,
400 mA por 1 hora en una cdmara de
electroforesis BIORAD;  posteriormente,
fueron tefiidos en bromuro de Etidio (0,01
mg/mL) y visualizados en un foto
documentador BIORAD.

3. Resultados y Discusién

Los resultados obtenidos en la evaluacion de
sangre, cuantificados por espectrofotometria,
mostraron un incremento en la concentracién
de ADN a las cuatro horas de incubacion
(Figura 1 y 2). Asi mismo, se encontrd

valores méaximos para todas las dosis de
irradiacion en ambas muestras analizadas

(Tabla 2).
W Dosis 0 mGy
= Dosis 12.5 mGy
Dosis MG
m Dosis 50 mGy
t ah 24 hrs.

05hrs,  2hrs,

ELY
30

25

20 9
5 4
o 4

0

Concentracion de ADM [ng/ul)
- -

Tiempo de incubacién (hrs.)

Figura 1. Cuantificacion del ADN de sangre
irradiada, muestra 1.
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Figura 2. Cuantificacion del ADN de sangre
irradiada, muestra 2.

Tabla 2. Extraccion de ADN de sangre irradiada a
las 4 horas de incubacion.

Dosis Concentracion de ADN (ng/ul)
Muestra 1 Muestra 2
0 mGy 33.8 33.6
12.5 mGy 32 29.5
25 mGy 30 35.4
50 mGy 29 33.2

Los resultados obtenidos pueden tener una
relaciébn con los procesos de reparacién
celular en funcién del tiempo de incubacién a
37 °C, es decir que la cinética del ciclo
celular incremento la concentracion del ADN
ocasionando que la proliferacion celular
aumente a las 4 horas de incubacion [12].

Ademas, se pudo observar que la calidad del
ADN mediante electroforesis en geles de
agarosa mostr6 un patron de corrida
constante en todas las dosis y tiempos de
evaluacion (Figura 3). Sin embargo, el dafio
ocasionado a dosis bajas de irradiacién no
puedo ser evidenciado de forma cualitativa
mediante  electroforesis debido a la
generacién enddgena de Especies Reactivas
de oxigeno que probablemente ocasionen
dafios pero de forma posterior en funcion al
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tiempo y susceptibilidad genética de cada

individuo [13,14].
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Figura 3. Electroforesis de ADN en gel de
agarosa al 1 %, a partir de las muestras irradiadas.

Para comprobar la integridad del ADN vy
verificar si las dosis de radiacion utilizadas en
el ensayo ocasionaron mutaciones que
impidan la amplificacién del gen p53 se
utiliz6 una PCR para una secuencia de
133 pb [9] que codifica para el exdén 7.
Considerando que el gen p53 esté relacionado
con la reparacion celular y que mutaciones
del exén 5 al 9 en este gen favorecen la
aparicion de cancer en un 98 % de los casos
[10], se seleccion6 una region codificante del
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exon 7 [9].

Como resultado se pudo observar la
amplificacion por PCR para la secuencia del
gen p53, lo que demuestra que no hubo dafio
significativo o que no fue evidente debido a
las dosis bajas evaluadas en el estudio, como
sefialan otros autores [13] (Figura 4).

Frente a estos resultados es importante tener
en cuenta que a determinadas dosis de
radiaciones ionizantes es posible que se
alteren regiones funcionalmente importantes
en los procesos de transcripcion, las cuales
pueden ser regiones promotoras de genes
implicados en procesos de reparacién celular
dado que cambios en la expresion de estos
genes pueden afectar a la capacidad de las
células para reparar el dafio del ADN [15,
16].

5 6 7 8 B
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Amplificacion de la secuencia de 133 pb del gen p53 a
partir de ADN de sangre irradiada. Carril del 1 al 8 productos de amplificacion a las siguientes dosis de
irradiacion: 1= Control 1, 2=12.5 mGy, 3=25 mGy, 4=50 mGy, 5=Control 2, 6=12.5 mGy, 7=25 mGy y
8=50 mGy; B = blanco de PCR y M = marcador de Peso Molecular de 100 pb.

4. Conclusiones

Mediante técnicas moleculares como la
electroforesis de ADN en geles de agarosa y
PCR para la secuencia de 133 pb del exon 7
del gen p53, no se detectd dafio radioldgico
en las muestras irradiadas.

La técnica de PCR permiti6 amplificar la
secuencia de 133 pb del gen p53 de humanos
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con una elevada sensibilidad y especificidad.
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