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Resumen

Objetivo: Evaluar el efecto protector de la melatonina sobre células mononucleares de sangre periférica (CMSP) humana expuestas in vitro
aradiacion ionizante. Materiales y métodos: Las CMSP de donantes sanos fueron incubadas con melatonina en concentraciones de 0,
1x107, 1x10°y 1x107M durante 10 minutos antes de ser expuestas a rayos gamma (300cGy, fuente de Co®); posteriormente el dafio del
ADN fue evaluado mediante el Ensayo del Cometa. Resultados: Las CMSP pre-tratadas con melatonina presentaron cometas con colas de
menor longitud que las no tratadas asi como un porcentaje menor de células con dafio severo del DNA. Conclusién: Concentraciones de
melatonina de 1x107, 1x10y 1x107 M protegen in vitro a las CMSP del dafio en el ADN (rupturas de cadena sencilla y sitios l4biles al
alcali) inducido por rayos gamma.

Palabras clave: células mononucleares sanguineas, dafio en el ADN, ensayo del cometa, melatonina, radiacién gamma.

Abstract

Protective action of melatonin on human peripheral blood mononuclear cells exposed to gamma radiation Co®. Objective: to
evaluate the protective effect of melatonin on peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) exposed in vitro to ionizing radiation. Materials
and methods: PBMCs drawn from healthy volunteers were incubated with 0, 1x10-, 1x10y 1x107M melatonin for 10 minutes before
being exposed to gamma radiation (300 cGy; Co® source). Afterwards, DNA damage was evaluated with the comet assay. Results:
PBMC:s pretreated with melatonin showed comet tails shorter than those without the hormone treatment, as well as a lower percentage of
cells with severe DNA damage. Conclusion: melatonin doses of 1x107, 1x10 and 1x 107 M provide in vitro protection to PBMCs from
DNA damage (single strand breaks and alkali-labile sites) induced by gamma radiation (300 cGy; Co® source).

Key words: peripheral blood mononuclear cells, comet assay, DNA damage, gamma radiation, melatonin.

Resumo

Aciio protetora da melatonina nas células mononucleares do sangue periférico humano submetido a radia¢io gama co®. Obje-
tivo: Avaliar o efeito protetor da melatonina sobre células mononucleares do sangue periférico (CMSP) humano, expostas in vitro a
radiagdo ionizante. Materiais e Métodos: As CMSP de pessoas sadias foram incubadas com melatonina em concentragdes de 0,1x107,
1x10°y 1x107M durante 10 minutos antes de serem expostas a raios gama (300cGy, fonte de Co®); posteriormente, o dano do DNA foi
avaliado mediante o Teste do Cometa. Resultados: As CMSP previamente tratadas com melatonina apresentaram cometas com caudas de
menor comprimento que as nao tratadas, assim como uma porcentagem menor de células com dano severo do DNA. Conclusdes:
Concentragdes de melatonina de 1x107, 1x10% e 1x107M protegem in vitro as CMPS do dano no DNA (rupturas de cadeia simples e sitios
débeis ao dlcali) induzido pelos raios gama.

Palavras chave: células mononucleares sangiiineas, dano no DNA, teste do cometa, melatonina, radia¢do gama.
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Introduccion

Las radiaciones son ondulaciones o emisiones de ener-
gia procedentes de un centro o fuente que se propagan
en el espacio en forma similar a la luz. Se consideran
ionizantes cuando su energia es suficiente para expul-
sar electrones de los orbitales de d&tomos o moléculas
(rayos X, rayos gamma). Cuando un tejido vivo se expo-
ne a estas radiaciones ya sea accidentalmente o con fi-
nes terapéuticos hay liberacion localizada de gran
cantidad de energia que afecta no sélo el tejido blanco
sino también el tejido circundante. Los efectos deletéreos
de la radiacion sobre las células se deben a mecanismos
directos e indirectos. Los directos se relacionan con rup-
tura de moléculas sensibles como el ADN y los indirec-
tos se deben a la reaccién de las radiaciones con
moléculas de agua que genera radicales libres altamen-
te reactivos como el ‘OH y el -H; éstos difunden al azar y
aunque tienen una vida media muy corta oxidan rapida-
mente proteinas, polisacaridos, lipidos y 4cidos
nucleicos causando dafio o muerte celular (1-3). E1 ADN
es el blanco celular més critico y el radical ‘OH el res-
ponsable del 70% de su dafo. Entre las lesiones que
ocasiona la radiacion ionizante se encuentran forma-
cidn de sitios abdsicos, rupturas de cadena sencilla y de
cadena doble, aductos intracatenarios y entrecruzamien-
to de proteinas con ADN. Si los mecanismos de repara-
cién del ADN que se activan luego de exposicion a
radiacion ionizante son insuficientes para reparar la le-
sion, el ADN dafiado que se replica puede conducir a
mutagénesis y carcinogénesis (4).

Para evitar el dafio oxidante y proteger a la célula del efecto
nocivo de los radicales libres, se han estudiado moléculas
con capacidad antioxidante de tipo sintético como la
amifostina (5) y de tipo natural como las vitaminas Ay E, la
melatonina, el manitol y el glutation (GSH). La melatonina,
el principal producto de la glandula pineal del hombre (6-8)
es conocida por su capacidad de interactuar directamente
con los radicales *OH; primero forma un radical melatonino
de muy baja toxicidad que posteriormente puede remover
un segundo radical *OH formando 3-hidroximelatonina ci-
clica. Mediante este mecanismo no enzimatico, la célula es
protegida por la melatonina frente a los radicales libres y a
las especies reactivas de oxigeno; de esta forma se evita que
estas moléculas pierdan electrones, se inestabilicen y dafien
moléculas como el ADN (5,9-11).

Con el fin de conocer el efecto protector de la melatonina
sobre el dafio del ADN causado por radiaciones se cre6 un
modelo de estudio a partir de células mononucleares obte-
nidas de sangre periférica (CMSP) humana, que se expu-
sieron a radiacién gamma en presencia y ausencia de esta

hormona. El dafio en el ADN antes y después de los dife-
rentes tratamientos fue evaluado con el ensayo del come-
ta. Esta prueba desarrollada por Ostling y Johansson en
1984 consiste en una electroforesis de ADN de células
individuales en microplaca de agarosa. El ADN que ha
sufrido rupturas migra desde el nicleo de la célula hasta el
anodo en forma semejante a un cometa que puede ser
visualizado en el microscopio con tincion de bromuro de
etidio. Esta técnica ha sido utilizada para evaluar la
genotoxicidad de agentes quimicos o fisicos (12) y puede
emplearse para estudiar el efecto de compuestos poten-
cialmente protectores (13).

La prueba del cometa es ripida, sencilla y sensible para
detectar rupturas de ADN en células individuales, y permi-
te el estudio del dafio y la reparacion del ADN. El ensayo
puede realizarse a diferentes pHs. La version alcalina es
utilizada para determinar rupturas de cadena sencilla, si-
tios labiles al dlcali y entrecruzamientos de ADN-ADN y
ADN-proteinas (12).

Materiales y métodos

Separacion de CMSP

Se realiz6 a partir de sangre periférica de 3-4 donantes
voluntarios sanos (edad=20-25 afios) recolectada con
heparina. Las CMSP se obtuvieron mediante centrifuga-
cion en gradiente de densidad de Ficoll-Hypaque (Sigma,
H8889 d=1,077) y se resuspendieron en solucién salina
tamponada con fosfatos (PBS, pH=7,4) a una concentra-
cion final de 2°500.000 células/ml.

Preparacion de soluciones de melatonina

Se prepard una solucion concentrada de melatonina 1x10°!
M en etanol absoluto y a partir de ésta, se prepararon solu-
ciones 1x107%, 1x10°y 1x107M en PBS.

Tratamiento de CMSP con radiacién y
melatonina

Las CMSP se sometieron a radiacion gamma (300cGy) en
un acelerador de particulas de Cobalto® (Terady, Institu-
to Nacional de Cancerologia, Bogotd). Para facilitar el
procedimiento, las células se suspendieron en 1 ml de
PBS en jeringas de insulina para que en el momento de la
radiacion no existieran espacios vacios que causaran al-
teraciones en la dosis de rayos gamma. Las diferentes con-
centraciones de melatonina se adicionaron a las células 10
minutos antes de la irradiacion. Al finalizar los tratamien-
tos, las células fueron mantenidas en frio antes de realizar
el ensayo del cometa, para evitar la accién de los mecanis-
mos de reparacion del ADN. Los tratamientos realizados
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Efecto de la melatonina sobre células irradiadas

fueron los siguientes: i) Células control (sin melatonina y
sin radiacion gamma (Co®); if) Células + 300 cGy (Co®);
iif) Células + Melatonina 1x10°M + 300 cGy (Co®); iv)
Células + Melatonina 1x10°°M + 300 cGy (Co®); v) Célu-
las + Melatonina 1x107M + 300 cGy (Co®); vi) Células +
Melatonina 1x10° M; vii) Células + Melatonina 1x10°
M; viii) Células + Melatonina 1x107M .

Evaluacion del daiio del ADN mediante el
ensayo del cometa

Preparacion de 1dminas base con agarosa: se prepard agarosa
de punto de fusién normal (A-9539 Sigma, San José, CA.) en
PBS libre de Ca**y Mg** al 1%. En la agarosa todavia liquida
se sumergieron ldminas portaobjeto para crear una pelicu-
la delgada y uniforme. Las ldminas se almacenaron a tem-
peratura ambiente hasta el montaje de la suspension celular.

Montaje de la suspension celular en 1dmina: las suspen-
siones celulares fueron centrifugadas y resuspendidas en
200 pl de PBS. Diez pl de esta suspension celular se mezcla-
ron con 70 pl de agarosa de bajo punto de fusion (Sigma, A-
9414) al 0,5%. Cada mezcla se depositd rdpidamente sobre
una ldmina base, se cubri6 con laminilla cubreobjeto y se
dejo a 4°C durante 15 minutos Después de la gelificacion
se agregl otra capa 100 pl de agarosa de bajo punto de
fusion y se incubaron las ldminas nuevamente a 4°C duran-
te 15 minutos. Inmediatamente después, las ldminas fueron
sumergidas en solucion de lisis (NaCl 2,5 M, EDTA 100
mM, Tris 10 mM, NaOH 300 mM, Lauryl Sarcosinato de
Sodio 1%, pH=10), estéril y filtrada. La solucién de trabajo
contenia ademads triton X-100 1% y dimetil sulféxido 10%
y fue refrigerada por un periodo maximo de 48 horas.

Electroforesis alcalina: este procedimiento se realizd en
cuarto oscuro para evitar dafio adicional por luz blanca.
Las ldminas se retiraron de la solucidn de lisis y se lavaron
con agua destilada. Luego se colocaron en la cdmara de
electroforesis horizontal a 4°C, se cubrieron con tampon
de electroforesis (NaOH 10 N, EDTA 200 mM, pH=13) y se
dejaron en reposo 30 minutos. Al cabo de este tiempo, se
realiz6 la electroforesis a 25 V 'y 300 mA por 20 minutos.
Terminada la electroforesis, se lavaron las laminas con so-
lucion neutralizante (4,85% de Trizma Base/Sigma T-1503;
ajustando el pH=7,5 con HCI) y se conservaron en cimara
hiimeda hasta el momento de su tincién.

Coloracioén y lectura: para visualizar el ADN se adiciona-
ron 50 pl de bromuro de etidio (0.002% en agua destilada)
a cada ldmina y se cubrieron con laminilla para la lectura
en un microscopio de fluorescencia (Zeiss) con un filtro de
515-660 nm. En cada experimento se prepararon tres lami-
nas y en cada ldmina se observaron 25 células para un total

de 75 células por tratamiento. El dafio en el ADN se deter-
mind midiendo con un micrémetro la longitud del cometa
desde el centro del nicleo de la célula hasta el dltimo
punto observable de ADN fluorescente. También se elabo-
r6 una escala de dafio de acuerdo con la longitud del co-
meta de la siguiente forma: Dafio 1 (espontdneo) menor o
igual a 57 pm; dafio 2: 58-114 pum; dafio 3: 115-228 um;
dafio 4: mayor de 228 um.

Analisis de datos

Se realizaron andlisis de diferencias entre 2 grupos me-
diante la prueba de Mann-Whitney en el programa
GraphPad Prism version 5.0, para Windows, GraphPad Soft-
ware (San Diego CA). La significancia estadistica se esta-
bleci6 para valores p<0,05. Los resultados se presentan
como medianas, rangos y porcentajes.

Resultados

Efecto de diferentes dosis de radiacién gamma
sobre CMSP

Las CMSP fueron expuestas inicialmente a 150, 300, 450,
600 y 750 cGy de radiacién y se hizo una valoracién
cualitativa de la presencia de dafio en el ADN. No se obser-
vé diferencia en el dafio inducido en el ADN entre las
distintas dosis de radiacion (datos no mostrados). Con base
en esta observacion y en un estudio previo realizado en el
Laboratorio de Genética Humana de la Universidad de los
Andes con rayos X (300cGy); (14) se escogi6 la dosis de
300 cGy de rayos gamma para realizar los experimentos
con melatonina.

Efecto de radiacion gamma (300cGy) sobre las CMSP

En las CMSP expuestas a 300cGy de radiacién gamma, la
longitud de los cometas alcanzé una mediana de 140,5
um. Este dafio fue significativamente diferente (Mann-
Whitney; p <0.0001) al dafio espontdneo presente en las
CMSP control no irradiadas que fue s6lo de 63,3 um (Ta-
bla 1, Figura 1).

Efecto de la melatonina sobre las CMSP

La melatonina no tuvo ningtn efecto protector sobre el
dafio espontdneo del ADN en células no irradiadas. La
longitud de los cometas en las CMSP no irradiadas y no
pre-tratadas con melatonina fue de 63,3 um y no result
significativamente diferente (Mann-Whitney; p>0.05) del
dafio en las células no irradiadas tratadas con las diferentes
dosis de la hormona; en efecto, en presencia de 1x107,
1x10°y 1x10°M de melatonina, las medianas de la longi-
tud de los cometas fueron de 61,1; 59,5 y 61,1 um respec-
tivamente (Tabla 1, Figura 1)
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Figura 1. Efecto de la melatonina sobre CMSP sometidas a radiaciéon gamma (300 cGy). Las CMSP de voluntarios sanos
fueron incubadas con diferentes dosis de melatonina durante 10 minutos antes de exponerlas a 300cGy de radiacion en un
acelerador de particulas Co®. El dafio en el ADN se evalué mediante el ensayo del cometa. Las barras corresponden a la
mediana y el rango de 7-18 ldminas analizadas (en cada ldmina se midi6 la longitud del cometa de 25 células). Los
ntiimeros indican el valor p de las comparaciones entre dos grupos mediante el test de Mann-Whitney.

Tabla 1. Efecto de la melatonina sobre CMSP humanas sometidas a radiacion gamma (300cGy)

Melatonina (M) 0 1x107 Ix10° 1x107
Radiacioén (cGy) 0 300 0 300 0 300 0 300
Daiio en ADN (mm de longitud de cometa)
Laminas (n) 18 17 9 7 8 7 10 11
Células/lamina 450 425 225 175 200 175 250 275
Mediana 63,3 140,5 61,1 72,1 59,5 69.3 61,1 93,9
Minimo 54,7 59,7 55,6 54,3 51,8 59,3 50,2 57
Maximo 136 205 74,8 112,2 90,7 82,1 127,7 168,7

Efecto de la melatonina sobre CMSP expuestas a
radiacion gamma (300 cGy)

El dafio en el ADN fue significativamente menor en las CMSP
irradiadas pre-tratadas con la hormona comparado con el
dafio en las CMSP irradiadas en ausencia de melatonina. La

mediana de la longitud de los cometas en las CMSP irradia-
das fue de 140,5 um y en las pre-tratadas con melatonina
1x107, 1x10°, y 1x10° M fue de 72,1 wum (Mann-Whitney;
p=0,0019); 69,3 um (Mann-Whitney; p=0.0008) y 93,9 um
(Mann-Whitney; p=0,0164) respectivamente (Tabla 1, Fi-
gura 1).
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Efecto de la melatonina sobre células irradiadas

Efecto de la melatonina sobre la proporcion de dafio
en el ADN en CMSP expuestas a radiacion (300cGy).

En las CMSP expuestas a radiacion (300cGy) se observo
una mayor frecuencia de células con dafio tipo 3. Esta
frecuencia disminuy¢ significativamente en presencia de
dosis de la hormona de 1x107, 1x10°y 1x10° M (Figura 2).

Discusion

En este trabajo se determind la accién protectora de la
melatonina sobre CMSP sometidas a radiaciéon gamma;
para ello se evalu el dafio en el ADN mediante el ensayo
del cometa a pH alcalino. Se utiliz6 en lineas generales el
protocolo propuesto por Singh (1988), excepto que el tra-
tamiento con alcali a pH=13 para desenrollar el ADN se
realizé durante 30 minutos. Al tratar las CMSP con mela-
tonina antes de la radiacion, se observd que la hormona
disminufa el dafio en el ADN de las células medido como
longitud de la cola del ADN y como porcentaje de células
afectadas. El efecto protector fue evidente con dosis de
1x10%, 1x10° y 1x107 M; concentraciones mayores que

las fisiologicas que se encuentran en el rango de 4x10!! a
2,60 x 101°M (7, 15).

Teniendo en cuenta que el dafo en el ADN es debido a los
radicales libres generados por la radiacidn ionizante y
que la melatonina tiene un poder antioxidante, se asume
que el efecto protector de la hormona sobre el dafio en el
ADN, se debe a su habilidad de atrapar los radicales -OH,
pero seria necesario realizar ensayos para la deteccion de
estos radicales en células irradiadas en presencia y au-
sencia de melatonina, utilizando técnicas especificas
como la incubacién con hidroetidina y anélisis por
citometria de flujo.

En el presente trabajo se demostrd que a concentraciones
de 1x107, 1x10° y 1x10° M de melatonina, el dafno en el
ADN de las células irradiadas disminuye. En trabajos pre-
vios se habia observado que dosis de melatonina de 0,5-
2,0x10°* M protegian a linfocitos de sangre periférica
humana del dafio ocasionado por 150cGy, evaluado me-
diante el ensayo de microntcleos (16, 17). De acuerdo con
los resultados del presente trabajo, es evidente que la ac-
cion protectora de la melatonina sobre células irradiadas
se extiende a dosis menores de 0,5x103 M. En un trabajo
reciente se observd mediante ensayos de microntcleos y
de intercambio de cromdtides hermanas que la melatonina
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Figura 2. Efecto de la melatonina sobre la extension del dafio al ADN en CMSP expuestas a radiacién (300 cGy). Las CMSP
de voluntarios sanos fueron incubadas con diferentes dosis de melatonina durante 10 minutos antes de exponerlas a

300cGy de radiacién en un acelerador de particulas Co®

El dafio en el ADN se evalu6 mediante el ensayo del cometa. El

grado de la lesion al ADN se clasificé como tipo 1 (< 57 um), 2 (58-114 pum), 3 (115-228 um) 6 4 (>228 um). Las barras

representan la media + SD.
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en concentraciéon de 2 mM protege a los linfocitos huma-
nos del dafo causado por dosis de radiacion gamma de
2Gy (18). Es importante sefialar que en el presente trabajo
aunque la dosis de radiacion fue casi siete veces menor
que la utilizada por Kopjar et al. (2006), la concentracion
radioprotectora de la melatonina fue alrededor de 4 6rde-
nes de magnitud menor que la empleada en el trabajo cita-
do. Esto puede estar relacionado con la alta sensibilidad
del ensayo del cometa comparado con el de microntcleos
y el de intercambio de cromdtides hermanas, en el cual atin
a pequefas dosis de radiacion, los dafios en el ADN pue-
den ser detectados. Los resultados de estos experimentos
in vitro son similares a los observados en individuos que
ingirieron 300 mg de melatonina antes de que sus linfocitos
fueran sometidos a radiacion in vitro (19, 20).

Conclusiones

Los resultados de este estudio confirman el efecto radio-
protector de la melatonina sobre CMSP irradiadas con ra-
yos gamma y comprueban su accién incluso a dosis de 300
cGy con concentraciones de la hormona menores a las des-
critas en trabajos previos. Esta cualidad de la melatonina
puede ser ficilmente monitoreada con una metodologia
sensible, sencilla y rdpida como el ensayo del cometa.
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