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Se estudia la accidén de la radiacién gamma sobre el ADN sonicado en solucién acuosa. Se obtienen los parametros
eléctricos e hidrodindmicos.de las moléculas a partir de mediciones de birrefringencia eléctrica de las soluciones.
Para ello se emplea el modelo y teorfa desarrollado por Yamaoka y Fukudome. Se concluye que ¢l ADN en solucién
irradiada con dosis de hasta 15 Gy no sufre cambios en la longitud de la molécula, mientras que para una dosis de 30
Gy se observa una disminucién de la distancia extremo a extremo, debido a un aumento en la flexibilidad de la

molécula.

The action of gamma radiation over the sonicated in aqueous solution DNA is studied in this article. The electrical
and hydrodynamical parametres of the DNA molecule are obteined by electrical birefringence’s measurements of the
solutions. The model and the theory developed by Yamaoka and Fukudome are used in order of that. The conclusion
is that radiated with to the utmost 15 Gy doses DNA’s solution suffers no changes on its molecule’s length, as long
as, for a 30 Gy doses radiation, a decrease in the distance end to end of DNA molecule’s owing to an increase in

DNA molecule’s flexibility is obserbed.

LINTRODUCCION

Cuando se someten células a la radiacién ionizante,
Ia destruccién celular estd determinada
predominantemente por el dafio producido sobre la
molécula de ADN. La irradiacién de una solucién acuosa
produce la radiblisis del agua, cuyos productos
interaccionan con la molécula de ADN dafiandola‘”.

Es usual la utilizacién de métodos electro-6pticos
para el estudio estructural del ADN en solucién acuosa,
debido a su alta sensibilidad a cambios de naturaleza
eléctrica o de estructura molecular, como asi también, de
la interaccién de la molécula de ADN con los iones
disueltos en la solucién @®® C T. O'Konki et al. P!
realizaron medidas electro-6pticas de los efectos de la
radiacién y sobre soluciones de ADN nativo, donde la
molécula se comporta como un ovillo estadistico.

En este trabajo se utiliz6 ADN sonicado, con el fin .

de obtener muestras de un peso molecular menor, que
permite aplicar un modelo fisico simplificado de la
molécula (ti varilla), aplicando teorias
; (4).(6).(7) :
preexistentes para hallar sus parametros eléctricos,
opticos e hidrodinamicos.

IL SECCION TEORICA

Modelo de la molécula de ADN sonicado. Momento
dipolar eléctrico.

Se utiliza para el anélisis teérico de los valores de
birrefringencia obtenidos, la teorfa desarrollada por
Yamaoka y Fukudome®™® | donde se considera a la
molécula de ADN sonicado como un macroién tipo
varilla, sin momento permanente. De acuerdo con dicha
teorfa el momento dipolar eléctrico inducido consta de
dos componentes: a)m,, momento dipolar saturable ;b)m,,
momento dipolar no saturable.

Sea Ao=( a3 -0) la anisotropia de
polarizabilidad covalente, responsable del momento
inducido no saturable ( para el eje longitudinal de la
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varilla se utiliza el subindice 3); y Ac = ( 633 -0y)) la
anisotropia de polarizabilidad iénica, correspondiente al
momento saturable. Entonces:
m=mgtm,

=Aa.E+Ac.ESiE <E,
ym=Aa.E + Ac.E si E>E,
Funcién de orientacion

La funcién de orientacién, indica el grado de

orientacion de las particulas ionizables en solucién con el
campo eléctrico. Su relacién con la birrefringencia
medida a un campo E, An(E), y la birrefringencia de
saturacién obtenida por extrapolacién en la zona de
campos altos, An,, es:

An(E)

WE)=—

¢))

5

Para calcular la funcién de orientacién del
conjunto de particulas ionizadas, se sigui6 el
procedimiento dado por Yoshioka™ . Considerando los
siguientes parametros:

(Aa + Do).E?
VT
Aa.E?
ST

donde k es la constante de Boltzman, T la temperatura
absoluta, y 0 el angulo entre el eje longitudinal de un
polimero y la direccion del campo aplicado. Para
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construir esta funcién de orientacién, llamada SUSID por
sus autores, tres casos se consideran por separado:

I)E, < E , la saturacién del momento dipolar
inducido ocurre para el valor de campo E,, en este chso la
funcién de orientacién ¢(y,y,,Y) es:

3 12 +e’ 1 -
ofy , yo,v) 24— @)
’°13 2

Las integrales I, I, I; e I, esté.n dadas por las expresiones
siguientes:

111
2y | E*

e(7 V2 pey?

1 F{Y 172 J
= - ;T/Z_ ?:
’ 1
1= e_(’OE./Y ,uz)’ je(y ury E*ty 'm)zdu =

VVE*

I —Goen?) a2 YoE* v y.E*
2 e Y tTwm T . Fan
Y Y E Y

1 ]
I, = e_('OE./Y -'/2j juze(' m“’y"E./y 'mjdu

1/E*

YoE YoE

= _1_((1___‘}(7 "4270E*) _(—l__ *}2704-0 W2 a2
2y Y E* v 12

e“(“E'/Y'm)z( YoE* 2
+ e k e -1}

12
l_{y.l/2+YoE*J_ Y +YoE*
| E* 47

X,

donde F(x)=
0

2
e dt

INE, 2E
En el caso y, = = la funcidn de orientacion se reduce a:
3 Ye _ 1/2F( 1/2)

<1>(y ) 3/2 F( 1/2) 2 ®

IDDos casos limite de orientaciéon por campo
eléctrico:

a)Regién de campo eléctrico extremadamente bajo:
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(b(y <<1,E*<< l)= —2-7 —3—7 ()]
15 315 )
b)Region de campo eléctrico suficientemente alto:
3
oy >>1)= 1-—l ®)
III. SECCION EXPERIMENTAL
Materiales y métodos

Se utilizé ADN de timo de ternera altamente
polimerizado Sigma D1501 Tipo I, con una concentracién
de 25 mg/dl en solucién de 1 mM de NaCl y 0,5 mM de
MgCl,, sonicado durante 5 min. en un sonicador Conte,.a
una potencia de 50 W, con una frecuencia de 20 KHz. Se
obtubieron 3 tipos de muestras distintas:a)Muestra sin
irradiar, b)Muestra irradiada a 15 Gy, c)Muestra irradiada
a 30 Gy, utilizando para esto una bomba de cobalto
Theratron 80, con un rendimiento de 124 ¢cGy/min.

Para realizar las mediciones de bm'efrmgencla se
utiliz6 el equipo construido en nuestro laboratorio® , que
consta de una fuente de luz monocromética y plano-
polarizada, generador de pulsos Velonex con el cual se
aplican campos de hasta 21 kV/cm, con una duracién del
orden de 100 ps, celda de Kerr con 0,15 cm entre placas y
I cm de camino 6ptico, ldmina 1/4 de onda, analizador,
fotomultiplicador, y osciloscopio conectado a una
computadora mediante una interfase. Se desarrollaron los
programas de registro de datos, célculo de la
birregringencia y de ajuste a la funcién teérica de
orientacién.

IV. RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Resultados

Para la obtencién de ¢(E) experimental se realiza
la extrapolacién lineal de An vs. 1/E? , en la regién de
valores de E suficientemente elevados (por encima de los
18 KV/cm),obteniendo asi An,. La Figura 1 muestra las
extrapolaciones realizadas para las diferentes muestras.

*  Meestra gia kradiar
& Muastra irradiade s 15 Gy
- A Meestra kradiade 2 30 Gy

M

omm oams omw

T T T T T
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Figura 1. Ajuste de los valores de An, con la funcién SUSID en
las diferentes muestras, para la obtencion de An,.

En la Figura 2 se muestra <]>(E2 ), para las
diferentes muestras, con el ajuste teérico correspondiente.
De este ajuste se obtienen las polarizabilidades eléctricas
y Ey, volcados en la Tabla 1.
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Tabla 1

posibilidad de que esta modificacién se deba a otras
causas. Una disminucién de 1 se puede deber también a
un aumento de la flexibilidad de la molécula.

Muestra [Ac F.m® {Ac F.m® [EykV/em [AcE,
Gy C.m
0 1.0 1077 [3.5107° [2.2 7.7
15 0.95107° [2.0 107 [3.6 7.2
30 0.7 10°° [0.710°° [7.5 53
0.8 S
e 8 - '
0.6
Sin irractior
0.4
0.2
0

100 200 300 400 500
E*/ (kViamy!

300 400
E#(kVicm)y

100 200 300 400 soo0
E¥(kV/cm)?

Figura 2. Ajuste de la funcién , obtenida a partir de los datos
experimentales, por la funcion teérica SUSID (linea continua).

Dos teorias prevalecen hasta el presente respecto a
la variacion de la distancia extremo a extremo, L de la
-molécula de ADN, L con Ac.E, Una predice una
dependencia cuadrética y otra cibica  con L. De ello se
obtiene una disminucién del orden del 20 % para las

muestras irradiadas a 30 Gy, sin observarse cambios.

sustanciales en las irradiadas a 15 Gy. El momento no
saturable Ao.E, es linealmente dependiente con L, esto
resulta de la anisotropia de polarizabilidad electrénica.
Desde este punto de vista tampoco existe variacién entre
las muestras sin irradiar y la irradiada a 15 Gy, y a 30 Gy
indica una disminuci6n de L de 25 %.

Ektiempo de relajacion , t es el mismo para muestras no
irradiadas e irradiadas a 15 Gy. Sin embargo existe una
disminucion del orden de un 15 %, cuando la irradiacién
es. de 30 Gy.Podria concluirse que esta variacion
responde a una dlsmmucnén del peso molecular del ADN,
de:2,8 10° a 2,3 10° Dalton, de acuerdo con Houssier® .
Sin embargo esto corresponderia a roturas de cadenas
dobles en la molécula, proceso que , segin el
conommlento general, no ocurre hasta dosis muy altas de
irradiacion® Debemos considerar entonces Ia
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Tabla 2
Tiempo de relajacion, T (us) | Muestra (Gy)
27.5 0
274 15
26.3 30

Conclusiones

Del andlisis de nuestros resultados experimentales, se
concluye que el ADN en soluci6én irradiado con rayos y
con dosis de hasta 15 Gy, no sufre cambios en la distancia
extremo a extremo de la molécula, mientras que para una
dosis de 30 Gy se observa una disminucién de L del
orden del 30 %. Esta disminucién de L indica un aumento
de la flexibilidad que podria deberse a roturas de cadenas
simples en la molécula de ADN.
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