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RESUMEN

Se estudiaron los efectos de radiaciones en soluciones de cristalino
de porcinos irradiandolas con dosis que varian entre 52 Gy y 1042 Gy en el
caso de rayos x (30 kvp), 631 Gy y 4001 Gy para rayos ganma del ¢°Co vy 314
Gy y 7596 Gy para neutrones térmicos.

Se determiné la variacién temporal de la densidad 6ptica de las
soluciones y con estos datos se obtuvo una ecuacién que describe este
comportamiento en los tres casos mencionados.

Se postula un modelo fenomenolégico que relaciona el aumento
macroscépico de la densidad 6ptica en el tiempo con la variacién de la
concentracién de proteinas del «cristalino, obteniéndose eficacias
biolégicas relativas utilizando el criterio de formacién de agregado
supramolecular a causa de la desnaturalizacién y destrucciéon de las
proteinas del cristalino por efecto de la radiacién.

ABSTRACT

Radiation effects have been studied irradiating porcine lens
solutions with doses which ranges between 52 Gy to 1042 Gy in the case of
x-rays (30 kVp), 63! Gy to 400! Gy in the case of 60Co gamma rays and 314
Gy to 7596 Gy for thermal neutrons.

The optics density time variation of solutions was determined using a
SPECTRONIC 50! spectrophotometer, and with this data an equation which
describes the behavior in the mentioned cases was founded.

A phenomenological model s postulated which connects the optical
time variation density Increment macroscopic effect with proteins
concentration in the crystalline lens obtaining Relative Biological
Effectiveness using the supramolecular agregate formation due to the
denaturalization and destruction of lens proteins by radiation criteria.

HIFOTESIS

Se plantean las siguientes hipbétesis que constituyen los basamentos
principales de esta investigaciéon:
~ Cualquier tipo de radiacién ionizante afecta a materiales o estructuras
moleculares, manifestandose en forma nociva en tejidos y/o células vivas,
~ Una de las formas de inducir cataratas en el cristalino ocular es la
suministracién de dosis relativamente grandes de radiacién, hecho que esta
totalmente corroborado y verificado cuando la irradiacién se la efectda "in
vivo". Se presume también que un aumento de la densidad éptica de
soluciones de cristalino irradiadas estd relacionada con el fendémeno de
cataratas oculares.
~ Pese a la posible inexistencia de actividad celular en las soluciones de
cristalino, los efectos de las radiaciones igualmente pueden expresarse
fundamentalmente a nivel de estructuras moleculares, lo que a la larga
podria originar el aumento de la densidad dptica en las muestras
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Firalmente, se debe indicar que el tratamiento de datos y el modelo
fenomenolégico postulado, estan basados en los resultados del trabajo
experimental.

OBJETIVOS

Los objetivos principales de éste trabajo son:
- Verificar la existencia de variaciones a nivel macroscdpico en soluciones
de cristalino, causadas por efecto de radiaciones X, gamm y neutrénica
térmica.
— Mediante un tratamiento adecuado de los datos experimentales, diferenciar
la accién de rayos X, rayos gamma y neutrones en las soluciones de
cristalino.

METODO EXPERIMENTAL
a) Preparacién de las soluciones de cristalino.

Para esto, se tomaron en cuenta aspectos experimentales importantes
en lo que se refiere a la investigacién en Biofisica Molecular. Uno de los
problemas que se encuentra en la investigacién de biopolimeros
(especialmente en las proteinas), es plantearse la mejor forma de tener la
solucién para su investigacién, con lo que se debe responder a la pregunta:
ien qué medida coincide la estructura de la molécula proteinica con su
estructura biolégica funcional en la disolucidén? Para responder esta
cuestidén, se debe tener en cuenta que el glébulo proteinico tiene una
estructura fijada y que las proteinas cristalinas contienen gran cantidad
de agua, por lo que es mejor su estudio en la disolucién madre. Los
resultados de las investigaciones roentgenogrificas del cristal de la
proteina y los datos de las mediciones épticas de la misma proteina en la
disoluclén, por regla general, concuerdan bien unas con otras. En
particular, coinciden los grados de espiralado, determinados por ambos
métodos. También, estd establecido que la actividad fermentativa de wuna
serije de proteinas se conserva en un cristal fuertemente baflado con agua
[1]. En sintesis, la respuesta a la pregunta planteada es que la estructura
y funcionalidad de la proteina se conserva, siempre y cuando la solucién en
la que se halla sea predominantemente acuosa, pues en caso contrario,
cambian su estructura y pueden sufrir desnaturalizacién por agentes
quimicos que participan en la disolucién. :

b) Obtencién y conservacién de los cristalinos.

Los cristalinos fueron extraidos de ojos de ganado porcino recién
faenado. Los cerdos correspondian a la raza Duroc y la edad de los mismos
oscilaba entre los 12 y 15 meses., Después de la remocidén, los cristalinos
fueron almacenados a -20°C hasta ia hora de su utilizacién. Cabe sefialar
también que una vez que se hubo preparado la solucién proteica, las
muestras fueron mantenidas en congelador para su mejor conservacion.

c) Preparacién de la solucién proteica de cristalino.

Se utilizaron treinta cristalinos descapsulados y fraccionados en
pequefios trozos a los que se anadidé 150 cm® de disolvente (solucién salina)
y homogeneizacién durante 30 minutos. Finalmente se procedié al filtrado de
la solucién para eliminar la pequefia fraccién de precipitado.

d) Irradiacion de las muestras.

Las soluciones de cristalino fueron irradiadas con Rx de 30 kVp, con
rayos gamm de ¢°Co y con neutrones térmicos. Se irradiaron 3 muestras para
cada dosis de las diferentes radiaciones y se dejaron muestras testigo
e) Medidas de densidad 6ptica pre y post-irradiacién.

Para medir la densidad éptica-de las soluciones proteicas, se utilizé
el método de colorimetria que consiste en medir esta a una determinada
longitud de onda y compararla con la de un medio "blanco" (en nuestro caso
agua destilada) que se utiliza como patrén. El instrumento que se utilizd
para realizar estas mediciones fue un espectrofotémetro "Spectronic 501".
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TRATAMIENTO DE DATOS

En base a los datos obtenidos de densidad éptica (DO) post-
irradiacién de las muestras irradiadas a diferentes dosis (D), se nota en
todos los casos una dependencia lineal entre DO y D de la forma

DO =abD (1)

donde DO es la densidad éptica de la muestra.

a es un coeficiente y tiene unidades de Gy~*.

D es la dosis absorbida en Gy.

También se observé una tendencia clara de la densidad 6ptica a
estabilizarse con el tiempo, lo que sugiere que se puede tener una ecuacién
de ajuste para el coeficiente a de la forma:

a=b-cet (2)

A manera de ilustracién se muestran las graficas correspondientes a
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Figura 1 Regresidn lineal de las densidades épticas en funcién de la
dosis absorbida para diferentes tiempos post-irradiacién.
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Figura 2. Ajuste de los coeficientes a en funcién del tiempo de
post-irradiacion.
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Finalmente, las ecuaciones obtenidas para cada uno de los tipos de
radiacién son:
a) Rayos X.

DO = 0.00074 D - 0.00074 De~0-93202¢ (3)

b) Rayos gamm.
DO = 0.00025D-0.00023 Deg=0.0091¢ (&)

c¢) Neutrones térmicos.
DO = 0.00016 D~ 0.00015 Dg 0-01%67¢ (5)

Este analisis fue realizado usando el paquete "MATHCAD v. 3.i".

MODELO FENCMENOLOGIOD

El modelo que se postula a continuacién tiene por objeto describir el
proceso de opacificacién de cristalinos, asociando este a la
desnaturalizacién de proteinas y la consecuente aparicién de agregados
supramoleculares.

Chlculo de la concentracién de proteinas en las mestras irradiadas.

Como se indicd, para la preparacién de las muestras a ser irradiadas
se utilizaron 30 cristalinos descapsulados, cuya masa total y volumen de
disolvente eran conocidos y considerando que el cristalino estid compuesto

.enun 35 % de proteinas en msa {2], -cuyos pesos moleculares estan
determinados en forma aproximada- [3], es posible calcular el namero de
moléculas y la concentracién de cada una de ellas en la muestra.

Variacién de la concentracién de proteinas post—irradiacién.

Una hipbtesis fundamental, es la de que las proteinas se
desnaturalizan por efecto de las radiaciones; esta desnaturalizacién hace
que la concentracién de cada una de las proteinas disminuya con el tiempo
posterior a la irradiacién. La velocidad de disminucién de las proteinas
dependerid de la radiosensibilidad de cada una de ellas.

Se asume que la concentracién de las proteinas disminuye siguiendo
una ley exponencial [4]1, por lo que se tendra:

Cy = Gye ™™ (6)

Por otro lado, de acuerdo con un trabajo reciente [5], la razén de
velocidad en la reaccidén fotoquimica por irradiacién UV en proteinas de

cristalino -y considerando que el albuminoide tiene similar
radiosensibilidad a la a-cristalina- es: .
B,y.a,a=(1.0):(1.0):(0.04):(0.04) (7)

la cual esti relacionada con los exponentes @ de las diferentes proteinas,
por lo que se puede escribir:

W =0, =@ ; @p=, =250 (8)

En tanto que las proteinas se desnaturalizan y disminuyen su
concentracién, los agregados supramoleculares formados, aumentan su
concentracidén con el tiempo en la forma:
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Cy = (Gpy=C=Cp—Cy-C,) (b-ce™2t) D (9)

donde b, c y A son determinados experimentalmente a partir del tratamiento

de datos. )
Considerando que la concentracién proteica disminuye exponencialmente

segin:
C.=C -At
p = Cpo® (10}

también:

Cpo (E=0) = Cop+ Cop+ Coy +Coq (11)
Colt=t) = C,+Cp+C +Cy+C,

con lo que finalmente se obtiene:

cpo (@-*t+cDe>t-bD) = (1-hD+cDe ) | (CO¢+c0a) P (COD+CO1) e-zswc]( 12)

La determinacién de @ se realiza numéricamente, con lo que queda
completamente determinado el comportamiento de la variacién de proteinas.
Resultados del modelo.

Una vez determinado el coeficiente @, se pueden determinar las
concentraciones de las proteinas y del agregado supramolecular para

diferentes dosis y tiempos.

VARIACION DE LA CONCENTRACION
AGREGADO SUPRAMOLECULAR (230 mQy)
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Figura 3. Variacién de la concentracién del agregado supramolecular
comparada con la concentracién de la solucibén proteica inicial para una
dosis de 250 mGy de Rx, Ry y neutrones.

Lo que determina la aparicién de cataratas es el agregado
supramolecular y su aumento, por lo que interesa la relacién de é&ste con la
concentracién proteica. En la Fig.3 se ve este comportamiento para una
dosis de 250 nGy.

Para finalizar, se puede hacer una comparacién del porcentaje de
agregado supramolecular formado en funcidn del tiempo de post-irradiacién y
la dosis para los tres tipos de radiacién utilizados, lo que esta
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implicitamente relacionado con el concepto de eficacia biolégica relativa
(EBR); en este caso se considera la EBR en relacién con el aumento del
agregado supramolecular
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