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ESTADO ACTUAL Y POSIBILIDADES DE APLICACIONES BIOMEDICAS DE LAS RADIA -
CIONES EN EL IPEN-CNEN/SAD PAULO - BRASIL

Nelida lucia del Mastro

RESUMEN

Lus aplicaciones de las radiaciones en el area de las ciencias
biolégicas en nuestro instituto tiene por objetivo, primeramente, pre
servar y mejorar la salud a traves del desarrollo de investigaciones
dirigidas para el diagnostico y la terspeutica. la biotecnologia, en
sus miltiples aspectos posibilita también aplicaciones clasicas y
nuevas de gran importancia para la comunidad. Las aplicaciones biomedi
cas de las radiaciones, realizadas particularmente en el IPEM*, son re
sumidas brevemente.

STATUS AND POSSIBILITIES FOR BIOMEDICAL RADIATION APPLICATIONS AT THE
INSTTIUTO DE PESQUISAS FNERGETICAS E NUCLEARES/SAO PAUL) - BRAZIL

ABSTRACT

Radiation applications in the area of biological sciences at
our institution aim in the first place at the preservation and improve
ment of health through the development of researches directed to
diagnosis and therapeutics. The multiple aspects of biotechnology turn
possible also classical and new applications of great importance for
the community. The biomedical radiation applications performed particu
larly at the IPEN are summarized.

-

*Comunicacion presentada en el Seminario para America latina sobre
Aplicaciones Industriales de las radiaeiones patrocinado por el OIEA,
Quito, Ecuador, 3 al 6 de octubre de 1988,
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ESTADO ACTUAL Y POSIBILIDADES DE APLICACIONES BIOMEDICAS DE LAS RADIA -
CIONES EN EL IPEN-CNEN/SAO PAULO -~ BRASIL

Las aplicaciones de las radiaciones en el area de las ciencias
biologicas en nuestra institucion, tienen por objetivo en primer térmi-
no, preservar y mejorar la salud a traves del desarrollo de investiga -
ciones dirigidas para diagnostico y terapeutica. Gracias a la disponibi
lidac de reactor nuclear, ciclotron, aceleracdor de electrones y fuentes
de radiacion gamma, asi como a la produccion de radioisctopos, substan-
cias marcadas y reactivos para radioensayos, actividades ampliamente re
conocidas de nuestra institucidon em el ambito de America Latina,un gran
numero de usos son posibles. La biotecnologia, en sus multiples aspec -
tos, posibilita ademas otras aplicaciones de enorme importancia para la
comunidad, como el aprovechamiento de restos agricolas como bagazo de
cana de azucar y aserrin para conversion de biomasa y el uso de célu -
las y enzimas inmobilizadas pam procesos fermentativos continuos.

Muchas de las experiencias que realizamos sobre efectos de las ra
diaciones en animales, producen immunodepresion en ellos. Asi, es utili
zada frecuentemente racion animal y aserrin esterilizado por radiacion
electronica para protegerlos de infecciones.

El uso de la radiacion gamma para atenuacion de venenos, es una
de las aplicaciones promisorias que viene tomando grande impulso en los
dltimos anos y en 1o cual estamos emprenados dada la importancia que re
visten los accidentes cam ofidios en nuestro continente (Figs 1, 2,
Iy u)

L1 Brasil viene emprendiendo esfuerzos para la utilizacion de bio
masas de diferentes origenes, que presentam gran potencial energetico y
pueden colaborar en la substitucion de fuentes de energia importadas
(Castagnet, 1987). Los procesos industriales de por ejemplo, produccion
de alcohol por fermentacion, generan subproductos de poco valor comer -
cial. Asi, se torma necesario el maximo empeno en el aprovechamiento de
esas biomasas. la exposicion de materiales lignoceluldsicos a la irra -
diacion por haces de electrones, causa alteraciones en la estructura po
limérica tornandolos mas adecuados para su utilizacion posterior. Res-
tos de madera o de bagazo de cana mostraron mejorar su suceptibilidad a

enzimas cuando el material es sometido a irradiacion (Fig. 5). En el ca
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so especifico de aplicacion de este proceso para uso como racion ani -
mal, los materiales lignocelulosicos tratados com haz de electrones (2x
105 Gy) y amoniaco gaseosc anhidro, mostraron un buen desempeno en ter-
minos ce biodigestibilidaa in vitro (iablas I y II). Actualmente, estan
siendo efectuados experimentos de biodigestibilidad in vivo en bovinos.

La metodologia adecuada para la inmobilizacion de biocompuestos y
sintesis de biomateriales por radiopolimerizacion con radiacion gamma o
haz de electrones esta siendo desarrollada. Los resultados obtenidos an
la inmobilizacion de celulasa, celobiasa y levaduras sobre soportes po-
limericos se mostraron auspiciosos (Fig. &, Tabla III). Siendo la fer -
mentacion un proceso altamente radioresistente (Fig. 7, Tabla IV), 1la
aplicacién industrial de levaduras radioinmobilizadas se vislumbra pro-
misoria. Los primeros ensayos de biocampatibilidad por técnicas de im -
plante en conejos (Camillo et al, 14987), hacen suponer un gran campc de
aplicacién de substancias polimerizadas por radiacion. Ademas del uso
in vitro para diagnostico, la Medicina podra beneficiarse com materia -
les que incluyen instrumentos o aparatos invasivos (e. g. catéteres). ,
instrumentos o aparatos implantados (e. g. marcapasos), tejidos sustitu
tivos para implantes internos, externos y soportes para liberacidn len
ta en el organismo de drogas, normonas e medicamentos.

Otras aplicaciones en el ambito de las ciencias biologicas se re-
lacionan con respuestas bioldgicas bien conocidas.Tal es el caso de irmu-
nodepresion inaucida por la radiacion, que es un efecto nocivo en el ca
so de exposiciones accidentales a la radiacion o un efecto colateral en
radioterapia. Sin embargo, la imnunodepresion es necesaria en casos por
ejemplo, de transplantes de Organos o para estudios en parasitologia(Ta
bla V).

Cualquier sistema bioldgicc en el cual pueda ser cuantificada 1la
respuesta a la radiacién, puede ser utilizado para establecer la compe-
tencia radioprotectora o radiosensibilizadora de determinado producto .
Ll intereés por substancias radiomodificadoras trasciende el area pura -
mente biomeédica e tiene importancia también desde el punto de vista es-
trategico militar. Nuestro instituto realiza estudice in vitro (Fig. 8 )
e in vivo (Figs 9 y 10) para estabelecer la capacidad raaionwadificado-
ra fundamentalmente de prouuctos naturales endogenos O provenientes de
extractos de plantas.
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La captacion y eliminacion de radicisotopos par seres vivos  em
también materia de estudio. Casos de contaminaciones externas o inter
nas de seres humanos muestran claramente la importancia de realizar es
tudios no solo en animales de laboratorio (Fig 11) como tambien en el
medio ambiente.

Entre los posibles efectos nocivos que las radiaciones son capa
ces de producir, son de interes primordial los relacionados con el de
sarrollo embrionario. Alguncs efectos de la radiacion gamma en particu
lar sobre embriones de caracol, estan siendo estudiados  actualmente
(Fig. 12). La metodologia de recuento de aberraciones cromosamicas de
linfocitos esta siendo utilizada como dosimetria bioldgica para esti
mar la dosis absorvida por personas expuestas accidentalmente a la ra
diacion.

Nuestro Instituto elabord un Programa Trienal (1988-1989-1990) de
aplicaciones de teécnicas nucleares que contempla los temas descriptos
en el area de Biotecnologia y en la que estan incluidos también la uti
lizacion del reactor nuclear para fines de terapia del cancer, por la
destruccion especifica de tumores, mediante la captura neutronica por
compuestos conteniendo 105 (fig. 13). Muchos de estos proyectos, que
actualmente se encuentran en fase de ensayos de laboratorio,precisaran
para su implantacion de la colaboracion, especialmente financiera, de
diversos organismos para poder atender al interes primordial de rues
tra comunidad.
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Absorbancia (280 NM)

Fig.

veneno(pg)

Atenuacion de veneno total de cascabel por ra

diacion de ®°Co. Perfil de inmunoprecipita

cion: (
com 500 Gy; (-.-.-) 750 Gy; (*+°**) 2000 Gy

(Murata & Rogero, 1987). Es evidente la dismi

) veneno bruto; (----- ) irradiado

nuicion del reconocimiento del anticuerpo por

el antigeno a 2000 Gy.
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Fig. 2.

Atenuacion de veneno total de cascabel por ra

diacion de %%°Co. Perfil electroforético en Po
liacrilamida. 1) Veneno total irradiado con
1000 Gy; 2) 500 Gy; 3) 250 Gy; 4) 100 Gy ;
5) crotoxina; 6) crotamina, 7) veneno to
tal nativo; 8) blanco (Murata & Rogero,1988).
Es posible notar el aparecimiento de produc
tos de diferentes pesos moleculares en fun

cion de la dogis de radiacion.
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Fig. 3.

Atenuacion de fraccion de veneno de cacabel

por radiacidn de ®°Co. Inmunodifusién ra
dial simple de crotamina irradiada com 2000
Gy en ausencia de Oz, en presencia de radio
modificadores: 1) 2 X 10°! M cisteina; 2)
2 X102 Mcis; 3) 2X 1072 M cis; 4)
2 X107 Mcis; 5) 2 X 10°° M eisr 5) 2 X
10”5M cis; 7) crotamina nativa; 8) { M Na
Noj; 9) 107! M Na Nos; 10) 102 M Na Nos;
11) 10"% M Na Nos; 12) 107" M Na Nos (Cos
ta & Rogero, 1988). La presencia de radio
protectores en conCentraciones adecuadas

preserva la respues‘a inmunologica.



Atenuacion de fraccion de veneno de cascabel

por radiacién de ®°Co. Reaccion de inmunodi
fusion doble (Ouchterlony): 1) suero anti
crotalico; 2) veneno bruto; 3) crotamina
nativa; 4) crotamina irradiada con 100 Gy ;
5) con 2000 Gy; 6) con 5000 Gy (Costa & 4o
gero, 1988). La irradiacion con dosis altas
disminuye sengiblemente la respuesta inmuno

16gica.

1



Polvo de eucalipto (400 pm) 8agazo de caila

8

Produccion de azucar
reductor (mg/g)
8

° 1 2 3 4 s . °

EB) (10°Gy)

Fig. 5. Aumento de la suceptibilidad a la hidrolisis enzi
matica por efecto de radiacion con haz de electro
nes (EBI). Concentracion de celulasa: 36 mg/ml
(Rogero et al. 1984, Higa et al. 1986; Gennari et
al. 1984, Higa et al. 1984). La conjuncion ir
radiacion y accidn enzimdtica permite duplicar el
rendimiento en azucar en ambos materiales celuld

gicos.
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Componente Tratamiento
Nativo 2x10° Gy NH3 2 X 10°Gy+NH;
ADF 59,5 57,8 59,0 54,9
NDF 88,6 74,6 89,3 71,7
CELULOSA 38,8 37,2 38,9 35,0
MATERIAL MINERAL 7,0 5,4 5,8 7.4
LIGNINA 15,2 15,4 15,4 15,0
PROTEINA 2,7 2,4 4,0 7,0
Tabla I. Aprovechamiento de bagazo de cana como complemento de ra

cion animal. Analisis bromatologicos de muestras irradiadas —
(EBI) vy tratadas com NH3, expresadas como % de peso seco
(del Mastro et al., 1986). Es notorio el incremento en pro

teinas en las muestras irradiadas y tratadas con NHs.
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Dosis % Digetibilidad in Vitro
(x 10° Gy) Eucalipto Bagazo

Nat ivo NH3 Nativo NHj

0 10,2 9,4 39,3 39,7

1 11,2 9,9 - _

2 16,2 16,2 47,1 80,1

5 11,3 32,0 - —_

Tabla II. Aprovechamiento de materiales celulGsicos co
mo racion animal. Digestibilidad in vitro de
muestras irradiadas (EBI) y tratadas con
NH3 (Gennari et al., 1985). Con dosis de 2 X
1056y y 5 X 10%6y es posible aumentar la di
gestibilidad del bagazo de cana y del aser

rin de madera respectivamente.



1ca

at

celulasa

}-10

-9

dad Enzim
(-3

.

ivi

At
(mg glucosa/g polimero)

-]
Liberacion de Proteinas (mg/g)

Inmobilizacion de enzimas por radiopolimeriza
cion con *%Co ( - 739C, 10. Gy). Actividad
enzimatica y proteinas liberadas en funcion
del numero de veces repetidas de reaccion; HE
MA: 607; ENZIMA: 27, substrates 12 CMC y sali
cina, respectivamente (Higa et al., 1985, Hi

ga et al. 1986). La radiopolimerizacion pe

mite uma liberacisn lenta de las enzimas.,

15
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FRACCION DE SOBREVIDA
S

-
1%L 1 I L y
1500 3000 4500 6000
DOSIS (Gy)

Fig. 7. Radiosensibilidad de levaduras a radiacion de
€9%co (20 Gy/min) en Na C1 0,85Z., (o d, ce
paI; (o o cepa IT1 (del Mastro et al,1988).
La radiacion afecta las ceiulag de Lievaduras
productoras de alcohol de acuerdo a gu radio

sensibilidade intrinseca.



Intervalo Produccion de Alcohol
(h) (g/1/g Polimero)
307 HEA 507 HEA
24 4,8 6,0
48 5,4 5,9
76 7,0 7,7
144 6,7 6,0
168 5,4 6,0
Tabla III. Radioinmobilizacion de levaduras por ra

diacion de ®°Co (500 Gy), sobre sopor
tes pldsticos (HEA). Capacidad fermen
tativa de las levaduras inuobilizadas a
diferentes intervalos después de su
inmobilizacion (del Magtro & Higa,1986).
La produccion de etanol se mantiene
constante despues de 7 diag de la ir

radiacion.

17
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Dosis Acumulada CEPA 1 CEPA 11
(Gy) (GELanol 17! ® 1)
0 1,29 2 0,05 1,24 ¥ 0,08
1500 1,17 2 0,06 1,14 % 0,06
3000 1,15 2 0,00 1,12 2 0,12
4500 1,18 20,03 0,95 ¥ 0,14
6000 1,18 20,03 0,72 X 0,04
Tabla IV. Efecto de la radiacion gama sobre la pro

duccidén de etanol por levaduras (del Mastro
et al., 1988). El proceso fermentativo se

pregsenta como altamente radioresistente.
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Recuento de Leucocitos (N? Células/mm?)

Dia
3 49 69 79 89 9Q

Rat

Control; 13.600 9.350 17.500 49,600 10.050 12.600
Control2 13.450 14.700 25.300 28.700 18.15C 17.000
Irradiada) 6.350 2.050 1.950 8.750 2.850 2,900
Irradiadaz 1.650 1.850 8.750 5.600 7,250 2,800
Irradiadas 2.900 450 4,300 8.450  3.000 5.200
Irradiadas 17.350 6.450 4.560 4.000 3.100 1.700

Tabla V. Inmunodepresion producida por irradiacién de *°Co de cuerpo entero
en ratas wistar (4,5 Gy/0,8 min). Eg evidente la radiosensibilidad

acentuada de los glébulog blancosg.
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Fig. 8.

ABSORBANCIA (400nm)

08}
05 - '//‘
/.f //‘)
0.4 - /, V4
/ e
’ ag
| e
’4‘0—-/" _— -
o2t & ¥~
01
f i yy ‘ 1 1 A
0 S000 10000 15000 20000 25000

DOSIS (Gy)

Sistema in vitro de soluciones de proteinas de
crigtalino bovino para determinacion de radio
sensibilidad frente a *%Co (1000 Gy/H) (o 9
control irradiado; (o 9 irradiado en pre
sencia de N-etilmaleimida; (x ¥  irradiado
en presencia de N-etilmaleimida + c1steina
(Bernardes & del Mastro, 1988). Es posible ve
rificar la capacidad radioprotectora de la cis

teina.



SOBREVIDA (X)
8
3

PP +9Gy

\———_———-

9Gy
)| i i
0 20 30
DIAS
Fig. 9. Radioproteccion frente a la radiacion de €9¢o

(9 Gy, -5 Gy/min) de ratones injectados pre
viamente con proteosa-peptona (mg/ml), medida
por el aumento en el numero de sobrevivientes

a los 30 dias después de la irradiaciom.

21



22

100

Pt

*
o
- 50
S I
w
& oGy
o
(o]
0 —15- —75 35
DIAS
Fig. 10. Radiogensibilizacion frente a la radiacion de

%o (9 Gy, -5Gy/min) de ratones injectados

previamente con extracto de Pfaffia Panicu-

lata, medida por el nimero de sobrevivientes

a los 30 dias despues de la irradiacion.
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Fig. 11. Captacidn Y eliminacion de 13%¢c5 en caracoles de

agua dulce Biomphalaria glabrata (Kikuchi & del

Magtro, 1988). Alrededor del 109 dia es alcanza
do un "plateau” en la incorporacidn del radioisg

topo para ambas concentraciones utilizadas.
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@===@ : FRECUENCIA DE ABERRACIONES ( X )

Fig. 12,
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O=m=Q :N* DE ABERRACIONES/CELULA

DOSIS (Gy )

Frecuencia de aberraciones cromogsomicas y n¢
de aberraciones por ceélula en funcion de 1la
dosis de radiacion de ®*°Co en embriones de ca
racol, esgtadio de blastula (Okazaki & Kawano,
1987). La estimazion de las aberraciones es

ntilizada como metodo de dosimetria biologica.
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Fig. 13, Terapia por captura de neutronesg con compuestos
con '°B. Radiografia por neutrones de raton in
jectado con '°B - mercaptoborano (NA2Bi2Hi1SH )
18 horas antes para estudiar biodistribucion del

compuesto.



