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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

8-0HdG: 8-hidroxi-2-deoxiguanosina

8-0x0-dG: 8-0x0-2-deoxiguanosina

A: Adenina

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARN: Acido ribonucleico

ATP: Adenosin Trifosfato

C. Citosina

CHCM: Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media
Cit: Citocromo

COX: Citocromo oxidasa mitocondrial

Cys: Cisteina

e’ . Electrdn

€ aq : Electron acuoso

ECLIS: The European Childhood Leukaemia-Lymphoma Incidence Study
EDTA: Acido etilendinitrilo tetra-acético

EUROCAT: European Economic Communities Concerted Action on
Congenital Anomalies

FAD: Dinucledtido de Flavina y Adenina

G: Guanina

GADDA45: Growth Arrest and DNA Damage
Glu: Acido glutamico

Gly: Glicina

GOT: Glutamico-Oxalacético Transaminasa
GPT: Glutamico-Pirabico Transaminasa
GPx: Glutation Peroxidasa

GSH: Glutation reducido

GSSG: Glutation oxidado

H-0:: Perodxido de hidrégeno
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HCM: Hemoglobina Corpuscular Media
HLA: Antigeno de Histocompatibilidad

HPLC: High Pressure Liquid Chromatography (cromatografia liquida de
alta presion)

HPLC - EC: High Pressure Liquid Chromatography with Electrochemical
detection

IAEA: International Atomic Energy Agency

IARC: International Agency for Research on Cancer
IG: Inmoglobulina

IST: Indice de Saturacion de Transferrina

L’ : Radical Alquil

LDH: Deshidrogenasa del acido lactico

LOO : Radical peroxilo

LOOH: Hidroperoxido

M: Molar

MAO: Monoamino oxidasa

MDA Malondialdehido

MDM2: Murine doble minute

mM: Milimolar

NADP: Nicotinamida adenin dinucleétido fosfato (forma oxidada)
NADPH: Nicotinamida adenin dinucleotido fosfato (forma reducida)
NEA: Nuclear Energy Agency de la OECD

NO' : Radical 6xido nitrico

NO:": Di6xido de nitrégeno

0-": Radical superoxido

OECD: Organization for Economic Cooperation and Development
‘OH: Radical hidroxilo

ONOO " : Anién peroxinitrico

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa
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r.p.m.: Revoluciones por minuto

RBMK: Designacion de los reactores nucleares soviéticos. Las iniciales
RBMK corresponden a una abreviatura en lengua rusa que significa
reactor de alta produccion, tipo multicanal.

ROS: Especies reactivas del oxigeno
Sl: Sistema Internacional
SOD: Superdéxido dismutasa

SSCP: Single-stranded conformation polymorphism (polimorfismos
conformacionales de cadena simple)

T: Timina

T.,2 : Periodo de semidesintegracion

T3: Triyodotironina

T4: Tiroxina

TA4L: Tiroxina Libre

TBA: Acido tiobarbiturico

TNF: Factor de Necrosis Tumoral

TRH: Hormona liberadora de TSH

TSH: Hormona estimulante de tiroides
TTPr: Tiempo parcial de Tromboplastina
TTr: Tiempo de Trombina

U.R.S.S.: Unidn de Republicas Socialistas Soviéticas

UNESCO: United Nations Educational, Scientific and Cultural
Organization (Organizacién de las Naciones Unidas para la Educacion, la
Cienciay la Cultura)

UNSCEAR: United Nations Scientific Comittee on the Effects of Atomic
Radiation (Comité Cientifico de las Naciones Unidas para los efectos de
la Radiacion Atémica)

VCM: Volumen Corpuscular Medio
WAF1: Wild Activated Fragment
XO0D: Xantina oxidasa
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1.- El accidente nuclear de Chernobyl

1.1.- Breve recuerdo historico

El nombre

El nombre de Chernobyl (en ruso) o Chornobyl (en ucraniano) es la
traduccion del nombre de una hierba, el ajenjo (Artemisia vulgaris). En el
trabajo utilizaremos la denominacion rusa "Chernobyl" que es la mas
difundida.

Localizaciéon y poblacién

La Central Nuclear de Chernobyl esta situada en la ribera del rio Pripyat,
al noroeste de Ucrania, cerca de la frontera con Bielorrusia, en una
region conocida como “la regién boscosa”.

El Pripyat es un afluente del rio Dnieper, el cual atraviesa toda Ucrania
de norte a sur, desembocando en el Mar Negro junto a la ciudad de
Odessa. Muchas ciudades importantes de Ucrania se asientan a las
orillas de este rio, incluyendo Kiev.

Kiev, la capital ucraniana, con unos 2.500.000 habitantes se halla a
unos 125 km en linea recta de la Central de Chernobyl, mientras que la
capital de Bielorrusia, Minsk, que cuenta con una poblacion de
1.300.000 habitantes, dista unos 320 km de la central nuclear.

La capital de la regién donde se halla situada la Central es Chernobyl
(que da nombre a la Central Nuclear) histérica ciudad fundada en el
siglo XIl, que en 1.986 contaba con 12.500 habitantes. La ciudad de
Chernobyl esta situada a unos 15 km de la Central, en direccion sud-
oeste.

Tan sélo a tres km al noreste de la Central se hallaba la ciudad de
Pripyat, que fue construida para albergar a los trabajadores de la
Central y sus familias. En el momento de la catastrofe contaba con
49.000 habitantes.

El total de habitantes de Ucrania en 1.986 era de unos 60 millones, de
ellos unos 10.800.000 nifios. Bielorrusia contaba con unos 10 millones
de habitantes, 2.300.000 de los cuales eran nifios.
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Tanto Chernobyl como Prypiat fueron evacuados después del accidente.
El dia 2 de mayo, seis dias después del accidente, se completd la
evacuacion de los habitantes en un radio de 10 Km de la Central, el dia
5 se finalizé la evacuacién de la zona de un radio de 30 Km de la
Central. Esta zona de 30 km alrededor de la Central es lo que se
denomina la zona de exclusion.

En total, hasta septiembre de 1.986 fueron evacuadas mas de
116.000 personas de Ucrania y Bielorrusia y algunas pequefias aldeas
de Rusia. Ello supuso evacuar 2.100 Km*de Bielorrusia, 2.044 Km? de
Ucrania y 170 Km* de Rusia. Se evacuaron las zonas cuya
contaminacion superaba los 1.480 kBg/m’. Estas zonas incluian
“Lugares calientes” con niveles de contaminacion del orden de 370.000
kBg/m* (10.000 Ci/Km?) de *'Cs, 185.000 kBg/m? (5.000 Ci/Km?) de
*Sr 0 555 kBg/nr (15 CiZkm?)de Plutonio (Jensen, 1996).

Para acomodar a los trabajadores de la Central Nuclear fue construida
la ciudad de Slavutich fuera del radio de la zona de exclusién de los 30
km a la otra parte del rio Pripyat en direccion a la ciudad de Chernigov.
La zona fue remodelada rapidamente, fueron construidas nuevas
carreterasy un largo puente sobre el rio Pripyat, para facilitar el acceso
de los trabajadores a la central nuclear.

La explosidn

La central nuclear de Chernobyl disponia de 4 reactores tipo RBMK.
Cada reactor poseia dos turbinas, cada una de ellas con una capacidad
de produccion eléctrica de 500 Mw.

El dia 26 de abril de 1.986 a la 1: 23 h. explot6 el reactor n° 4 de la
Central. Se estaban realizando unos trabajos de mantenimiento y un
experimento.

Oficialmente el gobierno soviético explicaria tres meses mas tarde a la
IAEA lo siguiente:

Durante una revision rutinaria de mantenimiento del reactor, los
técnicos de la Central pretendieron realizar un experimento que tenia
como objeto comprobar cuanto tiempo podria generar electricidad una
turbina a la que se hubiera cortado el flujo de vapor. Por esta razon los
técnicos bajaron drasticamente la potencia del reactor.

Dicho descenso de potencia conllevaba la posibilidad de que los
sistemas automaticos de proteccion del reactor entrasen en
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funcionamiento. Ante esta posibilidad, que hubiese inutilizado el
experimento, el personal de la central desconectd el sistema de
regulacién de potencia y el sistema de refrigeracion del nucleo del
reactor, ademas de otros sistemas de proteccion.

La tesis oficial soviética se basaba en que el accidente se produjo
basicamente por errores humanos y especialmente porque se violaron
las normas fundamentales de seguridad.

No es objeto de este estudio el analizar las circunstancias del accidente,

sino las consecuencias sobre la salud de las personas de la liberacion a
la atmosfera de gran cantidad de material radiactivo.

La contaminacién

La liberacion de radionuclidos a la atmosfera durante los 10 dias
siguientes al accidente alcanzé un total de 1-2 EBq. En gran parte, la
diseminacion de estos radionuclidos vino determinada por
condicionantes atmosféricos, fundamentalmente por el viento y la lluvia.
Las condiciones meteoroldgicas en el momento de la catastrofe
provocaron que la nube radiactiva alcanzara gran altura y fuera
arrastrada lejos, cayendo inicialmente sobre Finlandia y Suecia donde
fue detectada por primera vez, concretamente en Forsmark.

La nube radiactiva formada tras el accidente vago sobre Europa y fue
arrastrada por vientos cambiantes, que junto con las lluvias ocasionaron
elevadas concentraciones de radiactividad en zonas bastante alejadas
del origen del accidente.

La deteccion de la actividad radiactiva se produjo solo en el hemisferio
norte, el 2 de mayo en Japon, 4 de mayo en China, 5 de mayo en la
India, 5-6 de mayo en Canada y Estados Unidos. No se detect6 actividad
en el hemisferio sur.

Las areas altamente contaminadas, con medidas de *'Cs que excedian
37 KBg/nr fueron Bielorrusia, la Federacion Rusa y Ucrania. Otros
paises que recibieron dosis importantes fueron Finlandia, Noruega,
Suecia, Austria y Bulgaria. Las lluvias radiactivas produjeron
contaminacion del suelo y el agua.

Se liberaron al medio ambiente una gran variedad de radioisétopos. Un
detalle de esta liberacion puede verse en la tabla 1.1.
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Tabla 1.1 - Estimacion de la liberacion de radiois6topos a la atmoésfera
(Mould, 2000)

Inventario de material radiactivo en el

Liberacion durante el

nicleo del reactor a 26 de abril de 1.986 acc iden te
Radionicido| somgeumteqtacion|  (Pbigy - | nventaria | " (PBa)
*Xe 53 d 6500 100 6500
11 80 d 3200 50-60 ~ 1760
*Cs 20 a 180 20-40 ~ 54
*Cs 300 a 280 20-40 ~ 85
*2Te 780 h 2700 25-60 ~ 1150
*Sr 520 d 2300 4-6 ~ 115
*°Sr 280 a 200 4-6 ~ 10
“°Ba 128 d 4800 4-6 ~ 240
WA 65.0 d 5600 35 196
*Mo 67.0 h 4800 >35 > 168
*Ru 396 d 4800 >35 > 168
1Ry 10 a 2100 >35 >73
“Ce 330 d 5600 35 196
“Ce 2850 d 3300 35 ~ 116
>*Np 24 d 27000 35 ~ 95
Py 86.0 a 1 35 0.035
2Py 244000 a 0.85 35 0.03
2°py 6580.0 a 1.2 35 0.042
21py 132 a 170 35 ~6
*Cm 1630 d 26 35 ~ 0.9
a = anos

d = dias

h = horas

La presentacion del material radiactivo se produjo en dos formas:
- Sustancias radiactivas volatiles en forma de gases y aerosoles.
- Radiondclidos incluidos en la matriz del fuel y liberados como
polvo radiactivo.

La exposicion inicial a la irradiacion fue debida sobre todo, al **'l; en fases
mas tardias la contaminacion del medio ambiente seria causada
principalmente por los radioisotopos: *'Cs, **Cs y *°Sr (Figura 1.1).
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Figura 1.1 - Contribucidn de los diferentes radionicleos a la radiacion
absorbida los meses posteriores al accidente (NEA-OECD,2000)
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Dias transcurrides después del accidente

Desde el punto de vista radiobiolégico los isétopos **'l'y *'Cs (cuyos
periodos de semidesintegracion - T.. - son de 8 dias y 30 afos,
respectivamente) son los radioniclidos mas importantes a considerar,
pues fueron los mayores responsables de la contaminacion radiactiva
de la poblacion.

Las principales vias de contaminacion por isétopos de **'l fueron el
consumo dentro de los primeros dias de vegetales contaminados y
leche proveniente de vacas y cabras que habian ingerido pastos
contaminados.

El *"Cs depositado en el suelo y el agua (Smith et al, 2000) produce la
contaminacién de los alimentos. Debido a T... de este radiois6topo (30
afos) los niveles de contaminacién disminuyen muy lentamente.



6

En la tabla 1.2 se muestra la dosis estimada de residuos radiactivos de
los principales radionucleos, tras el accidente, diez afios despuésy en el
afno 2.056.

Tabla 1.2 - Estimacion de dosis radiactivas residuales en el medio
ambiente debidas al accidente nuclear de Chernobyl (PBq) (Mould, 2000)

Radioniclido| Liberacion en Radiacion Radiacion

1986 remanente remanente
corregido a 26 de en 1996 en 2056

abril

131 1200-1700 0 0

*°Sr 8 6 15

*Cs 44-48 16 0

*1Cs 74-85 68 17

»epy 0'03 0'03 0'02

>°py 0'03 003 0'03

2opy 0'044 0'044 0'03

*py 5'0 3'6 02

*Am 0'005 0'08 02

La poblacidn tras el accidente. Clasificacion en funcion de la
radiacion recibida.

Después del accidente la poblacion expuesta a la irradiacion ha sido
dividida en cuatro categorias, segun las dosis estimadas recibidas
(NEA-OECD, 2002):

1-"Liquidadores”, trabajadores que participaron en las operaciones de
limpieza y construccion del "sarcofago” tras el accidente: mas de
600.000 personas cuyos datos dosimétricos varian desde 170 mSv en
1986 a 15 mSv en 1989. Las fuentes de radiacién fueron la radiacion
externa gamma/beta de la nube radiactiva, los depdsitos en piel y la
inhalacion de particulas radiactivas. M&s de 20 afios después no es
posible una estimacién exacta de las dosis recibidas por muchas de
estas personas; tras el accidente en los alrededores de la central, la
radiacion estaba fuera del rango de medicién de los monitores de
radiacion y dosimetros. Obviamente no se estaba preparado para una
situacion como la que se Vvivio.

2-Residentes cercanos a la central nuclear (<30 Km)quefueron
evacuados dentro de las dos primeras semanas tras el accidente: mas
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de 110.000 personas, las cuales fueron expuestas a la inhalacion de
radioyodos y a radioactividad externa por la nube radiactiva y por los
radionuclidos depositados en el suelo. Las dosis estimadas fueron de un
promedio de 15 mGy en todo el cuerpo; y en tiroides, de 1 Gy en nifios
menores de 3 afios y 70 mGy en adultos.

3-Poblacién de la antigua Unién Soviética, incluyendo los
residentes de areas contaminadas: alrededorde unas270.000
personas residentes en areas contaminadas con niveles de *’Cs de
unos KBg/m’. Las dosis recibidas en el cuerpo debidas al *'Cs
depositado en el suelo se estimaron de 5 a 250 mGy con un término
medio de 40 mGy y la dosis en tiroides en un rango desde insignificante
hasta 40 Gy, con un término medio de 1 Gy en nifios de O a 7 afios,
debido principalmente al consumo de leche contaminada.

4.-Poblacion de ciudades fuera de la Unidn Soviética:E material
radiactivo de naturaleza volatil se extendi6 a través del hemisferio norte.
La dosis recibidas fueron relativamente bajas y varian bastante de unos
lugares a otros dependiendo del régimen de vientos y de las
precipitaciones que ocurrieron al paso de la nube radiactiva.

Los nifios objetos de nuestro estudio estarian comprendidos en los
grupos 2y 3. En el siguiente mapa se indica la zona de exclusion de 30
Km alrededor de la central y los niveles de contaminacion radiactiva. Se
sefialan también las ciudades de Slavutich, Irpen y Kiev de donde
proceden los nifios analizados.
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Figura 1.2 - Mapa de la zona de la Central de Chernobyl con la zona de
exclusion y con indicacion de nivel de contaminacion. Se sefialan las
localidades de procedencia de los nifios objeto de nuestro estudio (Mould,

2000).
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1.2.- Implicaciones sobre la salud

Entre las consecuencias derivadas del accidente nuclear sobre la salud
podemos distinguir las que acontecen por los efectos directos de la
irradiacion, que analizaremos a continuaciéon y las que se han
relacionado con el estrés psiquico que el accidente ha provocado y que
en algunos casos han llevado a la aparicién de la llamada "Distonia
Vegetativa" (NEA-OECD, 2002) caracterizada por un conjunto de
sintomas somaticos poco definidos y sin un diagnostico claro; que son el
resultado del estrés social, cultural y psicolégico causado por el
accidente.

Por un lado podemos hablar de efectos agudos o tardios, en funcién del
tiempo transcurrido entre el incio de la exposicion a la radiacion y su
deteccién y por otro de efectos estocasticos, debidos al azar, y
deterministas o somaticos cuya gravedad depende de la dosis recibida.

Analizamos seguidamente los efectos agudos y tardios. En este trabajo
haremos mayor hincapié en los tardios, fundamentalmente la aparicion
de cancer y efectos hereditarios, que constituyen los efectos
estocasticos.

1.2.1.- Efectos agudos

Los efectos somaticos agudos ocurrieron fundamentalmente en las
personas presentes en el lugar del accidente y en aquellos que
participaron en las operaciones de limpieza ("liquidadores"). El informe a
Naciones Unidas por UNSCEAR (United Nations Scientific Committee on
the Effects of Atomic Radiation) en 1988 habla de 31 muertos en las
primeras semanas y de un total de 499 personas que ingresaron en los
Hospitales para observacion, 237 sufrieron el sindrome de irradiacion
aguda que incluye diarrea, vomitos, fiebre y eritema como primeros
sintomas, asi como afectacién de la mucosa orofaringea con sequedad
y ulceraciones haciendo dificultosa la salivacion y respiracion. La
alteracion de las células sanguineas (fundamentalmente linfopenia y
plaquetopenia) llevaron a realizar transplante de médula 6sea en
algunos pacientes (fundamentalmente a aquellos que habian recibido
una dosis mayor de 4 Gy).
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1.2.2.- Efectos tardios

Se han realizado muchas predicciones sobre el impacto del accidente
en la poblacién. Estas indican que salvo las alteraciones tiroideas, los
efectos causados directamente por el accidente seran dificiles de
distinguir de los producidos por causas naturales (NEA-OECD, 2002).

Dentro de los efectos tardios, vamos a analizar los efectos estocasticos,
es decir, aquellos que se producen al azar y cuya probabilidad de que
aparezcan (y no la gravedad de los mismos) dependera de la dosis. Se
trata del cancer y de los defectos hereditarios.

1.2.2.1.- Cancer

La carcinogénesis es un proceso que sigue varias etapas: iniciacion,
promociéon y progresion, llegando finalmente a un crecimiento
incontrolado de las células. La carcinogénesis esta causada por la
activacion o amplificacion de los oncogenes o por la inactivacion de
genes supresores o de genes que participan en la reparacion del ADN.

La radiacion ionizante puede iniciar la carcinogénesis por interaccion
directa sobre el ADN o causando la formacion de radicales libres que
pueden conducir a lesiones genéticas. Las consecuencias son
alteraciones cromosémicas como translocaciones, inversiones,
adiciones y deleciones. Si estas alteraciones cromosomicas no causan
la muerte celular y no son reparadas, pueden conducir a una
transformacion maligna por la alteracion de la expresion de los genes o
por la pérdida de funcion de genes supresores.

Se han asociado algunos tipos de leucemia y canceres de tiroides,
pulmdn y mama a la exposicion a la radiacion ionizante (Ron, 1998).

Los estudios sobre los supervivientes de las bombas atomicas en Japon
evidencian una relacion dosis-respuesta lineal entre la exposicion a la
irradiacion y los canceres solidos, con un modelo lineal cuadratico para
la leucemia (Piere et al, 1996). A altas dosis, el incremento no es lineal,
debido probablemente a la muerte celular.

El aumento del riesgo relativo para la mayoria de los canceres parece
disminuir con el incremento de la edad a la exposicion (Ron, 1998).

El accidente nuclear de Chernobyl tuvo unas consecuencias negativas a
nivel social y psicologico, teniendo en cuenta la particular situacién socio-
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politica de la antigua U.R.S.S. y los cambios socio-econdmicos y politicos
ocurridos. Los datos oficiales suministrados a los equipos médicos eran
incompletos, dificiles de evaluar y no estaban bastante detallados para
excluir o confirmar la posibilidad del incremento en la incidencia de
algunos tipos de tumores.

Las primeras estimaciones que se realizaron sobre el incremento del
cancer respecto a la incidencia natural fueron de 0,01% en Europay de
0,004% en todo el hemisferio norte.

La mayoria de los estudios epidemioldgicos publicados se han centrado
en la aparicion del cancer de tiroides y la leucemia.

Cancer de tiroides

En los supervivientes de las bombas atémicas en Japén y en individuos
que han recibido tratamiento médico con radioterapia, existe una
susceptibilidad al cancer de tiroides que esta inversamente relacionado
con la edad en que se produjo la exposicion. Este hecho puede ser en
parte explicado por la mayor absorcion de radiondclidos del tejido
tiroideo en personas mas jovenes.

Los estudios previos sobre el incremento del cancer de tiroides por
radiacion externa establecian la aparicion de tumores a partir de seis a
ocho afios de exposicion a la irradiacion y continuaba mas de veinte
afios después, particularmente en nifios. Lo que no se esperaba era la
aparicion de cancer tiroideo a los cuatro afios del accidente.

Existen muchos estudios epidemioldgicos sobre el cancer de tiroides
tanto en nifios como en adultos (Prisyazhiuka et al., Stsjazhko et al.,
1995; Schwenn y Bertrand Brill, 1997; Shibata et al., 2001; lvanov et
al., 1997). Podemos decir que en base a estos estudios existe una
relacion entre la aparicion de cancer de tiroides y la exposicién a la
irradiacion en nifios, si bien en adultos esa asociacion no queda clara
(Moysich, 2002).

La mayor proporcion de tumores se encontro en nifios que tenian una
edad menor de 5 afios en el momento en que se produjo el accidente.
Estos tenian caracteristicas mas agresivas que los esporadicos, un
periodo de latencia inusualmente corto y casi todos eran carcinomas
papilares. En algunos de estos tumores inducidos por la radiacion se
observd un reordenamiento del oncogen ret, siendo un rasgo
caracteristico de algunos canceres de tiroides de comienzo temprano
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en los nifios expuestos al accidente nuclear de Chernobyl. Sin embargo,
los estudios que evidencian la presencia de estos reordenamientos del
gen ret utilizaron muy pocas muestras, por lo que su interpretacion ha
de tomarse con cautela (Moysich, 2002).

En cuanto a otras alteraciones tiroideas, no se han demostrado
diferencias de aparicion de nodulos o tiroiditis autoinmune en areas
contaminadas y no contaminadas en la antigua U.R.S.S. Tras el
accidente los nifios ucranianos mostraron un incremento del nivel de
tiroxina, sin clinica de tirotoxicosis, que volvio ala normalidaden 12 a 18
meses. Esto fue mas marcado en nifios mas pequefios. Aunque se trata
de una alteracion transitoria, podria ser un marcador para la
enfermedad tiroidea en un futuro, especialmente cuando se asocia a
regiones con deficiencia en iodo (NEA-OECD, 2002).

Leucemias

Se ha relacionado la exposicion a la radiacion con el desarrollo de
algunas leucemias en personas como los trabajadores
profesionalmente expuestos, los que reciben radiacién diagndstica y
terapéutica, incluso en las que recibieron la radiacion de las bombas
atomicas de Japon.

Algunas formas de leucemia se asocian con eventos genéticos
especificos, a menudo como resultado de la asociacion de la activacion
de proto-oncogenes. Diferentes tipos de leucemias han sido asociadas a
la radiacién ionizante como la leucemia mieloide cronica, leucemia
linfoblastica aguda y la leucemia mieloide aguda.

Algunos estudios han examinado la asociacién entre la exposicion a la
irradiacion relacionada con el accidente nuclear de Chernobyly el riesgo
de leucemia. La mayoria de éstos se han centrado en los nifios, aunque
algunas investigaciones han incluido adultos, fundamentalmente a los
"liquidadores"y a individuos que vivian en &reas altamente contaminadas
de Ucrania y Rusia.

El mas exhaustivo y completo estudio para examinar la incidencia de
leucemia y linfoma en la infancia en relacion a la exposicion a la
radiacion procedente de Chernobyl fue disefiado por ECLIS (The
European Childhood Leukaemia-Lymphoma Incidence Study) (Moysich,
2002). Se recogieron datos de niflos menores de 14 afos, obtenidos
de 36 registros de cancer en 23 ciudades. El término medio de la
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radiacion fue calculada para cada area geografica en base a las
estimaciones del informe UNSCEAR 1988.

En los informes posteriores referentes a este estudio (Parkin et al,
1996) se observo un pequefio incremento en la leucemia en la infancia
en todas la ciudades Europeas, pero no hubo evidencia de que ese
incremento fuera mayor en areas mas contaminadas.

Otros estudios valoran la exposiciéon intrauterina a la irradiacién
(Petridou et al., 1996; Hoffman, 2002) encontrando evidencia de que la
leucemia en la infancia puede ser causada por exposicion intrauterina a
la radiacion ionizante. Sin embargo esto no fue confirmado en
investigaciones realizadas en Bielorrusia.

En conclusion, podemos decir que no existe evidencia de que la tasa de
leucemia en la infancia haya aumentado como resultado del accidente
nuclear de Chernobyl. La probabilidad de observar un incremento
significativo de leucemias disminuye con el tiempo y los préximos afios
seran concluyentes (NEA-OECD, 2002).

1.2.2.2.- Defectos hereditarios

Dentro de las malformaciones congénitas se han estudiado con mas
detalle algunos sindromes concretos como la trisomia 21 y las
alteraciones del Sistema Nervioso Central.

En 1994, se publico un estudio sobre el incremento de la prevalencia de
trisomia 21 tras el accidente, en Alemania (Sperling, 1994) que fue
severamente criticado (Boice y Linet, 1994) y posteriores estudios no
han confirmado este aumento en otros lugares de Europa (Dolk y
Nichols, 2000).

La trisomia 21 se produce en la mayor parte de los casos por una no-
disyuncién en la meiosis. Los resultados experimentales demuestran
que la irradiacion puede inducir a una no-disyuncién en la ovogénesis o
espermatogénesis, aunque no pueden ser extrapolados en humanos
(Verger, 1997).

La primera evidencia de una posible asociacion entre malformaciones
del SNC (espina bifida y anencefalia) y el accidente nuclear de Chernobyl
fue publicado por Akar et al. en 1988 en Turkia, observando un
incremento durante los 6 primeros meses de 1987, fundamentalmente
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en el subgrupo de anencefalias, con una disminucion en la prevalencia
en los dltimos 6 meses de ese mismo afio (Akar et al,, 1988).

Posteriormente se encontr6 un aumento en la prevalencia de
anencefalia y espina bifida en areas de Bielorrusia donde habia mas
contaminacion de *’Cs, en el periodo comprendido entre 1987-1994
comparado con la del periodo comprendido entre 1982-1985 (Lazjuk et
al., 1997).

El grupo de trabajo EUROCAT (European Economic Communities
Concerted Action on Congenital Anomalies) recoge datos de 16
regiones de Europa. Su analisis revela que no hay un incremento en la
prevalencia del Sindrome de Down, anencefalia ni espina bifida (Dolk y
Nichols, 1999).

Los datos epidemioldgicos difieren de unos estudios a otros. Se han de
tener en cuenta algunas consideraciones. Por una parte, existen dudas
sobre los criterios de calidad de las bases de datos de los estudios
epidemiologicos. Ademas, la mayoria de ciudades no registran las
malformaciones diagnosticadas en el periodo prenatal que conducen a
abortos. Por otra, las dosis estimadas de irradiacion en varios paises
del hemisferio norte estan dentro del rango de la radiacién natural de
fondo, por lo que no se puede afirmar que las malformaciones
congénitas sean debidas a la irradiacion producida por el accidente.

En base a los diferentes estudios realizados, UNSCEAR en su Gltimo
informe (NEA-OECD, 2002) concluye que "no existe un incremento de
defectos al nacimiento, malformaciones congénitas, abortos o
nacimientos prematuros que pudieran estar unidos a la exposicién a la
radiacion causado por el accidente”.

1.2.3.- Conclusiones del impacto del accidente sobre la
salud

Las principales conclusiones del impacto del accidente nuclear de
Chernobyl sobre la salud que podemos establecer siguiendo el informe
UNSCEAR 2000 (NEA-OECD, 2002), se pueden resumir en (Rahu,
2003):

1.- El tnico impacto sobre la salud atribuible a la irradiacion ha sido el
incremento del cancer de tiroides en la infancia. Aunque este hallazgo
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fue recibido con gran escepticismo por el periodo corto de latencia, hoy
dia es ampliamente aceptado.

2.- No existe actualmente evidencia internacionalmente acreditada de
un riesgo aumentado de leucemia.

3.- No hay evidencia cientifica de un incremento de la incidencia del
cancer en general ni de mortalidad que pueda ser asociado a la
exposicion radiactiva.

4.- No hay evidencia de un incremento en las alteraciones congénitas.
5.- Existe evidencia de un aumento de alteraciones psicolégicas debido
al miedo a la irradiacion y a la pobre y defectuosa informacion a la
poblacién sobre ésta.

6.- Los informes y estudios sobre los efectos causados por la irradiacion
difieren segun el origen del andlisis de los datos.
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2 .- Efectos de la radiacion sobre el material
bioldgico

Los conocimientos radiobiolégicos son actualmente muy amplios. En
este apartado haremos referencia a los mecanismos elementales de
accion de la irradiacion y de forma general a su efecto sobre el ADN,
los cromosomas, las poblaciones celulares y los tejidos, asi como un
breve comentario de los efectos sobre el embrion y feto.

Es necesario considerar a la célula como una unidad anatomica y
funcional para comprender las lesiones bioguimicas radioinducidas que
en ésta se producen (Valls y Algara, 1994).

Dentro de la célula se llevan a cabo una serie de funciones relacionadas
entre si, siendo algunas de estas funciones procesos muy largos y
complicados, mientras que otros son muy simples.

La alteracion en alguna de las funciones complicadas da lugar a un
trastorno que puede incluso llevar a la muerte celular; sin embargo la
alteracion en alguno de los procesos mas simples permite que el resto
de las funciones se desarrollen con aparente normalidad, mientras se
repara la lesion producida.

A pesar de los numerosos estudios realizados en Radiobiologia existen
todavia dudas sobre los “blancos criticos” o estructuras vitales de cuya
lesion deriva la destruccion celular, aunque parece cada vez mas claro
que el ‘blanco” fundamental esta definido por el material genético
(Alper,1979).

La evidencia de que el “blanco critico” de la lesién celular de la
irradiacion es el ADN se hace patente por los siguientes hechos (Mc
Millan y Steel, 1997):
Los estudios muestran que para matar a las células con
irradiacion, el citoplasma requiere una dosis mas alta que el
nucleo.
- Los is6topos como °H, ***l al incorporarse al ADN producen dafio
en éste y muerte celular.
- La incidencia de aberraciones cromosoémicas tras irradiacion
esta intimamente unida a la muerte celular.
- Cuando los andlogos de la timidina se incorporan
especificamente a la cromatina, modifican la radiosensibilidad
celular.
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Por tanto, las lesiones debidas a la irradiacién pueden producirse en
cualquiera de los dérganos de la célula (mitocondrias, ribosomas,
aparato de golgi, reticulo endoplasmico...); sin embargo la porcién mas
radiosensible de la célula es el ndcleo. La lesion producida sobre el ADN
es fundamental en la génesis de los efectos bioldgicos y especialmente
en todo el proceso que conduce a la destruccion celular (Alper, 1979).

2.1.- Mecanismos de accion elementales

Distinguimos, como consecuencia de la lesion producida por la
irradiacion, dos tipos de accion elemental sobre la célula y mas
concretamente sobre el material genético incluido en el nucleo: accion
directa y accion indirecta.

Figura 1.3 - Efecto directo e indirecto de la radiacién

Radiacion Radiacién

H,0 —'H +°OH

Formacion de
radicales libres

1, +
| I Blanco ——— @

Efecto directo ‘l\ Efecto indirecto

2.1.1.- Accion directa

Cuando las lesiones producidas son consecuencia inmediata de la
ionizacién inducida por la radiacion sobre el ADN.

2.1.2. Accion indirecta

Cuando la radiacién puede interaccionar con cualquier estructura
celular (esencialmente, el agua) e inducir la formacion de especies
quimicas o radicales activos con capacidad de difusion suficiente para
alcanzar y lesionar los “blancos celulares criticos”.
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Un “radical activo” es un atomo o molécula que como consecuencia de
la ionizacién radioinducida queda con un electron desapareado en su
Orbita externa, lo que le confiere un alto grado de actividad quimica.

En el efecto indirecto el proceso de la radiolisis del agua (componente
mayoritario de la célula) es el mas importante.

En la radiolisis del agua una molécula se ioniza causando la pérdida de
un electron:

Radiacion + HHO ———» H.0" + ¢~

La molécula de agua ionizada reacciona con otra molécula de agua
formando el radical hidroxilo.

H.0" + H.0 » H.0" +0H

El electrén formado interactla rapidamente con moléculas de agua,
produciendo una molécula de agua excitada (H-O* ), que da lugar a los

radicales H'y 'OH.

H.O"+ e » HO* —» H+OH

La vida de estos radicales no sobrepasan los 10° segundos. Durante
este tiempo se recombinan unos con otros o reaccionan con el sustrato
disuelto.

En presencia del oxigeno, se forman otros productos de radiolisis con

propiedades oxidantes, como el radical hidroperoxido HO. y el per6xido
de hidrégeno H:O..

H +0: » HO .

HO> + HO> »  H.0.+ 20

Ademas de los productos de oxidacion, una forma de electrén estable

aparece en la radiolisis del agua (e aq). Estos electrones son altamente
reactivos, siendo agentes reductores, al igual que el hidrégeno atomico.
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Figura 1.4 - Productos de la radiolisis del agua. Interacciones de los

electrones acuosos (Yarmonenko, 1988).

H .

//

H30+ e aq

2 202

\/\/

El abordaje de los radicales libres constituye el tema principal de este

trabajo y se veran con mas detalle en su apartado correspondiente.

Asi pues, la ionizacién y consiguiente rotura de enlaces quimicos por un
lado (accion directa) y la inactivacion mediante los diferentes “radicales
activos”, como consecuencia de la radiolisis del agua de fragmentos del
ADN (accion indirecta) por otro, constituyen los mecanismos principales

a través de los cuales se produce el efecto biol6gico radioinducido.

2.2.- Lesiones moleculares radioinducidas

Los tipos de lesiobn que presenta el ADN se pueden dividir en
(Frankenberg-Schwager, 1989; Mc Millan y Steel, 1997):

Rotura unihélice; Puede localizarse en el enlace fosfato o en el

enlace azUcar-base. Se encuentra mediada por el radical OH. Es una

lesion frecuente de facil y rapida reparacién a través del mecanismo
"excision-resintesis"

Enlace cruzado ADN-proteinas: Se localiza principalmente en

regiones activas del ADN desde el punto de vista de la replicacion
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y/0 transcripcién. Reconoce como mediador quimico el radical ‘OH.
Su mecanismo de reparacion no se conoce bien.

Lesion en las bases nitrogenadas: Suele adoptar tres formas
diferentes: pérdida de una o mas bases, modificacion quimica de
alguna de ellas y ligadura reciproca entre dos bases contiguas
(dimero). La mayor parte de estos tipos de lesion afectan a la timina
y reconocen como mecanismo de génesis la hidroxilacién. Son
lesiones susceptibles de reparacion, procesos que cuando son
defectuosos pueden conducir al desarrollo de "mutaciones
puntuales” .

Rotura bihélice: Suele producirse como consecuencia de los
fendmenos ionizantes inducidos en puntos simétricos de ambas
hélices. Su reparacion es complicada por el defecto o ausencia de la
informacion genética necesaria para la restitucion. Se piensa que la
doble rotura de ADN constituye una lesidén critica que puede
conducir a la inactivacién celular. Apoya esta idea el hecho de que
pacientes afectos de "ataxia - telangiectasia’, enfermedad
hereditaria en la que existe deficiencia en la capacidad de reparacion
del ADN, son particularmente sensibles a los efectos de la radiacion.

Dafio Multiple localizado: Se produce una combinacion de lesiones
en un fragmento corto del genoma, una o0 mas roturas dobles de
hélice y un minimo de roturas simples de cadena y/o lesiones de
bases o azlcar. Esta lesion compleja se ha denominado Dafio
multiple localizado (Ward, 1986).

2.3. Efectos de la radiacion sobre los cromosomas

Las alteraciones morfologicas observables en los cromosomas se
pueden clasificar en (Valls y Algara, 1994):

Rotura simple en un cromosoma: se producen dos fragmentos, uno
con centromero y otro sin él. En la mayor parte de estas rupturas se
produce la “restitucion”, es decir se vuelven a unir los fragmentos.

Rotura simple en dos cromosomas: se producen 4 fragmentos: en
la “translocacion” se une un fragmento con centrémero a otro sin
centromero y viceversa. En el caso de que se produzcan en las
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células germinales pueden aparecer malformaciones congénitas en
los individuos de la descendencia.

- Rotura doble en un cromosoma: si se produce en un brazo, puede
perderse el fragmento intermedio (“delecion”), siendo el dafio
dependiente de la informacion genética perdida, o bien puede
cambiar el lugar de los fragmentos conservando el cromosoma el
material genético con alteracion de la secuencia genética
(“inversion”). Si se produce en los dos brazos del cromosoma, los
dos extremos se pueden cambiar entre si (“inversion”), o bien los dos
extremos del fragmento con centromero se unen formando los
“cromosomas en anillo”.

- Adhesividad de los cromosomas: cuando la irradiacion alcanza a la
célula en fase de divisién, especialmente en anafase, aparecen
puentes quimicos entre los cromosomas que impiden que se
separen unos de otros. Este fendmeno se expresa en el laboratorio
por un aumento de la densidad de las soluciones de ADN en las
células irradiadas.

2.4 .- Efectos de la radiacidon sobre poblaciones
celulares

Cualquier poblacion celular se caracteriza por el hecho de que sus
componentes no tienen todos la misma actividad proliferativa.
Esquematicamente, podriamos dividir a las células en compartimentos
funcionales. Asi, podemos hablar de células fisiologicamente muertas,
células estériles (corresponderia a células biologicamente muertas),
células en reposo (G.) y células con actividad mitética o proliferativa (que
comprende células en las diferentes fases del ciclo celular activo: G: o
fase de pre-sintesis de ADN, S o fase de sintesis, G o fase de post-
sintesis de ADN y M o mitosis).

Todos los compartimentos celulares estan relacionados entre si, asi las
células resultado de la proliferacion pueden quedar en reposo G, pasar
a células estériles o morir tras la mitosis. Ademas, las células en reposo
pueden reincorporarse al ciclo activo.

Desde el punto de vista radiobioldgico es muy importante tener en
cuenta la proporcion de células con actividad mitotica en relacién al
numero total de células de tejido (el llamado factor de crecimiento)
puesto que éste va a ser un factor determinante de los efectos de la
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radiacion sobre las poblaciones celulares y en consecuencia sobre los
tejidos correspondientes.

Dependiendo de la dosis de irradiacion, los fendmenos que se observan
en un cultivo celular, administrando dosis progresivamente crecientes,
pueden ser: retraso en la division celular, fallo reproductivo, muerte
celular intermitotica y muerte inmediata por necrosis.

- Retraso en la division celular: las bajas dosis impiden progresar a una
parte de células que habian iniciado la mitosis. A medida que transcurre
el tiempo las células se recuperan y reinician su actividad
paulatinamente. Estas células, junto con las que habian sido detenidas
hace gue el nimero de mitosis aumente por encima de lo normal, para
luego descender a valores normales.

- Fallo reproductivo: cuando las dosis son algo mas elevadas, las lesiones
celulares son mas importantes y algunas células, tras la primera
mitosis, pierden su capacidad de division. Como consecuencia el nimero
de mitosis permanece por debajo de lo normal.

- Muerte intermitética: si las dosis son alin mas elevadas, el dafio celular
radioinducido es mayor y las células no pueden progresar a mitosis.
Algunas consiguen recuperarse pero el nimero de mitosis permanece
por debajo de lo normal.

- Muerte inmediata por necrosis: Ocurre cuando las dosis son muy
elevadas. La necrosis por licuefaccion ocurre de una manera mas
rapida que la necrosis por coagulacion.

Otro factor importante a tener en cuenta es el efecto de la irradiacion
sobre las diferentes fases del ciclo celular, puesto que dependiendo de
la fase en que se encuentren las células seran mas o menos sensibles a
la irradiacion. Asi pues, la sensibilidad de las células a la irradiacion es
menor en fase G., cuando no se ha iniciado la sintesis de ADN. A medida
que ésta aumenta la radiosensibilidad también aumenta, disminuyendo
cuando la célula entra en mitosis (Steel,1997).

El concepto de radiosensibilidad y de su inverso, la radiorresistencia, nos
va a ayudar a comprender el por qué algunos tejidos expresan efectos
de la irradiacion de forma temprana o tardia.

En 1906 los radiobiélogos franceses Bergonie y Tribondeau, irradiando
testiculos de raton, observaron que las células mitéticas activas (células
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germinales) sufrian en mayor grado los efectos de la radiacién que las
células intersticiales, mitdticamente menos activas. De esta observacion
se concluyé que las células son mas radiosensibles cuanto mas se
multiplican y maés indiferenciadas son. Como consecuencia, la
radiosensibilidad sera directamente proporcional a su indice mitético e
inversamente proporcional a su diferenciacion.

2.5.- Efectos de la irradiacion sobre los tejidos.
Efectos agudos y cronicos. Efectos estocasticos y
deterministas.

Teniendo en cuenta los conceptos comentados anteriormente,
podemos decir que los tejidos de proliferacién rapida manifestaran
precozmente los efectos de la radiacién, porque las células se dividen
con mucha frecuencia; en cambio los tejidos de proliferacion lenta
manifestaran los efectos de forma tardia.

Podemos hablar de efectos agudos propios de los tejidos de
proliferacion rapida ( como la piel, epitelio intestinal, médula dsea,
sistema inmunitario, células germinales) y efectos crénicos como
consecuencia de las alteraciones en los tejidos de proliferacion lenta
(como cartilago y hueso, sistema nervioso, tejido conjuntivo).

Los efectos producidos por la irradiacion seran muy variados
dependiendo de los tejidos y érganos afectados (Enami et al., 1991,
Fajardo, 1998). Estos efectos y su gravedad dependeran no sélo del
tejido afecto, sino también de otros factores como el volumen
comprometido del tejido en cuestion, la dosis y tasa de dosis recibida,
asi como la capacidad de reparacion y regeneracion del tejido.

En la tabla 1.3 observamos ejemplos de diversos efectos, agudos y
cronicos, producidos por la radiacién sobre diferentes tejidos y érganos.
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Tabla 1.3 - Efectos producidos por la irradiacidén

Organo Efecto de la irradiacion

Piel Eritema, epidermitis, alopecia, fibrosis
Glandulas salivares Xerostomia

Ojos Cataratas

Tiroides Hipotiroidismo

Aparato digestivo Disfagia, nauseas, vémitos, diarreas
Higado Enf. veno-oclusiva, hepatopatia
Pulmon Neumonitis, fibrosis

Corazon Pericarditis, miocarditis

Rifon Nefritis

Vejiga urinaria Cistitis

Médula ésea Anemia, leucopenia, plaquetopenia
Sistema inmunitario Linfopenia

Gonadas Amenorrea, esterilidad

SNC Encefalopatia, mielitis transversa

Los efectos producidos por la irradiacion, también los podemos
clasificar como efectos deterministas o estocasticos:

1- Efectos somaéticos o deterministas (también Illamados "no
estocasticos"):

Como consecuencia de lairradiacién determinado nimero de células de
un érgano o tejido mueren o se ven inutilizadas para la division o
funcionamiento normal, por lo que habra una pérdida de funcion del
drgano. La gravedad de estos efectos aumenta a medida que aumenta
la dosis de radiacion recibida, siempre que esté por encima de la dosis
umbral (dosis que establece el limite entre la aparicién o no del efecto).
Los efectos deterministas ocurren a dosis relativamente altas, si bien la
dosis umbral y la severidad de los efectos estan influenciados, entre
otros factores, por la susceptibilidad individual.

2.- Efectos estocasticos.

Son efectos de naturaleza aleatoria, es decir, ocurren al azar. Pueden
tener lugar tras exposiciones a muy bajas dosis (no existe dosis umbral).
Son de naturaleza probabilistica, es decir, que la probabilidad de que
tenga lugar el efecto aumenta segin aumenta la dosis, pero su
gravedad no depende de la dosis recibida.

Si la célula modificada es una célula somatica hablaremos de efectos
estocasticos somaticos, pero si se trata de una célula germinal el efecto
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biolégico no se pondré de manifiesto en el individuo expuesto sino en su
descendencia, denominandose efectos estocasticos hereditarios.

Los efectos estocasticos mas relevantes son el desarrollo del cancer y
los defectos hereditarios.

Tabla 1.4 - Esquema de las caracteristicas de los efectos estocasticos y
deterministas

Estocasticos Deterministas

Aparicion Tardia Inmediata o tardia

Dosis umbral NO S|

Relacion dosis - ? Lineal

efecto

Naturaleza Somaticos o Somaticos
hereditarios

Gravedad Independiente de la Dependiente de la dosis
dosis

Mecanismo Lesion subletal de unao| Lesion de muchas
pocas células células

2.6. Efectos de la radiacion sobre el embrion y feto

Los efectos de la radiacion sobre el embrion y feto los podemos
clasificar en:

- Efectos genéticos: como consecuencia de las alteraciones en los genes
del 6vulo y/0 espermatozoide.

- Efectos congénitos: como consecuencia de la irradiacion "in Gtero" una
vez se ha producido la fecundacion y que son consecuencia de la
alteracion en el desarrollo.

Los efectos producidos en embriones y fetos dependen del momento del
desarrollo en que se encuentren (Hall, 1978), ya que sus células
presentan una etapa madurativa diferente (fase de preimplantacion,
fase de organogénesis y fase fetal).

Los principales conocimientos derivan de estudios con animales de
experimentacion, accidentes nucleares, explosiones atémicas vy
exposiciones médicas.
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De una forma general, los estudios en embriones animales nos
muestran los efectos derivados de la irradiacién segun en la fase en que
se produzcan:

-Fase de preimplante: en esta fase el nimero de células totales es bajo.
Una dosis de radiacion, por pequefia que sea, tiene muchas
probabilidades de llevar a la muerte prenatal. Si el embrién sobrevive lo
habitual es que no tenga malformaciones pero, en caso de que
aparezcan, las mas frecuentes son la anencefalia o exencefalia.

- Fase de organogénesis: Se inicia la formacion de los 6rganos por
diferenciacion de las células del embrién. Se pueden producir
malformaciones, sobre todo las relacionadas con el Sistema Nervioso
Central y 6rganos relacionados como los 0jos o0 el macizo facial.

Fase fetal: En esta fase las células ya estan diferenciadas,
produciéndose el crecimiento, por lo que el feto tolera dosis mas altas.
Los efectos se pueden manifestar méas tarde, como el envejecimiento
prematuro, carcinogénesis o alteraciones en el desarrollo.

La incidencia de anomalias congénitas y/o genéticas en embriones
humanos tiene un notable interés debido a la utilizacion de radiaciones
con fines diagnosticos, terapéuticos, industriales y relacionadas con
pruebas nucleares.

El problema principal se plantea cuando se intenta establecer la relacion
causa-efecto. Ello es debido, por una parte, a la existencia de anomalias
congénitas espontaneasy por otra, a que los trastornos radioinducidos
no son distinguibles de los espontaneos. Si ademas se afiade &
dificultad que existe en determinar cual ha sido la dosis absorbida, la
dificultad en atribuir a una determinada exposicion una malformacion
concreta es mucho mayor.
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3.- Estrés oxidativo

3.1. Concepto de radical libre y estrés oxidativo

El oxigeno es vital para la existencia de los organismos aerobios. En
contrapartida, este oxigeno es inherentemente lesivo para ellos. Este
hecho viene dado por la transformacion del oxigeno en radicales libres.

Los radicales libres son moléculas, de naturaleza paramagnética, que
en su configuracion electronica presentan un electron desapareado, lo
cual les confiere una reactividad muy alta y por tanto inestabilidad y una
vida media muy corta. Esta reactividad les permite interactuar con
moléculas organicas a las que modifican oxidativamente alterando su
estructura y posteriormente su funcion.

Estas moléculas o &tomos estan implicados en el inicio y desarrollo de
diversas enfermedades (Halliwell y Guteridge, 1989; Guteridge, 1993),
entre las que podemos citar. canceres, diabetes, patologias
cardiovasculares, procesos reumaticos, patologias gastroentéricas,
afecciones broncopulmonares y en procesos neurodegenerativos.
También se han visto implicados en procesos fisiolégicos como el
envejecimiento (Bondy, 1992) y en el ejercicio fisico extremo.

Esto ha dado lugar a numerosos estudios con el fin de desarrollar
captadores inhibidores enzimaticos o moduladores de los mismos.

La mayor parte de los radicales libres derivan del oxigeno molecular
como consecuencia de su activacion a traves de su reduccion
secuencial o monovalente. Esta consiste en la captacion progresiva por
parte del mismo de cuatro electrones, provocando su reduccion a dos
moléculas de agua. Este proceso quimico se acompafia de la
generacion de radicales libres (Fridovich, 1978).

Segun se puede observar en la figura 1.5, se forman especies reactivas
por adicion secuencial de electrones: en el siguiente orden; 0>, Hz0: y
"OH. En cambio, la adicidn de cuatro electrones al oxigeno, como ocurre

en la citocromo oxidasa mitocondrial (COX), permite su reduccion a
agua sin que se liberen radicales libres
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Fig.1.5 - Via univalente de reduccién del oxigeno

COx  4de

e’ e e’ e’ l

QO —+ (O3 —» H;0- T ‘OH —» H,0

Hz:0

Mediante este mecanismo, el oxigeno molecular se reduce
parcialmente para dar lugar a los intermediarios de este gas, entre los

que destacan el radical superoxido (0z"7), perdxido de hidrégeno (Hz=0:)y

el radical hidroxilo (OH). Estos intermediarios, parcialmente reducidos
del oxigeno son producto del metabolismo oxidativo normal de las
células, lo que justifica la existencia de efectivos sistemas antioxidantes
para contrarrestar su actividad citotdxica y hacer compatible el estilo de
vida aerobia.

Podemos definir el estrés oxidativo como el desequilibrio entre la
concentracion de sustratos pro-oxidantes y antioxidantes, siendo el
predominio de los primeros frente a los segundos lo que condiciona el
estado de destruccion oxidativa o citotoxicidad celular (Sies, 1986). El
estrés oxidativo es un resultado inevitable de la vida en un medio rico en
oxigeno.

3.2.- Principales radicales libres
3.2.1.- Anion superoxido (0:27)

Se forma al afiadir un electron al oxigeno molecular.
O:+te———» 07

Es una de las especies oxigénicas menos reactiva, pero potencialmente
toxica ya que puede iniciar reacciones que den lugar a otros
intermediarios a su vez muy reactivos.
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La mayor fuente de produccion de este radical es la fuga de electrones
desde varios componentes de la cadena de transporte electronico
(Boveris et al., 1972). Una gran cantidad de radical O-" intracelular se
produce en la mitocondria.

El anién superoxido se genera como producto de reacciones catalizadas
enzimaticamente, como en las reacciones de deshidrogenasas
flavoproteinicas (xantina oxidasa, aldehido oxidasa, etc.) de oxidasas e
hidroxilasas (diamino oxidasa, citocromo P450, galactosa oxidasa) y en
reacciones no enzimaticas del oxigeno con la riboflavina o la cisteina
(Séez et al. 1982; Vifia et al., 1983) .

3.2.2.- Peroxido de hidrogeno (H:03)

No es un radical propiamente dicho, pero su toxicidad es importante ya
que atraviesa facilmente las membranas.

Constituye el estado de reduccion de dos electrones por reduccion
directa del 0= o por dismutacion del radical 0=~

0.~ +2H" » H:0:+0:

0. +2e” + 2H™ » H.0:

La produccion de peroxido de hidrégeno a partir del oxigeno se puede
llevar a cabo por muchas enzimas como superdéxido dismutasa, glucosa
oxidasa, Daminodcido oxidasa, etc. (Fridovich, 1986a) asi como por
reacciones quimicas, como la auto-oxidacion del acido ascdrbico
catalizada por el cobre.

Algunos autores describen la relacion del H:0- con los factores de
transcripcion NFkb y AP-1, capaces de inducir la transcripcion de genes
como la IL-2 (interleukina-2), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
antigenos del complejo de histocompatibilidad y c-fos (Schreck y
Baeuerle, 1994). Por otra parte también se ha comprobado que otro
agente oxidante como el tBOOH aumenta la expresion de antigenos
HLA de clase | a través de la activacion de NFKb, c-fos y c-jun en células
de fibrosarcoma murino (Oliva, 2001;Tormos, 2004).
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3.2.3.- Radical hidroxilo ((OH)

Es el radical libre mas reactivo con una vida media estimada de
aproximadamente unos 10°® s (Liochev y Fridovich, 1994), lo que le
confiere su gran toxicidad con importantes implicaciones
fisiopatoldgicas en diversas entidades nosoldgicas.

Existen varios mecanismos de formacion del radical hidroxilo "in vivo":

- Radiacion ionizante sobre moléculas de agua.

- Fotolisis de perdxido de hidroégeno.

- Reduccién de ozono por transferencia electrénica.

- Reaccidén de Fenton (Fenton 1984). En presencia de catalizadores
metalicos como el idn ferroso (Fe **) o el ibn cuproso (Cu*™).

H.0. + Fe** ——» Fe*"+OH + OH
- Reaccion de Haber-Weiss (Haber y Weiss, 1934)
HzOz + Ozl_ EEEEE—— Oz + OH_ + OH

Esta reaccion también es catalizada por metales como hierro o cobre.

3.2.4.- Radical peroxilo (ROO)

Tiene una vida media relativamente larga, del orden de segundos. Se
forma a partir de hidroperoxidos organicos como los lipidos, o por
pérdida de hidrogeno en ROOH.

3.2.5.- Oxigeno singlete (*02)

Constituye una forma excitada del oxigeno molecular. Si al oxigeno basal
(forma triplete), que es un birradical con espines paralelos, se le
suministra energia suficiente, uno de sus dos electrones desapareados
sufre una inversién de espin quedando ambos antiparalelos, lo que le
confiere una gran reactividad (oxigeno singlete) (Barja, 1997).

Su vida media es del orden de 10-° segundos.

Puede formarse en la oxidacion del NADPH en los microsomas, en la
actividad de varios enzimas como la xantina oxidasa, la lactoperoxidasa,
la lipooxigenasa y prostaglandinsintetasa, entre otros (Karnofsky, 1989).
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3.2.6.- Oxidos de nitrégeno

Algunos de los 6xidos de nitrogeno son radicales libres, al tener
electrones desapareados. Entre ellos esté el radical nitrosilo, producido

por la reduccion monovalente del 6xido nitrico (NO) y el diéxido de
nitrégeno (NOz)).

Se forma enziméaticamente a partir de la arginina, reaccién catalizada
por la oxido nitrico sintetasa (Moncada et al., 1991). Se han descrito
efectos citotoxicos y citoprotectores para el 6xido nitrico (Wink et al.,
1995; Wink et al., 1996).

Por una parte juega un papel importante en la regulacién del flujo
sanguineo local, en la defensa inmunitaria, en la inhibicién de la
agregacion plaguetaria y como neurotransmisor. Sin embargo, un
exceso de oOxido nitrico es citotdxico. La formacién de un anién
peroxinitrico (ONOQO") puede inducir la peroxidacion lipidica e interferir
con la sefalizacion celular por interacciéon de residuos de tirosina en
proteinas (Beckman, 1996). Ademas, la capacidad de reaccién del NO°
con el hierro de proteinas intracelulares o con acidos nucleicos puede
dar lugar a mutaciones y roturas de ADN.

3.3. Fuentes de radicales libres
Las especies reactivas del oxigeno pueden tener un doble origen:

- Enddgeno: como consecuencia de las reacciones de Oxido-
reduccion del metabolismo intermediario.

- Exo6geno: aquellas que se encuentran en los procesos fisico-
quimicos propios del medio ambiente.

3.3.1.- Fuentes exdgenas

- Radiaciones ionizantes o de alta energia: Es el ejemplo mas
representativo de las fuentes exdgenas de radicales oxigénicos al
mismo tiempo que supone el mecanismo de induccion tumoral mas
conocido y estudiado. La radiacion ionizante genera intermediarios
reactivos del oxigeno a través de la radiolisis del agua, siendo los
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radicales 'OH la especie predominante en estas reacciones. Bajo

condiciones aerobias, también se producen los radicales 02"y el Hz0:.
Los productos de la radiolisis del agua, por radiacién X o gamma, asi
como los efectos toxicos inducidos por estos, han sido estudiados con
gran interés durante los Ultimos afios, como ya hemos visto
anteriormente.

- Biotransformacién de drogas e induccion de ciclos re-dox: destacan
por su importancia clinica los antibiéticos antitumorales de estructura
quindnica. Estos compuestos son biotransformados a través de una
serie de reacciones de Oxido-reduccién ciclica en la que, ademas de
radical semiquinonico, se generan radicales @~ y H0: y donde la
participacion catalitica de iones metalicos es, a veces, inevitable. Este
hecho ha sido demostrado y es especialmente interesante en el caso de
diversos xenobidticos con capacidad cancerigena conocida.

- Radiacion solar: la luz ultravioleta induce la formacion de dimeros
pirimidinicos y a determinadas longitudes de onda produce también H.0.
responsable de la modificacion oxidativa de bases nucleotidicas del ADN
(timina glicol). Este efecto es potenciado por la presencia de metales de
transicion en el medio.

- Humo de tabaco: constituye una fuente importante de intermediarios
reactivos de origen exdgeno. La fase gaseosa del humo inactiva al
inhibidor de la alfa 1 proteinasa dejando libre y descontrolada la
actividad elastasica. Los componentes del humo del tabaco contienen
ademas estructuras quindnicas y metales de transicion formandose asi

radicales ‘'OH responsables de la modificacion oxidativa del ADN.

- Otros contaminantes ambientales: como el 0zono que interacciona con
las membranas de las mucosas generando aldehidos reactivos y H202,y

los pesticidas, como el paraquat que produce O:"y el producto de su
dismutacion, Hz0-.

3.3.2.- Fuentes endbégenas

- Cadena de transporte mitocondrial

En los tejidos sanos la fuente principal de radicales libres son las
mitocondrias, donde tiene lugar la cadena de transporte electronico,
generandose anion superoxido, perdxido de hidrégeno y radical hidroxilo.
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- Reaccién de Fenton-Haber-Weiss

Consiste en la reduccién del H.0- por iones de metales de transicion,
siendo el mas importante el i6n ferroso.

0"+ Fes®* > 0.+ Fe?"

H.0. +Fe2™ — ® Fe®" +OH + OH

02"+ H20: P OH + OH + 02

El superoxido reduce el hierro férrico a ferroso y este reduce
monoelectronicamente al perdxido de hidrégeno dando lugar a la
formacion del radical hidroxilo, altamente reactivo.

- Células fagociticas activadas

Las células polimorfonucleares y los macroéfagos experimentan un
aumento muy avanzado de su consumo de oxigeno, llamado “estallido
respiratorio” tras el contacto con un agente infeccioso. Este consumo
de oxigeno ocurre fundamentalmente en la membrana plasmatica
donde el complejo enzimatico NADPH oxidasa se activa y produce
radicales libres a partir del oxigeno basal como el 0= yH:0: y electrones
derivados de la via de las pentosas (Bellavite, 1988).

- Sistema de transporte electrénico del reticulo endopldsmico

Los citocromos P450 y b5 oxidan los acidos grasos insaturados y
xenobidticos. Los citocromos P450 estan constituidos por
monooxigenasas que actlan activando el oxigeno molecular a radicales
libres o generadores de radicales libres que pueden ser liberados por la
célula (Dolphin, 1988).

- Metabolismo oxidativo en el gue intervienen diferentes enzimas

Sistema hipoxantina/xantina oxidasa: La xantina deshidrogenasa
participa en el metabolismo de las purinas, oxidando la hipoxantina a
xantina y ésta a acido Urico. En su forma deshidrogenasa no produce
especies reactivas del oxigeno pero en condiciones de hipoxia la xantina
deshidrogenasa se convierte en xantina oxidasa, empleando el oxigeno
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molecular como aceptor de electrones (Radi et al, 1992) generando
grandes cantidades de O-" y H-0..

Otra enzima importante es la monoamino oxidasa (MAOQ) que interviene
en la via de eliminacidbn de los neurotransmisores dopamina y
adrenalina, generandose perdxido de hidrégeno.

Enzimas citosdélicos como la aldehido oxidasa y Oxido nitrico sintasa o
enzimas unidos a la membrana plasmatica como la lipooxigenasa y la
ciclooxigenasa que participan en el metabolismo del &cido araquiddnico,
generan radicales libres (Frei, 1994).

- Reacciones de autooxidacion de grupos tidlicos, proteinas, flavinas
reducidas, quinonas reducidas...

3.4. Moléculas susceptibles de lesion por especies
reactivas

3.4.1.- Glacidos

Los radicales libres provocan la excision del enlace C-H de la
desoxirribosa y despolimerizan macromoléculas glucidicas como el
acido hialurénico y los proteinglicanos. Este dafio oxidativo a los
polisacaridos de funcion estructural da lugar a procesos degenerativos
como la artritis reumatoide (Greenwald y Moy, 1980).

3.4.2.- Lipidos

De los principales tipos de biomoléculas, los lipidos y sobre todo los
acidos grasos polinsaturados, son los mas susceptibles de ser
atacados por los radicales libres (Cheeseman, 1993). Los &cidos
grasos insaturados son los constituyentes fundamentales de las
membranas celulares, por lo que la peroxidacidn provoca una alteracion
en la conductibilidad de las membranas que puede conducir a la lisis
celular.

El mecanismo de peroxidacién lipidica tiene lugar en tres fases:
Iniciacion, propagacion y terminacion.
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La iniciacion consiste en la extraccion de un electron de un carbono
contiguo a un doble enlace por parte de un iniciador como el ‘OH. Se

forma un radical alquil (L") que se convierte en peroxilo (LOO’) por adicion
del oxigeno y que en varias reacciones, como su reduccion a
hidroperdxido (LOOH), puede dar lugar a la propagacién de la

peroxidacion al generar otro radical alquil (L) en el acido graso de la
membrana. La reaccion se termina por la reaccion de radicales (por
ejemplo de tipo alquil) contiguos, dando lugar a puentes cruzados (L-L) o
mediante la fragmentacién del acido graso en gran numero de
productos como el malondialdehido (el marcador mas ampliamente
utilizado) el 4-hidroxinonenal o alcanos que aparecen en el aire espirado
(hidrocarburos de cadena corta como etano y pentano) (Freeman y
Crapo, 1982; Cheeseman, 1993; Halliwell, 1994).

Figura 1.6 - Esquema de peroxidacion lipidica (Barja, 1997)

LH <: ‘OH INTCTACTON

¢ HzZ20
L.
v
LOO- LH PROPAGACION
v
L.
LOCH

LO = :LDGH TERMINACION
fragmentacidon, MDA

La lipofucsina, un pigmento que se genera de la degeneracion de
estructuras fundamentalmente lipidicas, se acumula intracelularmente
concomitante con el envejecimiento de los tejidos. Este hecho es uno de
los puntos de partida para la hipétesis de la intervencion de los radicales
libres en el proceso de envejecimiento (Lippman, 1985).
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3.4.3.- Proteinas

Los aminoacidos presentes en las proteinas son susceptibles de ser
atacados por los radicales libres, siendo la tirosina, fenilalanina,
triptéfano, histidina y cisteina los que més procesos oxidativos sufren
(Davies et al., 1987). Esta oxidacién puede dar lugar a un cambio
coformacional de la proteinay por tanto a una pérdida o modificacion de
su funcion bioldgica.

Otro mecanismo de oxidacién de proteinas son los llamados “Sistemas
de oxidacion catalizada por metal”, cuyos aminoacidos mas sensibles
son la histidina, prolina, arginina, lisina y cisteina (Stadtman, 1992).

La prolina forma parte del colageno, proteina estructural fundamental
en el proceso de cicatrizacion. Se ha demostrado que el radical hidroxilo
provoca una desnaturalizacion del colageno al romper los enlaces de la
prolina integrante (Arisawa et al., 1996).

3.4.4.- Acidos nucleicos

El ADN puede sufrir dafios oxidativos en todos sus componentes. La
lesion del ADN por estos mecanismos lleva la puesta en marcha de
mecanismos reparadores con la disminucion de concentraciones
intracelulares de NAD-H, NDAP-H, GSH y ATP. Esta deplecion provoca
en la célula un aumento de niveles de calcio que induce la liberacion de
metales pesados a nivel citosdlico y posteriormente a la expansién de
especies reactivas y destruccion celular (Halliwell y Guterigde, 1989).

El dafio al ADN por radicales libres puede ocurrir por reaccion con los
residuos de desoxirribosa o reaccion con las bases del ADN.

Cuando un radical libre ataca a una desoxirribosa del ADN se produce
una ruptura de la hebra. La hebra intacta puede mantener juntos los
dos extremos de la hebra dafiada hasta que actlen enzimas
reparadoras, por lo que no se considera critico, a no ser que se
produzca una ruptura cercana en las dos cadenas (Breen y Murphy,
1995).

Cuando los radicales libres reaccionan con las bases de ADN, provocan
la aparicion de bases modificadas, que pueden ser determinadas como
medida indirecta del estrés oxidativo sobre los acidos nucleicos. Una de
las lesiones mas frecuente es la hidroxilacion de la deoxiguanosina en la
porcion C8, lo que da lugar a la formacion de 8-hidroxi-deoxiguanosina
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(8-OHdG) que a su vez sufre un paso mas de oxidacion en el organismo
pasando al isomero cetdnico 8-oxo-2- deoxiguanosina (8-0xo0-dG).

Existen datos que apoyan la capacidad mutagénica de esta base
modificada. Se han encontrado cifras elevadas de 8-0xo-dG en algunos
tumores malignos como el carcinoma colorectal (Oliva, 1997; Ripoll,
1996), asi como el cancer de pulmon, ovarico, prostatico y de mama
(Olinski et al,, 1992). En el caso del carcinoma colorectal las cifras de
8-0x0-dG se relacionan con alteraciones genéticas en distintos genes
supresores, localizadndose la mayoria de las mutaciones en el gen p53.

El dafio oxidativo al ADN mitocondrial es unas 15 veces superior al del
ADN nuclear (Richter, 1988). Se debe, fundamentalmente, a la cercania
de dicho ADN al lugar principal de generacion de radicales libres en la
célula sana, la cadena de transporte electronico mitocondrial y a su
carencia de histonas y poliaminas que pueden protegerlo, por lo que su
capacidad de reparacién es minima en relacion con el ADN nuclear.
Ademéas el ADN mitocondrial no posee intrones, por lo que la
modificacion de cualquier base afecta normalmente a una zona de ADN
codificante (Linnane et al., 1989; Ames et al., 1993).

El dafio oxidativo al ADN mitocondrial juega un papel determinante en el
envejecimiento (Barja, 1996).

3.5.- Defensa antioxidante

El mantenimiento de la homeostasis redox del tejido so6lo es posible
mediante un equilibrio entre la intensidad de generacién y la intensidad
de eliminacién de los radicales libres.

Cuando aumenta la produccion de radicales libres debido a cusas
exogenas o endogenas se puede dar una regulacion compensadora con
las defensas antioxidantes.

Halliwell definié antioxidante como “cualquier sustancia que, cuando esta
presente en bajas concentraciones comparado con el sustrato oxidable,
disminuye dggnificativamente o inhibe la oxidacion de este sustrato”
(Halliwell, 1996; Sies, 1993).

Desde el punto de vista de la fisiologia celular se pueden clasificar como:
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- antioxidantes primarios: previenen la formacion de radicales
libres, como la superdxido dismutasa, glutation peroxidasa,
catalasa y proteinas ligadoras de metales (ferritina vy
ceruloplasmina).

- Antioxidantes secundarios: captadores de radicales libres como
el Glutation, Vit E, Vit C, acido urico, bilirrubina y albumina
(Halliwell y Guterigde, 1990).

- Antioxidantes terciarios: reparan las biomoléculas dafiadas por
los radicales libres, como los sistemas proteoliticos
intracelulares que degradan las proteinas dafadas
oxidativamente (Davies et al., 1987) enzimas reparadoras de
ADN, etc.

Desde el punto de vista bioquimico los antioxidantes se pueden clasificar
en enzimaticos y no enzimaticos.

3.5.1.- Antioxidantes enzimaticos

3.5.1.1.- Superodxido dismutasa

De los sistemas enzimaticos fue la primera enzima en descubrirse. Fue
descubierta por Joe Mc Cord e Irwin Fridovich en 1969 (Mc Cord y
Fridovich, 1969).

02-_ + 02-_ + 2H+_——> HzOz + 02

Durante la reaccién una molécula de superéxido se oxida hasta O.
molecular, mientras que la otra se reduce a H-0, por lo tanto lo que
hace es transformar una especie reactiva ( el superdxido) a otra
(perdxido de hidrégeno). Esto podria explicar algunos resultados
aparentemente paradojicos en los que un exceso de enzima puede
llevar al individuo a una situacion deletérea.

Existen dos tipos de SOD intracelular: la SOD manganeso (SOD Mn)
localizada en la mitocondria y la SOD cobre/ cinc (SOD Cu/Zn) que se
encuentra en el citosol (Fridovich, 1983).

3.5.1.2.- Catalasa

La catalasa cataliza dos grupos de reacciones:
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- Reaccidn catalitica: Se produce la dismutacion de dos moléculas de
peroxido de hidrégeno. Una se oxida a oxigeno y la otra se reduce a dos
moléculas de agua.

catalasa
2 Hz0: _—p 2 H:0 + O:

- Reaccién peroxidativa: Se utiliza un sustrato inespecifico (alcoholes,
aldehidos o acidos organicos) como reductor para transformar una sola
molécula de peroxido de hidrégeno en dos de agua (Halliwell y Guterigde,
1989)

catalasa
H-0: + AH: 2H.0+A
La catalasa se encuentra fundamentalmente en los peroxisomas
(Tolbert, 1981). En los dltimos estudios se ha descrito cierta actividad
también en mitocondrias y citosol (Rodriguez et al, 2000).

3.5.1.3.- Glutation peroxidasa

En la decada de los 50, Mills descubre la actividad de la enzima glutation
peroxidasa (GPx). Esta elimina hidroperoxidos utilizando GSH (glutation
reducido) como reductor.

Existen dos tipos:

Glutation peroxidasa dependiente de selenio, proteina tetramérica con 4

atomos de selenio. El selenio es un elemento esencial para su actividad y
controla la sintesis de la proteina.

Elimina tanto hidroperdéxidos organicos (ROOH) como inorgénicos (H20-).
Su actividad se ve muy afectada por el contenido de selenio en la dieta
(Ketterer, 1986).

H.O + 2GSH ——» 2 H.0 + GSSG
ROOH + 2GSH ——» ROH + H.0 + GSSG
Glutation peroxidas no selenio dependiente: Es una proteina dimérica, en

algunas de sus formas. Es capaz de eliminar peréxidos organicos
(ROCH).
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Las GPx estan presentes en el citosol y en las mitocondrias (Ketterer,
1986).

3.5.1.3.- Glutation reductasa

La glutation reductasa reduce una molécula de glutation oxidado (GSSG)
a dos de glutation reducido (GSH) a expensas de equivalentes de
reduccién en forma de NADPH.

La elevacion del cociente GSSG/GSH es altamente toxico para la célula.
Las GSH reductasa presenta FAD unido a la enzima que es esencial ya
que actia como coenzima.

Ya que la glutation reductasa necesita de NADPH, las enzimas de las
vias de las pentosas, glucosa 6-fosfato deshidrogenasa vy
6-fosfogluconato deshidrogenasa (productoras de NADPH) constituyen
una segunda linea de defensa antioxidante.

La glutation reductasa se encuentran fundamentalmente en el citosol,
aunque también existe actividad en la mitocondria (Panfili et al, 1991).

3.5.2.- Antioxidantes no enzimaticos

3.5.2.1.- Glutation

Fue descubierto por Hopkins en 1921. Es un tripéptido de é&cido
glutdmico, cisteina y glicina. Su actividad antioxidante se debe a la
capacidad reductora del grupo tidlico de la cisteina.

Figura 1.7 - Estructura quimica del glutation
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Existen dos formas de glutation, atendiendo a su estado de reduccién:
- glutation reducido (GSH)
- glutation oxidado (GSSG)

El glutation reducido actia como antioxidante en reacciones
enzimaticas como la GPx:

GPx
2GSH +H.0. — 3 GSSG + 2 H:0

También es capaz de reaccionar independientemente de la GPx con
especies reactivas como el 0"y ‘OH.

El glutation oxidado es un compuesto de dos moléculas de GSH unidas
por un puente disulfuro entre las cisteinas. Es muy toxico para las
células. Como ya se ha comentado anteriormente la elevacion del
cociente GSSG/GSH representa una situacion de oxidacion. El enzima
glutation reductasa regenera el glutation oxidado a glutation reducido.

Las funciones fisiologicas del GSH son diversas: constituye uno de los
antioxidantes més abundantes de la célula adquiriendo un papel
protector frente al estrés oxidativo, participa en la regulacion de la
sintesis de proteinas (Zehavi-Willner et al, 1970), interviene en
funciones como la sintesis de ADN, detoxificacion de xenobibticos
(Orrenius y Moldeus, 1984), captacion de aminoacidos de algunos
tejidos (Vifia et al, 1989), modulacion de actividades enzimaticas
(Pajares et al, 1992) y proliferacion celular (Terradez et al., 1993)
entre otras.

3.5.2.2.- Vitamina C

La idea de que el ascorbato es un reductor importante en el organismo
fue introducido por Szent-Gyorgyi en 1928. Linus Pauling, durante varias
décadas posteriores constituyé un hito fundamental en la investigacion
de la vitamina C.

Se considera uno de los mas poderosos y quiza el menos toxico de los
antioxidantes naturales (Bendich et al,, 1986).

La plantas y la mayoria de los animales pueden sintetizarla a partir de la
glucosa pero en humanos y cobayas no pueden sintetizarla, teniendo
que ser incorporado a la dieta.
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El acido ascorbico puede eliminar Q7, 'OH, H.0. y también puede
extinguir oxigeno singlete (Sies, 1992).

Cuando reacciona con las especies reactivas del oxigeno, se oxida a
dihidroascorbato, el cual aunque es muy inestable puede ser reducido
nuevamente a &cido ascoérbico por el enzima dihidroascorbato
reductasa.

Se sabe que el GSH y el ascorbato interaccionan de forma cooperativa
(Meister, 1994; Winkler et al.,, 1994). Los suplementos de la dieta con
&cido ascorbico elevan los niveles de GSH.

Actualmente existen numerosos estudios que atribuyen un papel
protector del ascorbato y otros antioxidantes naturales de la dieta al
desarrollo de canceres (Blot et al, 1993), enfermedades
cardiovasculares (Gey et al., 1993), cataratas (Vitale et al., 1993) y otra
enfermedades degenerativas (Barja, 1996).

3.5.2.3.- Vitamina E

Este grupo vitaminico fue descubierto por Evans y Bishop en 1922,
Constituye un conjunto de compuestos fendlicos llamados tocoferoles:
alfa, beta, gamma vy delta tocoferol y sus correspondientes
tocotrienoles. De ellos el alfa-tocoferol es el que muestra mas actividad
bioldgica. Su actividad antioxidante se debe al caracter reductor del
grupo hidroxilo de su anillo cromanol.

Estos grupos de compuestos son altamente lipofilicos, por lo que suelen
ser el principal antioxidante de las membranas en las células animales.

Las concentraciones de vitamina E varian de forma considerable en los
distintos tejidos, encontrandose en mayor concentraciéon en aquellos
que tienen un mayor contenido de lipidos como el tejido adiposo y las
glandulas suprarrenales (Szent-Gyorgyi, 1928).

Su solubilidad en membranas le permite accesibilidad directa a grupos
peroxil (ROO’) que serian reducidos a hidroperdxidos, los cuales son
degradados hasta alcoholes (estables) por la GPx. Asi pues, impiden que
los radicales ROO" oxiden a otra sustancia orgéanica, impidiendo la
reaccion de propagacion en la peroxidacion lipidica.
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3.5.2.3.- Carotenoides

Los carotenoides, junto con la vitamina E son los principales
antioxidantes de las membranas bioldgicas. El caracter antioxidante se
basa en el sistema de dobles enlaces conjugados.

Los principales ROS sobre los que acttan son el oxigeno singlete y los
radicales peroxilos.

Dentro de los carotenoides se pueden citar el alfa y beta caroteno,
luteina, licopenos, la zeaxantina y la criptoxantina provenientes de una
gran variedad de frutas y vegetales.

Se han descrito interacciones positivas de los carotenos con la SOD,
ascorbato y otros antioxidantes (Krinsky, 1993a), asi como el beta
caroteno con los tocoferoles protegiéndose mutuamente frente a la
pérdida por oxidacion (Palozza y Krinsky, 1992).

Existen algunos trabajos que indican una capacidad antimutagénica y
anticarcinogenética (Krinsky, 1993b).

3.5.2.3.- Otros antioxidantes

Existen otras sustancias con capacidad antioxidante que pueden
producirse en el organismo o provenir de la dieta. Entre ellos se
encuentran: acido Urico, bilirrubina, transferrina, ferritina, quelantes de
iones metdlicos, proteinas como la ceruloplasmina, polifenoles,
flavonoides, aminas aromaticas, haptoglobina o el acido lipoico.

En décadas pasadas se hablé de la ubiquinona como generador
mitocondrial de radicales libres (Boveris et al, 1976). Hoy se sabe que
esta sustancia actua fundamentalmente como antioxidante (Ernster y
Forsmark-Andrée, 1993).

Recientemente se ha propuesto la hormona de origen pineal melatonina
como antioxidante (Reiter, 1995).

Entre los antioxidantes sintéticos podemos citar la Nacetilcisteina,
penicilamina, aminosalicilatos, lazaroides y tamoxifeno entre otros.
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4 - Genes implicados en el desarrollo del cancer.
Gen y proteina p53.

Alolargo del desarrollo, todas las células se encuentran en un equilibrio
dinamico entre la proliferacion celular, que permite a las células crecer
y multiplicarse, y la diferenciacion celular, que permite a las células
adquirir un fenotipo caracteristico que define su funcién especializada.

El descubrimiento de los genes reguladores de los procesos de
proliferacion y/o diferenciacion celular ha constituido un hito relevante
dentro de la Investigacion Biomédica de este siglo.

Existen genes que controlan positivametne la proliferacién celular, los
denominados genes de iniciacién o progresion del ciclo celular y los
genes que controlan negativamente el ciclo celular, denominados
genéricamente genes supresores. El proceso de proliferacion celular
depende del equilibrio entre ambos tipos de genes; este equilibrio se
rompe en los procesos cancerigenos bien activandose aquellos que son
capaces de estimular la proliferacion celular o inactivandose aquellos
que inhiben dicho proceso.

En general podemos clasificar los genes implicados en el desarrollo del
cancer en:
1- Oncogenes 0 genes cuya activacion andmala conduce a
lesiones neoplasicas.
2.- Genes supresores cuya inactivacion funcional se asocia al
cancer.
3.- Genes que intervienen en la reparacion del genoma.

4.1.- Oncogenes

Son formas alteradas de genes normales llamados proto-oncogenes.
Los proto-oncogenes regulan la cascada de eventos que mantiene la
progresion ordenada del ciclo, la division y la diferenciacion celular. En
una célula cancerosa esta progresion ordenada se pierde cuando uno o
mas componentes de esta cascada se altera. El proceso de control de
crecimiento o diferenciacion celular se inicia por la interaccion de
factores de crecimiento y citoquinas extracelulares con sus
correspondientes receptores de membrana. Esta activacion
desencadena una serie de sefiales intracelulares que finalmente dan
lugar a una activacion y/o inhibicion de la expresion de genes celulares.
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Los proto-oncogenes funcionan como puntos criticos de estas vias, asi
tenemos proto-oncogenes que codifican citoquinas, receptores
transmembrana de factores de crecimiento (como el factor de
crecimiento epidérmico erbB), proteinas asociadas a la membrana
celular que intervienen en la transduccion de sefiales (como srcy ras),
proteinas intermedias de estas vias de sefializacion de localizacion
citoplasmatica y proteinas nucleares que intervienen en la regulacion de
la expresion génica (factores de transcripcion, como los proto-
oncogenes fos, jun y myc) (Newmark, 1987).

Los proto-oncogenes pueden sufrir alteraciones como mutaciones
puntuales, reordenamientos, translocaciones, amplificaciones,
deleciones, etc, transformandose en oncogenes con potencial
oncogeénico.

Son genes de caracter dominante. Un cambio en uno de los alelos del
gen es suficiente para expresarse.

Los oncogenes fueron descubiertos inicialmente como parte del
genoma de los virus (v-oncogenes) (Bishop, 1985) en estudios con
retrovirus en la transmision de los tumores. Genes anélogos fueron
encontrados en genomas normales de animales y del hombre
denominados oncogenes celulares (c-oncogenes) o proto-oncogenes.

4.2.- Genes supresores

Codifican proteinas que intervienen en la regulacion del crecimiento o
diferenciacion celular mediante un proceso de control negativo y la
pérdida de su funcion contribuye a la aparicién de un fenotipo tumoral.

Los estudios epidemioldgicos de Knudson (Knudson, 1971) en el caso
del retinoblastoma condujeron a la hipdtesis de los "dos eventos” o de la
"doble lesion": se necesitan dos mutaciones inactivantes para que
aparezca el retinoblastoma. Los pacientes que presentan
retinoblastoma heredan una mutacion directamente por la linea
germinal, preexistente en alguno de los progenitores o que aparece
durante la gametogénesis. Esta mutacion les hace méas susceptibles a
contraer el retinoblastoma tras adquirir una segunda mutacion por via
somatica.
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Esta hipdtesis de Knudson explica, por una parte como pueden
colaborar las mutaciones germinales y somaticas en el proceso de la
tumorogénesis y por otra el patron de herencia recesivo.

Como ejemplo de este tipo de genes podemos citar. p53, que
estudiaremos mas adelante, RB1, BRCA1, BRCA2, NF-1, etc.

4.3.- Genes de reparacion del ADN

A principios de la década de los 80 se sugiri6 que las células
cancerosas presentaban un fenotipo de hipermutabilidad que explicaria
el gran numero de mutaciones presentes en los tumores.

Posteriormente se descubri6é un nuevo tipo de anomalias en el genoma:
inserciones o deleciones en zonas repetitivas del genoma (lonov, 1993).
El espectro mutacional en las secuencias repetidas era similar al
observado en hongos y bacterias que carecian de maquinaria
enzimatica para corregir los alineamientos incorrectos del ADN. Este
sistema es un complejo multienziméatico que corrige los errores de la
replicacion del ADN que ocurren durante la fase S del ciclo celular y
algunos de los genes implicados son hMSH2, hMLH1, hPMS1 y hPMS2.

Los genes que codifican proteinas que intervienen en la reparacion del
ADN ante diferentes tipos de agresiones celulares (radiaciones
ionizantes, luz UV, mutagenos quimicos) o bien en el proceso de
replicacion celular fisiolégica se han encontrado inactivados en un
conjunto de sindromes familiares de predisposicion a tumores como
ataxia-telangiectasia, sdr. de Bloom, anemia de Fanconi, céncer
colorectal hereditario no polipésico, etc.

Se da la circunstancia que en estos sindromes el metabolismo oxidativo
esta alterado, presentando aumento de la produccion de ROS y/o
disminucion de los sistemas antioxidantes.

En este sentido cabe destacar la estrecha relacion existente entre el
estrés oxidativo y el proceso tumoral. Recientemente se ha observado
una correlacion significativa entre el grado de oxidacion del material
genético y el acumulo de mutaciones que se produce de forma
caracteristica en la progresion de tumor colorectal humano (Oliva et al.
1997).
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Figura 1.8 - Radicales libres oxigénicos y acimulo de mutaciones
genéticas en la progresion tumoral
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4.4. Gen p53 y su proteina

El gen supresor p53 esté localizado en el brazo corto del cromosoma
17,enlaregion 17p13.1, comprende una porcion de ADN de 16-20 Kb
(Mc Bride et al., 1986; Miller et al., 1986; Isobe et al., 1986). Esta
formado por 11 exones, de los cuales el primero no codifica la proteina.

El mRNA transcrito por el gen p53 tiene aproximadamente 2,5 kb y
comprende una secuencia que codifica el polipéptido de 393
aminoécidos, producto del gen (Harlow et al, 1985).
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Figura 1.9 - Esquema del gen p53 en el que se indican el tamaiio de los
exones e intrones
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El gen p53 fue inicialmente descrito como un oncogén dominante en
base a experimentos realizados en que la sobre-expresion de éste
conducia a la inmortalizacién de células de roedores en cultivo. Sin
embargo el andlisis de las proteinas P53 sobre-expresadas puso de
manifiesto que se trataba de proteinas mutadas, cuyas propiedades
diferian de la P53 nativa (Lane y Benchimol, 1990). Tras la realizacion
de nuevos experimentos utilizando alelos del gen p53 normales se
observd que se producia la supresion del crecimiento en algunos
oncogenes virales o celulares (Hind et al, 1989).

En estudios recientes se ha demostrado que la region correspondiente
al exon 1 es capaz de formar una estructura tipo stem-loop
suficientemente estable que liga la proteina P53 nativa pero no la
mutada; asi, esta union inhibe especificamente la traduccion del mRNA
de p53 produciéndose el control a nivel celular (Mosner et al, 1995).
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La proteina P53, producto del gen p53, es una fosfoproteina nuclear
constituida por 393 aa., como hemos dicho anteriormente, y tiene un
peso molecular de aproximadamente 53 KDa.

En la estructura primaria se pueden distinguir tres regiones:

1- la region Nterminal que contiene el dominio de activacion
transcripcional que permite inducir la transcripcion de nuevos mRNA 'y
por tanto la expresion de determinados genes (Fields y Jang, 1990).

2.-la region central que incluye el dominio de unién a secuencias
especificas de ADN (Wang et al, 1993).

3.- la region C-terminal con propiedades claves para la
regulacion, ya que contiene los dominios de localizacion nuclear,
tetramerizacion y de union a secuencias de ADN especificas para el
reconocimiento del dafio primario (Soussi y May, 1996).

La proteina P53 nativa se encuentra mayoritariamente en forma
tetramérica (Wang et al, 1994) y se une a secuencias especificas de
ADN para realizar su funcién propia como factor de transcripcion en
colaboracion con otras proteinas activadoras.

4.4.1.- Funcion de la proteina P53

La funcién de la proteina P53, en condiciones normales, es la de regular
la proliferacion celular. La proteina nativa es capaz de unirse a
secuencias especificas de ADN, estimulando asi la expresion de genes
del ciclo celular que inhiben el crecimiento (Stenger et al, 1992).

Muchos son de los genes inducibles por la proteina P53. Entre ellos
cabe destacar el MDM2, WAF1/p21 y GADDA45.



50

Figura 1.10 - Regulacion del crecimiento celular y apoptosis
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El gen MDM2 (Murine Double Minute 2), localizado en el brazo largo del
cromosoma 12, 12q, bajo el control transcripcional de la proteina P53
codifica una proteina de 90 KDa, que posee un lugar de union a la
proteina P53 nativa. Al interactuar ambas proteinas el complejo
formado se convierte en un complejo regulador negativo que inhibe la
capacidad de union de la proteina P53 a secuencias de ADN especificas
(Oliner et al, 1992). Se produce, por tanto, un mecanismo de
retroalimentacion del MDM2 sobre la proteina P53, lo que constituye
un sistema de regulacién de su funcion. En este sentido el MDM2
funciona mas como un oncogén que como un gen supresor de tumores
(Finlay,1993).

El gen WAF1 (Wild Activated Fragment 1) localizado en el brazo corto
del cromosoma 6, 6p, codifica una proteina de 21 KDa, conocida como
p21. La asociaciéon de p21 con el complejo ciclina-CDK (Kinasa ciclina
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dependiente) y el PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) provoca la
parada del ciclo celular y reparacion del ADN.

El gen GADD45 (Growth Arrest and DNA Damage 45) fue descrito
inicialmente como un gen capaz de ser inducido por la accién de la
radiacion ionizante sobre linfoblastos y fibroblastos (Papathanasiouetal,
1991; Kastan et al, 1992). Su proteina, puede ejercer diversas
actividades, como interaccionar directamente con el factor de
replicacion PCNA, bloquear la replicacion del ADN y coordinar la
activacion de la reparacion del ADN dafiado en la excisién de
nucleotidos (Cox y Lane, 1995).

En presencia de dafio celular la proteina P53 ejerce el control del ciclo;
las células aumentan su expresion y la acumulacion de proteina provoca
la parada del ciclo celular en la fase G: del ciclo celular permitiendo la
puesta en marcha de los mecanismos de reparacion celular. En el caso
de que fracase la reparacion, la proteina P53 puede conducir a la célula
dafiada a la apoptosis (Lane, 1992). La finalidad es mantener la
integridad del genoma.

4.4.2.- Mecanismos de inactivacion del gen p53 y su
proteina

Durante el proceso de tumorogénesis se desarrollan mecanismos por
los cuales se inhibe el gen p53y su proteina, entre ellos destacan: las
mutaciones y la unién a proteinas virales o celulares.

Mutaciones

La mutacion es el principal mecanismo de inactivacion de la funcion de
p53. Se han encontrado en la mayoria de los cdnceres humanos. Se
estima que del orden del 45-50% de canceres contienen mutaciones de
p53 (Greenblatt et al, 1994) y en el caso concreto del adenocarcinoma
colorectal el porcentaje se eleva del 50% al 70% de los casos (Harris,
1996).

De todas las mutaciones, las mas frecuentes son las puntuales y se
pueden adquirir por maltiples causas: agentes carcinogénicos exdgenos
0 procesos enddgenos como la deaminacion de citosina y
5-metilcitosina y la oxidacién por radicales libres generados a partir de
otros procesos bioldgicos entre otros.
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Independientemente de su origen, las mutaciones suelen estar
asociadas a la pérdida del otro alelo del mismo gen.

En cuanto al tipo de mutaciones que suelen afectar el gen son las de
sentido erréneo ("missense") las més abundantes, con una frecuencia
del 79% en la region central en comparacion a la regién C-terminal cuya
frecuencia es de un 23%, habiendo en esta region un predominio de
mutaciones de otro tipo ("no missense"), entre las que se incluyen las
mutaciones sin sentido ("nonsense"), las de alteracion del marco de la
lectura ("frameshift"), las de alteracion de la excision intrénica ("splicing”)
y las silentes (Greenblatt et al, 1994).

Existen determinados codones que presentan muy frecuentemente
mutaciones, son los codones 175, 245, 248, 273 y 282. Estos cinco
codones parecen compartir el mismo mecanismo de mutacion, que es
la deaminacion espontanea de la 5-metilcitosina que lleva a la transicion
G:C a AT (Ehrlich et al.,, 1990). De hecho el 42% de las mutaciones que
afectan al gen p53 son transiciones C >T, el 60% de las cuales afecta a
los dinucledtidos CpG (Soussi, 1997).

Unién a proteinas virales

Se produce la formacion de complejos de la proteina P53 con distintas
oncoproteinas virales como son el antigeno T grande del SV 40,
proteina E2B del adenovirus 5 o el producto del gen E6 del
papilomavirus humano del tipo 16y 18.

En el caso de las dos primeras, la unién con la proteina P53 provoca un
incremento de ésta impidiendo el desarrollo de su funcion normal
(Chang et al, 1993). La proteina E6 actla facilitando la degradacion de
la P53 nativa (Scheffner et al, 1990).

Unién a proteinas celulares

De forma similar a lo que sucede con las oncoproteinas virales, existen
productos génicos capaces de bloquear la accién de la proteina P53.
Asi sucede con la proteina MDM2, No soélo puede revertir las
propiedades inhibidoras del crecimiento celular de la proteina P53
nativa, si no que, sobre-expresada puede producir la inmortalizacién y
transformacion de células de cultivos de fibroblastos de embriones de
ratas (Finlay, 1993).
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Hipotesis de trabajo y objetivos

Los efectos que la radiacién produce sobre la salud han sido
ampliamente estudiados. No obstante, muchos de los datos de los que
se disponen han sido obtenidos en animales de experimentacion y no
siempre es posible realizar extrapolaciones en humanos.

La accion que la radiaciobn produce sobre la células y mas
concretamente sobre el material genético puede ser directa como
consecuencia inmediata de la ionizacion del ADN o indirecta, cuando la
radiacion mediante la formacion de radicales libres genera una
situacion de estrés oxidativo, que se puede cuantificar mediante
parametros especificos.

Estos parametros indicativos del estrés oxidativo incluyen entre otros,
enzimas antioxidantes (como la catalasa y la superéxido dismutasa),
glutation reducido que constituye un sustrato antioxidante y marcadores
de peroxidacion lipidica como el malondialdehido.

En los ultimos afios se ha estudiado el efecto de las especies reactivas
del oxigeno sobre los acidos nucleicos, en los que se producen la
oxidacion de bases como ocurre con la guanina que se convierte en
8-0x0-dG siendo éste un marcador de dafio oxidativo sobre los acidos
nucleicos.

Los efectos que la radiacién produce en el organismo se clasifican en
deterministas y estocasticos. Dentro de los efectos estocasticos se
incluyen las alteraciones genéticas y la carcinogénesis, que se pueden
producir transcurrido varios afios después de la irradiacion o en
generaciones sucesivas.

Tanto las alteraciones genéticas como la carcinogénesis estan
intimamente ligadas al dafio producido por las especies reactivas del
oxigeno a los &cidos nucleicos.

La carcinogénesis, ademas, es un proceso con multiples etapas en las
qgue se ven implicados diversos genes que controlan el ciclo celular,
entre ellos cabe destacar el gen supresor p53, cuya alteracion se ha
relacionado con el aumento de las especies reactivas del oxigeno y la
formacion de la base modificada 8-0x0-dG.

Tras el accidente nuclear de Chernobyl, la mayoria de los estudios
realizados han sido clinico-epidemiolégicos; han sido pocos los trabajos
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encaminados a valorar parametros bioquimico-moleculares
relacionados con los efectos que el accidente ha producido sobre la
salud de las personas afectadas.

Los efectos producidos por la radiacion dependen de la dosis, tanto los
efectos deterministas o somaticos cuya gravedad depende de la dosis,
como los efectos estocéasticos, producidos al azar, puesto que la
posibilidad de que ocurran depende también de ella.

Laimposibilidad del conocimiento de las dosis recibidas por cada uno de
los nifios de nuestro estudio, ya que para ello hubiera sido necesario un
historial dosimétrico individual, nos ha llevado a utilizar parametros
indirectos de la dosis, como son la distancia al foco del accidente
nuclear y el tiempo de exposicion a la irradiacion.

Desde el punto de vista radiobiologico dos han sido los radiois6topos
que mayor influencia han tenido en la salud de la poblacion afecta: el ***|
con un periodo de semidesintegracion de unos 8 dias (cuya importancia
viene dada por la incorporacion de este radioisotopo a la glandula
tiroides) y el *'Cs con un periodo de semidesintegracion de unos 30
afos, que es el responsable de la exposicién crénica a la irradiacion.

En base a lo dicho anteriormente, nos planteamos los siguientes
objetivos:

1.- Valoracion clinica y analitica general de nifios aparentemente sanos
procedentes de diferentes poblaciones de Ucrania, ubicadas en un radio
de 125 Km del lugar donde ocurrio el accidente nuclear de Chernobyl.

2.- Estudio del recuento de células sanguineas y su relacién con los
factores de irradiacion.

3.- Estudio de la funcion tiroidea y su relacion con los factores de
irradiacion.

4.- Determinacion y estudio de pardmetros relacionados con el estrés
oxidativo en sangre de los nifios: enzimas antioxidantes (catalasay SOD),
sustrato antioxidante GSH, marcador de peroxidacion lipidica MDA y
base modificada 8-oxo-dG.

5.- Relacion de los pardmetros de estrés oxidativo con los factores de
irradiacion.
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6.- Relacion de los parametros de estrés oxidativo con el estado
nutricional.

7 - |dentificacion de mutaciones puntuales del gen p53 en muestras
sanguineas de los nifios.

8.- Estudio cromosomico de los nifios mediante la determinacion de
cariotipos.
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1.- Material

1.1.- Sujetos de estudio y muestras

El estudio se realiz6 en un conjunto de nifios y nifias aparentemente
sanos en edades comprendidas entre 5 y 16 afios, residentes de
Ucrania en un radio de unos 125 Km al lugar donde ocurrio el
accidente nuclear de Chernobyl. Los nifios provenian de orfanatos o
familias de tres localidades: Slavutich, Bucha-Irpen y Maliatko (Kiev),
cuyas distancias al lugar donde se produjo el accidente nuclear de
Chernobyl son de 45, 100y 125 Km.,, respectivamente.

Estos nifios fueron acogidos por familias valencianas gracias al
programa Ucrania-2000 de la asociacion no gubernamental “Abogados
sin fronteras”, bajo los auspicios de la UNESCO y con la autorizacion del
Ministerio de Sanidad de Ucrania, durante los periodos de diciembre de
1.994 y enero de 1.995 y julio-agosto de los afios 1.995, 1.996 y
1.997.

A los niflos se les realiz6 un control médico en el servicio de
Oncohematologia Pediatrica del Hospital Clinico Universitario bajo la
direccion del Prof. Dr. J. Donat.

Se llevé a cabo una revision médica, realizando las siguientes
valoraciones (ver ficha de recogida de datos en apéndice 3):

- una valoracion clinica general completa por aparatos (piel, cabello,
o0jos, labios, lengua, encias, mucosas, dientes, glandula tiroides,
glandulas pardétidas, esqueleto, neurolégico, extremidades,
frecuencia cardiaca y tension arterial maxima y minima).

- una valoracién nutricional (peso, talla, perimetro craneal, perimetro
braquial, pliegue tricipital, Indice de Mc Laren, circunferencia
muscular del brazo y area muscular del brazo con sus percentiles
correspondientes).

- una valoracion analitica, que comprendia:
o valoracibn de anemias: hematies, hemoglobina,
hematocrito, VCM, HCM, CHCM, sideremia, IST,
transferrina, ferritina, vitamina B12 y folato.

o Valoracién de la coagulacion: plaquetas, Indice de Quick,
TTPr, TTr y fibrinbgeno.
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o Valoracion del estado inmune: leucocitos (neutrofilos,
monocitos, eosinofilos, basofilos y linfocitos CD4 y CD8)
IgA, 1gG, IgM, IgE, C3 y C4.

o Valoracion tiroidea: T3, T4, T4 Libre y TSH

o Perfil bioquimico, proteinico y enzimatico: Glucosa, urea,
creatinina, sodio, potasio, cloro, calcio, fésforo, GOT, GPT,
LDH, fosfatasas alcalinas, proteinas totales, prealbumina,
albimina y cociente albumina/globulina.

La extraccion de sangre de estos nifios se realizd en el Servicio de
Pediatria, parte de la misma fue remitida al laboratorio general para la
obtencion de los pardmetros citados anteriormente y otra parte al
Departamento de Patologia de la Facultad de Medicina de Valencia para
la obtencion de cariotipos.

Durante los veranos de los afios 1996 y 1997, se recogi6, ademas,
muestras de sangre que fueron remitidas al Departamento de
Bioquimicay Biologia Molecular de la Facultad de Medicina de Valencia,
bajo la direccién del Prof. Dr. G. S&ez, parala determinacién de enzimas
y metabolitos procedentes del estrés oxidativo, cuyo material y métodos
vamos a describir a continuacion.

1.2.- Instrumentos

Centrifugas de alta velocidad (Kendro Laboratories Products,
Osterode, Germany):

» Sorvall, modelo RC5C

» Heraeus, Biofuge 22 R

» Heraeus, Labofuge 200

Autoclave: Marca Autester, modelo S-437-G (Electroscience, Suffolk,
UK)

pHmetro. Marca Radiometer, modelo pH M83 (Radiometer
Analytical S. A., Lyon, France)

Balanza de precision: “Precisa” (Pacisay Giralt S. L., Madrid, Espafia)
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Espectrofotometros:
» Shimadzu modelo UV-160 (Global Medical Instruments, Inc.,
Minessota, U.S.A)
» Uvikon modelo 860 (Bio-Tek Kontron Instruments Ltd, Milano,
Italia)

HPLC (Waters™ 600 Pump):

Detector de U.V.: modelo Waters 486.

Detector electroquimico: ESA Modelo 5100 Coulochem
equipado con célula analitica modelo 5011.

Columna (250 x 4.6 mm) OD-52 SPHERI-5, C-18 de fase
reversa de 5 micras de tamario de poro.

Programa integrador: Milenium 3.0 Waters.

YV V VYV

Bafio térmico: Unitronic. 320 OR. P Selecta (Eleco S.A.,, Montevideo,
Uruguay).

Vértex Heidolph, modelo REAX 2000 (Heidolph Instruments,
Schwabach, Germany)

Electroforesis:
» Sequencing Gel. Electrophoresis Apparatus. Model S2. Life
Technologies, Inc. Gibco BRL.
» Fuentes de alimentacion:

Power Supply. Model 2000/500. Bio-rad.
Consort. E734. Bio-rad.
PCR (ciclador térmico). Perkin EImer (Cetus) 4800.

1.3.- Productos y reactivos quimicos

Los reactivos inorganicos para la preparacion de tampones y otras
diluciones han sido suministrados por Panreac (Montcada i Reixac,
Espafia) y Merck (Darmstadt, Alemania).

Reactivos y soluciones organicas:
TBE: Tris-Borato-EDTA, 0.045 M: 10 mM.

Acrilamida, bisacrilamida, persulfato amonico (APS), Temed, Urea
(Sigma. Sigma Chemical Co. St Louis, Estados Unidos).
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Buffer de extraccion ADN: Tris-HCI (ph 7.5), 150 mM NaCly 2 mM
EDTA (pH:8.0)
Is6topo radiactivo : [ 3 P] ATP 10 mCi/ml, 6000 Ci/mmol.
Amershan Life Science. U.K. (USB).
Pelicula Kodak de autorradiografia. Biomax Film. ®Eastman Kodak
Company.

Los enzimas y coenzimas para los analisis bioguimicos, son de
Boehringer Mannheim, (Mannheim, Alemania) y Sigma Chemical Co. (St
Louis, Estados Unidos).

Para el estudio de las mutaciones puntuales se utiliz6 GeneAmp® PCR
Reagent Kit with AmpliTag DNA Polymerase. Perkin Elmer. (Roche).
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2.- Métodos

2.1.- Procesamiento de las muestras

Las muestras fueron recogidas en tubos con EDTA en el Departamento
de Bioquimicay Biologia Molecular dentro de las 4 horas siguientes a la
extraccion sanguinea.

De los 10 ml aproximadamente de sangre extraida se recogieron 2 mi
que se centrifug6 a 13.000 r.p.m. guardandose el sobrenadante a

-80°C para la determinacion de Malondialdehido (MDA).

A 200 I del precipitado se le afiadié un volumen de agua bidestilada
igual al del sobrenadante retirado y tras agitar en vortex se dejo 2 horas
a 4° C para producir hemodlisis. Se recogieron alicuotas de 0'4 ml del
hemolizado que se guardaron a—4° C para posterior determinacion de
proteinas (hemoglobina) y glutation reducido.

Al resto de este precipitado se le afiadié una disolucion de cloroformo-
etanol 3/5 y se centrifug6 a 13.000 r.p.m. durante 10 minutos. Se
recogio el sobrenadante en un eppendorf para el posterior estudio de
las enzimas superéxido dismutasa (SOD) y catalasa.

El resto de la sangre recogida fue destinada a la extraccion de ADN y
posterior estudio de la base modificada 8-0x0-dG y gen p53.
2.2.- Estudio del estrés oxidativo

2.2.1.- Catalasa

Para la determinacion de esta enzima se siguié el método descrito por
Cleiborne A.J. (1986), basada en la reaccion:

2H.0. » 2H.0 + 0.
catalasa

La reduccién del perdxido de hidrégeno por unidad de tiempo medido
por espectrofotometria de luz ultravioleta a una longitud de onda de
240 nm, es proporcional a la cantidad de catalasa existente en la
muestra.
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A esta longitud de onda, el coeficiente de extincion molar para el
peroxido de hidrégeno es de 40 M * cm™.

La actividad especifica a 25° C de la catalasa es definida en términos de
micromoles ce perdxido de hidrégeno consumido por minuto y por
miligramo de la muestra de proteina. Se expresa en U/Zgr de Hb.

2.2.2.- Superodxido dismutasa

Para la cuantificacién de esta enzima se siguié el método de Fridovich
(1986h).

Se basa en la capacidad de los aniones superéxido para la reduccion del
citocromo C oxidado y la inhibicion de esta reaccion por el enzima. La
descomposicion de la xantina como fuente de aniones superoxido por parte de
la enzima xantina-oxidasa se basa en la reaccion que se muestra en el grafico
3.1

Grafico 3.1 - Reaccion de descomposicién de la xantina
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La cantidad de Citocromo C reducido en presencia de la muestra que se
midié esprectrofotométricamente a una longitud de onda de 546 nm,
indica la cantidad de SOD existente.

Se define una unidad de esta enzima como la concentracién de la

misma capaz de disminuir en un 50% la velocidad de reduccion del
citocromo C oxidado. Se expresa en U/mg de Hb.

2.2.3.- Glutation reducido (GSH)

Para su determinacion se emple6 el método de la glutation
Stransferasa (GS-T), descrito por Brigelius et al. (1983).

Se basa en la siguiente reaccion:
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GST
GSH + CDNB > GS-DNB + 1/2 Cl.

CDNB: 1- cloro- 2,4-dinitrobenceno
GS-T: Glutation S tranferasa

La produccién de GS-DNB se determind mediante espectrofotometria a
una longitud de onda de 340nm, siendo proporcional a la cantidad de
GSH de la muestra.

La cantidad de GSH determinado se expresa en U/ gr de Hb.

2.2.4.- Malondialdehido (MDA)

El MDA es un producto de peroxidacién lipidica que se genera en
proporcion constante al proceso de peroxidacion, siendo por este
motivo un buen marcador de la misma.

Se siguid el test del &cido tiobarbitarico descrito por Wong et al. (Wong
et al., 1987).

A 500 pl de tampén AcOH 2M pH 3'5 + TBA 0'2% se le afiaden 50yl de
muestra. Se incuban durante 60 minutos a una temperatura de 95°C.
En este paso se produce la hidrolisis de los lipoperoxidos y la
consiguiente liberacion de moléculas de MDA, que se conjuga con dos
moléculas de acido tiobarbitdrico (TBA), determinandose el aducto
MDA-TBA. como indice de peroxidacion lipidica.

A cada muestra se afiaden 500 pl del tampdén KH.PO. 50 mM ph 6'8 y
se centrifuga durante 5 minutos a 13.000 rpm. y a 4° C.
Posteriormente se toman 200 yl de sobrenadante y se afiaden 200 ml
de tampon KH.PO. 50 mM ph 3'5. Se centrifuga durante 5 minutos a
13000 rp.m.ya 4°C.

El sobrenadante resultante se somete a cromatografia de alta presion
(HPLC). La deteccion del aducto MDA-TBA: se realizd con un detector
ultravioleta a una longitud de onda de 532 nm.

Las resultados se expresan en nmol/ml de plasma.
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2.2.5.- Determinacion de hemoglobina

La cantidad de hemoglobina fue valorada a través del test colorimétrico
de la casa comercial Boehringer Mannheim, siguiendo el método de Van
Kampen y Zijlstra (1961) basado en la reaccion:

Hb + Cianuro + Fenocianuro » Hb-Cianuro.

Se toman 2,5 ml del reactivo y se le afiaden 10 pl del hemolizado. Esta
mezcla se deja reacccionar durante unos 20 minutos. Paralelamente se
realiza lo mismo en otro tubo que contiene 10 pl de agua bidestilada.
Este ultimo servira de muestra “blanco”. Mediante espectrofotometria
se determina posteriormente la absorbancia a una longitud de onda de
546 nm. El resultado final se calcula de la siguiente manera:

[HB] = Absorbancia a 546 nm x 0'367 g/ml

2.2.6.- Extraccion de ADN

Tratamiento y digestion celular

La muestra sanguinea se resuspende en Buffer de extraccién de ADN
que contiene Tris-HCl 1M, 150 mM NaCly 2 mM EDTA (pH 8).

Posteriormente se afiadid docecylsulfato de sodio (SDS) a una
concentracion final de 0,5% y proteinasa K (solucién: 200 ugr/ml) a la
suspension (concentracion final de 2 mgr/ml), siendo la mezcla
incubada una hora a 56° C y dejandose a 37° C durante toda la noche.

Extraccion y purificacion

Tras la incubacion se procede a la extraccion. Se afiade un volumen
igual al de Phenol (1:1), posteriormente una mezcla 1/1 de
fenol/cloroformo: alcohol isoamilico (SEVAG) (24:1) y por ultimo con
cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), para precipitar el ADN con 2
volimenes de etanol absoluto a -20° C y 0,1 volumen de NaCl 5M. A
continuacion el ADN se seca y resuspende en un volumen de TE (TrisCIH
10mM-EDTA 1mM).



Il - Material y métodos 65

Cuantificaciéon

En un espectrémetro en sistema dual (longitud de onda 260 nm (ADN) y
280 nm (Proteinas) se hace un blanco con 495 yl de H.O destilada en
una cubeta de cuarzo micro.

Posteriormente se afiade al agua destilada 5 pl de muestray se mezcla
por inversion tapando con parafilm. Se coloca en el espectrofotometroy
se mide la absorbancia a 260 y 280 nm. Se realizan los calculos

pertinentes para la cuantificacién de ADN y la pureza de la muestra que
vendra dada por el cociente ADN/Prot.

2.2.7.- Determinacion de 8-o0xo0-dG

Digestién de ADN

La digestion se lleva a cabo incubando 0O'5 ugr ADN/ul con 100
unidades de DNAsa | en 40 pl de Tris-HCI (10mM) y 10 ul de MgCl.
0O5M (20 mM) a 37° C durante 1 hora. El pH de la solucion es
disminuido con 15 pl de ZnSO. 10 mM (para dar una concentracion final
de 1 mM), siendo la mezcla incubada durante 1 hora a 37°C. Después
de reajustar el pH con 100 pl de Tris-Hcl 0,4 M (pH 7.8) se afiaden
20 l de fosfatasa alcalina (3U) y la mezcla se incuba de nuevo durante
30 minutos.

Cuantificacién de 8-0xo0-dG

Para el andlisis de 80xo0-dG se utiliza el método por combinacion de
HPLC y EC, que permite discriminar entre bases modificadas y las no
modificadas ya que las primeras son activas electroquimicamente
mientras las normales no lo son.

Las muestras de ADN digeridas se resuspenden en agua grado HPLC y
se filtran a través de microfiltros de 0'2 pm, antes de aplicar las
muestras a una columna de cromatografia (Waters ODS HPLC- 2'5 x
0.46 i.d.; tamafio de la particula 5nm).

La cantidad de 8-0xo-dG digerida se mide mediante detector
electroquimico y U.V., segun describe Floyd (1990).

La concentracion de esta base fue registrada y calculada utilizando un
programa informético siendo expresado en 8-0x0-dG/10° dG.
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2.3.- Estudio del gen p53

PCR - SSCP

Muchas de las alteraciones que aparecen en el genoma son mutaciones
puntuales, alteraciones de una Unica base nitrogenada. Su estudio se
realiza mediante la secuenciacion directa. Debido a la complejidad de la
misma se utiliza uno de los métodos de mayor utilidad para seleccionar
aquellos casos en que presente mutacion del gen p53: la determinacion
de polimorfismos conformacionales de cadena simple (SSCP: Single-
stranded conformation polymorphism) que permite ver si existe
alteracion en el gen de la muestra. En el caso de que encontremos
alteracion, se puede caracterizar el punto exacto y tipo de mutacion
producida por secuenciacion directa (Orita et al., 1989).

En nuestro trabajo no se encontraron alteraciones en el gen p53, por lo
que no se llevé a cabo la realizacion de la secuenciacion directa.

Para la amplificacion de las secuencias objeto de estudio se utilizaron 8
primers o iniciadores diferentes (oligonucleotidos) que, uniéndose a la
cadena que queremos ampliar, catalizan el inicio de la sintesis de la
cadena complementaria por parte de la polimerasa (PCR). Las
secuencias de los primers se obtuvieron desde zonas lindantes
intrén-exon de los exones 5-8 del gen p53 humano, abarcando casi la
totalidad de la zona codificante del gen.

De cada muestra de estudio, y de una muestra de ADN normal para
control se utilizaron 100 ng de DNA genémico combinados con 8 ul de
un compuesto formado por:

dNTPs (10 mM dATP, dTTP, dCTP, dGTP, Perkin Elmer);
concentracion final: 34 pmolar, en tampon 10x

10 pmol de iniciador o primer de cada uno (5'y 3))

Polimerasa Taq (Ampli Tag DNA polymerase, Perkin Elmer
Cetus, 250 u/vial, 8U/ml (concentracion final: 1U/muestra)

H.O destilada y estéril para completar el volumen hasta 8 yl

Cl.Mg (concentracion final 2mM).
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Afnadimos a cada muestra 1 ul de *PdCTP (deoxicitosina trifosfato,
marcado con fésforo 32), dilucion 1/10 (con una actividad de
300Ci/nmol) dando lugar a un volumen final de reaccién 10 pl.

Las amplificaciones se realizaron en un ciclador térmico de ADN,
sometiendo las muestras a diferentes programas, en funcion de los
iniciadores, de acuerdo con las siguientes condiciones: temperatura de
desnaturalizacion: 94° C 30 segundos, temperatura de hibridacion 30
segundos y temperatura de sintesis: 72° C 1 minuto, durante 30 ciclos.

Las secuencias obtenidas de los iniciadores y las temperaturas de
hibridacion para cada uno de los exones se detallan en la tabla 3.1.

Tabla 3.1 - Secuencias obtenidas de los iniciadores y las temperaturas de
hibridacién para cada uno de los exones

EXON SECUENCIA TEMPERATURA
5 5 TTCCTCTTCCTGCAGTACTC 63°C
3" ACCCTGGGCAACCAGCCCTGT
6 5" ACAGGGCTGGTTGCCCAGGGT 63°C
3" AGTTGCAAACCAGACCTCAG
7 5 GTGTTGTCTCCTAGGTTGGC 63°C
3 GTCAGAGGCAAGCAGAGGCT
8 5 TATCCTGAGTAGTGGTAATC 58°C
3" AAGTGAATCTGAGGCATAAC

Una alicuota (2'5 pl) de cada una de las muestras amplificadas es
mezclada con 9 ul de soluciéon frenado de la secuenciacion (Stop
solution. USB), 1'5 ul de NaOH 0'08 Ny 1,5 pl de SDS 0'1%, e incubadas
a 95°C durante 10 minutos para su desnaturalizacion completa, y
rapidamente enfriados con hielo seco a fin de evitar su renaturalizacion.
Se carga un volumen de 3 yl de cada muestra desnaturalizada, en un gel
de poliacrilamida no desnaturalizante al 8%, que contiene 10% de
glicerol, y sometido a un campo eléctrico de 10-12 watios durante 12-
16 horas a temperatura ambiental. Los geles se secan a 80° C al vacio
y son posteriormente expuestos a peliculas de rayos X a -80° C
durante 24 horas.
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3.- Metodologia estadistica y soporte
informatico

Para efectuar el analisis de datos y calculo de resultados estadisticos se
han utilizado los programas informaticos Excel 2000 y SPSS para
Windows versién 11.5.1.

En los contrastes de hipotesis que se han efectuado, el nivel de
significacion que hemos considerado para la aceptacién de la hipétesis
nula ha sido 0’05, que es el valor mas comunmente aceptado por la
comunidad cientifica (Cuadras et al., 1991; Milton, 1998; Pardo y Ruiz
2000).

Ademaés de los estadisticos descriptivos habituales (media aritmética,
mediana, desviacion tipica, varianza, valor maximo, valor minimo, etc.) y
del analisis de regresion lineal, hemos utilizado las siguientes pruebasy
contrastes de hipdtesis (Cuadras et al.1991; Milton, 1998; Pardo y Ruiz
2000; Ferran, 2001):

Prueba de normalidad: prueba de Kolmogorov-Smirnov

Anadlisis de correlaciones bivariadas:
- Correlaciones paramétricas: coeficiente de correlacion de
Pearson
- Correlaciones no paramétricas: Tau-b de Kendall

Contrastes paramétricos sobre igualdad de medias:
- Para el caso de comparacién de medias de dos grupos: prueba
T de Student para muestras independientes.
- Para mas de dos grupos: ANOVA de un factor, con el contraste
post hoc de la Diferencia Honéstamente Significativa (HDS) de
Tukey.

Contrastes no paramétricos sobre igualdad de medias:
- Para el caso de comparacion de medias de dos grupos: prueba
U de Mann-Whitney.
- Para més de dos grupos: prueba H de Kruskal-Wallis.
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1.- Datos descriptivos de los niiios

A lo largo de los cuatro afios de duracién del programa se efectuaron
analisis a un total de 310 nifios, cuyas edades en el momento de la
revision estaban comprendidas entre los 5y 16 afios. A continuacion se
detallan las caracteristicas mas relevantes para nuestro estudio del

grupo de nifios.

Las revisiones se efectuaron en cuatro periodos diferentes en funcion

de las fechas de llegada a Valencia de los nifios:

Grupo 1:

N° de nifios analizados: 59

Fechas de reconocimiento: 27/12/1994 a 04/01/1995
Grupo 2:

N° de nifilos analizados: 97

Fechas de reconocimiento: 17/07/1995 a 09/08/1995

Grupo 3:

N° de niflos analizados: 137

Fechas de reconocimiento: 01/07/1996 a 09/08/1996
Grupo 4:

N° de niflos analizados: 17

Fecha de reconocimiento: 15/07/1997

La distribucion por sexo de los nifios se indica en el gréfico 4.1.

Grafico 4.1 - Distribucién por grupos y sexo
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La distribucién de edades de los nifios analizados se detalla en el gréafico
4.2.

Grafico 4.2 - Distribucidn por edades en el momento del reconocimiento
médico
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Calculamos la edad de los nifios en el momento del accidente de la
Central de Chernobyl. 92 nifios no habian nacido en el momento del
accidente, el resto tenia edades comprendidas entre 1 mes y 8 afios
(gréfico 4.3).

Grafico 4.3 - Edades de los nifios analizados en el momento del accidente
de la Central de Chernobyl
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Hemos calculado para cada nifio el nimero de afios de exposicion a la
radiacion crénica (numero de afios transcurridos entre el accidente de
Chernobyl y el reconocimiento médico). El numero de afios oscila entre
5y 11. Los datos se detallan en el gréafico 4.4.

Grafico 4.4 - Namero de afos de exposicion a la radiacion de los nifios
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Los nifios procedian de cuatro poblaciones de Ucrania: Slavutich, Bucha,
Irpen y Kiev.

La distancia desde estas poblaciones a la Central de Chernobyl es la
siguiente:
Slavutich: 45 Km

Irpen y Bucha: 100 Km (Irpen y Bucha son localidades
colindantes)

Kiev: 125 Km.
La distribucion de nifios por procedencia se indica en el grafico 4.5.

La mayoria proceden de Bucha e Irpen, el 60'7 % del total. El 12'3 %
procede de Slavutich y el 8% de los nifios residian en el orfanato de
Maliatko de la ciudad de Kiev. Del 19% restante no conocemos su
origen.

Los 59 nifios que se indican como de origen desconocido corresponden
a los del grupo 1, cuya procedencia no figura en los datos de que
disponemos.
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Grafico 4.5 - Distribucion por procedencia de los nifios
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2.- Estudio de las células sanguineas

Hemos realizado un andlisis de los valores del recuento de células
sanguineas en 306 nifios (hematies, plaguetas y leucocitos).
Comparando dichos valores con valores de normalidad para cada una
de las edades, observamos que los hematies y las plaquetas estén
dentro del rango de normalidad.

Tabla 4.1 Estadisticos descriptivos

N Minimo Maximo Media Desv. tip.
Hematies (x10°/ mm’) 306 3,74 542 | 45112 29679
Plaguetas (x10°/mm’) 306 130 436 | 273,92 56,497
Leucocitos Tot. (/mm?) 306 3200 14200 | 7038,27 1699,998
Linfocitos Tot. (mm?) 306 600 5500 | 2788,04 755,595
N valido (segun lista) 306

En el caso de los leucocitos, no podemos afirmar que exista leucopenia
en ningln caso. Solo se detectd un caso de leucocitosis. En relacion con
los linfocitos, inicamente podemos hablar de linfopenia en un caso. Se
trata, por tanto, de dos casos aislados que no tienen significado en el
conjunto de grupo.

2.1.- Relacion con factores de irradiacion

Hemos analizado mas detalladamente los leucocitos y linfocitos por ser
las células mas sensibles a la irradiacion para ver si existe una
correlacion entre sus valores y la distancia del lugar de residencia de los
nifios al origen de la radiacion (la Central de Chernobyl) y los afios a los
que ha estado expuesto a la radiacion.

Para ello se ha utilizado el coeficiente de correlacion de Pearson.

Los datos obtenidos se relacionan en la tabla 4.2.
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Tabla 4.2.- Correlaciones de valores de células sanguineas factores de

radiacion
Afos
Distancia Radiacion Leucocitos Linfocitos
Distancia Correlacion de ) " ) )
Pearspn 1 v262( ) ,111 ,018
Sig. (bilateral) . ,000 ,083 783
N 251 251 247 247
Afos Correlacion de ke
Radiacion Pearson 7262(*) 1 031 1051
Sig. (bilateral) ,000 . 592 371
N 251 310 306 306
Leucocitos | Correlacién de ke
Pearson 2111 031 1 553(**)
Sig. (bilateral) ) 592 ) 000
N 247 306 306 306
Linfocitos Correlacion de
Pearson 018 051 553(**) 1
Sig. (bilateral) 783 371 ,000 .
N 247 306 306 306
** | a correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

* La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).

No hemos hallado ninguna correlacion significativa.

2.2.- Relacion con la edad de los niiios en el momento
del accidente

Del mismo modo que antes, verificamos, mediante el coeficiente de
correlacion de Pearson, si existe relacion entre el valor de leucocitos y
linfocitos con la edad de los nifios en el momento del accidente.

El resultado se muestra en la tabla 4.3.
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Tabla 4.3 - Correlaciones de valores de células sanguineas factores de
radiacion

Edad en el
momento del
accidente Leucocitos (T) | Linfocitos (T)
Edad en el momento | Correlacion de
del accidente Pearson 1 -073 »141(%)
Sig. (bilateral) ) 285 039
N 217 214 214
Leucocitos (T) Correlacion de
Pearson -073 1 S53(*%)
Sig. (bilateral) 285 . ,000
N 214 306 306
Linfocitos (T) Correlacion de * ke
Pearson »141(%) 553(*%) 1
Sig. (bilateral) 039 000 )
N 214 306 306

** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
* La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).

Solo es significativa la correlacion de linfocitos con la edad del nifio en el
momento del accidente (p=0'04). Es decir, el nimero de linfocitos es
menor cuanto mayor era la edad del nifio en el momento del accidente.

Hemos obtenido los datos de regresion para cuantificar el grado de
influencia de la edad del nifio sobre el nivel de linfocitos:

Regresion Linfocitos /Z Edad del nifio en el momento del accidente

Tabla 4.4 - Variables introducidas/eliminadas (b)

Variables Variables
Modelo introducidas eliminadas Método
1 Edad en el
momento del Introducir
accidente(a)
a Todas las variables solicitadas introducidas
b Variable dependiente: Linfocitos (T)
Tabla 4.5 - Resumen del modelo
R cuadrado Error tip. de la
Modelo R R cuadrado corregida estimacion
1 141(a) ,020 015 732,895

a Variables predictoras: (Constante), Edad en el momento del accidente
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Tabla 4.6 - ANOVA(Db)
Suma de Media
Modelo cuadrados gl cuadratica F Sig.
1 Regresion 2316029,174 1| 2316029174 | 4,312 | ,039(a)
Residual 113872488,583 | 212 537134,380
Total 116188517,757 | 213
a Variables predictoras: (Constante), Edad en el momento del accidente
b Variable dependiente: Linfocitos (T)
Tabla 4.7 - Coeficientes(a)
Coeficientes no Coeficientes
estandarizados estandarizados t Sig.
Modelo
B Error tip. Beta
1 (Constante) 2854,453 | 84,637 33,726 | ,000
Edad en el
momento del 55,115 | 26,542 4141 2,076 ,039
accidente

a Variable dependiente: Linfocitos (T)

Gréfico 4.6 — Diagrama de dispersion y recta de regresion: Linfocitos en
funcién de la edad en el momento del accidente.
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Se observa que pese a que existe una correlacion lineal negativa entre
ambas variables, la influencia de la edad del nifio en el momento del
accidente explica en un porcentaje muy bajo el valor de Linfocitos (R*
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tiene un valor de 0'02 y R corregida es 0'015). Es decir, segun el
modelo la variacion en el valor de linfocitos esta explicada por la edad
del nifio en el momento del accidente en un 2% (0 1'5% si tomamos R*
corregida).

La dispersion observada y el bajo valor de R* muestran que el ajuste de
la recta obtenido es bastante pobre.

2.3.- Analisis en funcion de si el nifno habia nacido o no
en el momento del accidente
Adicionalmente hemos estudiado también si existe alguna diferencia

entre los valores de leucocitos y linfocitos entre los nifios que habian
nacido y los que no habian nacido en el momento del accidente.

Para este andlisis hemos efectuado la prueba T de comparacion de
medias de ambos grupos de nifios para ver si se obtenia alguna
diferencia significativa:

Comparacion de medias - Prueba T

Tabla 4.8 - Estadisticos de grupo

Nacidos / No Desviacién | Error tip. de la
nacidos N Media tip. media
Linfocitos (T) No habia nacido 60 2783,33 757,150 97,748
Si habia nacido 216 282056 | 756,412 51,467
Leucocitos (T) No habia nacido 60 6874,67| 1628,635 210,256
Si habia nacido 216 711282 | 1734,939 118,048

Segun los datos que se muestran en la tabla 4.9 podemos concluir que
ni en el caso de leucocitos ni en linfocitos existe diferencia significativa
de medias entre los nifios nacidos antes y después del accidente de la
Central de Chernobyl.
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Tabla 4.9 - Prueba de igualdad de medias muestras independientes datos células sanguineas.

Prueba de Levene
para igualdad de

varianzas Prueba T para la igualdad de medias
95% Intervalo de
confianza para la
diferencia
Sig. Diferencia | Error tip. de la
F Sig. t gl (bilateral) | de medias diferencia
Inferior Superior
Linfocitos Se han asumido
varianzas |gua|es ,075 ,785 ',337 274 ,736 '37,22 110,408 '254,579 180,134
No se han
asumido varianzas 4337 94,261 737 -37,22 110,469 256,554 182,110
iguales
Leucocitos | Se han asumido
No se han
asumido varianzas 988 99,350 326 -238,16 241,128 716,587 240,272
iguales
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3.- Analisis de la funcidn tiroidea

De los 306 nifios en los que se obtuvo el valor de la TSH, 39 tenian un
valor por encima del normal (un 12'7%). Los valores de T4L de estos
39 nifios eran normales. En 4 nifios se encontr6 un valor de TSH por
debajo del normal, de éstos 3 tenian un valor de T4L normal y uno por
debajo de los limites normales.

3.1.- Relacion con factores de irradiacion

Al igual que en el caso de las células sanguineas hemos buscado la
correlacion entre la distancia del lugar de residencia de los nifios al
origen de la radiacion (la Central de Chernobyl) y los afios a los que ha
estado expuesto a la radiacién y los valores de T4 Libre y TSH. Para ello
se ha utilizado el coeficiente de correlaciéon de Pearson.

Los datos obtenidos se muestran en la tabla 4.10.

La conclusion es que s6lo es significativa la correlacién T4L / Afios de
exposicion a la radiacion (p<0'001). Existe una correlacion negativa: a
mas afios de exposicion a la radiacion menor valor de T4L.

El resto de correlaciones no son significativas.

Tabla 4.10 - Correlaciones funcion tiroidea - factores de radiacion

Afos
Distancia Radiacién T4L TSH
Distancia Correlacion de Pearson 1 -262(**) 076 066
Sig. (bilateral) ) 000 238 299
N 251 251 244 248
Afos Correlacién de Pearson 4 262(**) 1 4 222(**) 045
Radiacién Sig. (bilateral
ig. (bilateral) ,000 . ,000 433
N 251 310 303 306
T4L Correlacién de Pearson -076 4 222(**) 1 .028
Sig. (bilateral) 238 ,000 . 621
N 244 303 303 305
TSH Correlacién de Pearson -066 ,045 -028 1
Sig. (bilateral) 299 433 621 ‘
N 248 306 303 306
** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

* La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
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Para la variable cuya correlacion es significativa se han obtenido los
correspondientes valores de la recta de regresion:

Regresion TAL / Afios de exposicidn

Tabla 4.11 - Variables introducidas/eliminadas (b)

Variables Variables
Modelo introducidas eliminadas Método
1 Afios .
Radiacion(a) Introducir
a Todas las variables solicitadas introducidas

b Variable dependiente: T4 Libre

Tabla 4.12 - Resumen del modelo

R cuadrado Error tip. de la
Modelo R R cuadrado corregida estimacion
1 ,222(a) ,049 ,046 2197
a Variables predictoras: (Constante), Afios de radiacion
Tabla 4.13 - ANOVA(b)
Suma de Media
Modelo cuadrados gl cuadratica F Sig.
1 Regresion 756 1 756 | 15666 | ,000(a)
Residual 14,534 301 ,048
Total 15,291 302
a Variables predictoras: (Constante), Afios Radiacion
b Variable dependiente: T4 Libre
Tabla 4.14 - Coeficientes(a)
Coeficientes no Coeficientes
estandarizados estandarizados t Sig.
Modelo
B Error tip. Beta
1 (Constante) 1,470 ,092 15,983 ,000
T4 Libre 041 ,010 -222 3,958 ,000

a Variable dependiente: T4 Libre

Pese a que existe una correlacion lineal negativa entre ambas variables,
la influencia de la distancia explica en un porcentaje bajo el valor de la
T4L (R? tiene un valor de 0'049 y R*corregida es 0'046). Es decir, segun
el modelo, la variacién en el valor de T4L esta explicada por los afios de
exposicion en un 4'9% (o0 4'6% si tomamos R’ corregida).
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La dispersion observada y el valor bastante bajo de R*indican que el
ajuste de la recta obtenido es bastante pobre. La recta de regresion
minimo-cuadratica no parece muy adecuada para explicar
satisfactoriamente la pauta de relacion de estas variables.

Grafico 4.7 — Diagrama de dispersion y recta de regresion: T4L /Z Afos
de exposicion.
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3.2.- Relacion con la edad de los niinos en el
momento del accidente

Buscamos ahora la correlacién entre la edad del nifio en el momento
del accidente y los valores de T4 Libre y TSH. Para ello utilizamos el
coeficiente de correlaciéon de Pearson. El resultado se muestra en la
tabla 4.15.

Tabla 4.15 - Correlaciones funcion tiroidea - factores de radiacion

Edad en el
momento del
accidente T4 Libre TSH
Edad en el Correlacion de Pearson 1 -034 -056
momento del ; ;
Sig. (bilateral
accidente 9 ( ) . 625 412
N 217 214 214
T4 Libre Correlacién de Pearson -034 1 -028
Sig. (bilateral) 625 . 621
N 214 303 305
TSH Correlacion de Pearson -056 -028 1
Sig. (bilateral) 412 621 .
N 214 303 306
** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

* La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).

No se han hallado correlaciones significativas.

3.3.- Analisis en funcion de si el niio habia nacido o
no en el momento del accidente
Comprobamos ahora si existe alguna diferencia entre bs valores

medios en los grupos de nifios que ya habian nacido en el momento del
accidente y los que no habian nacido.

Para ello hemos utilizado la prueba T de igualdad de medias con los
siguientes resultados:
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Prueba T - Funcién tiroidea
Tabla 4.16 - Estadisticos de grupo
Nifio nacido
antes/después Desviacién | Error tip. de la
accidente N Media tip. media
T4 Libre No habia nacido 61 1,118 3041 0389
Si habia nacido 215 1,131 2931 ,0200
TSH No habia nacido 60 3,948 1,4377 1856
Si habia nacido 216 2911 1,6222 1104

En el caso de T4L no hay diferencias significativas en las medias en

ambos grupos.

En cambio en el caso de la TSH hemos encontrado que los nifios
nacidos después del accidente nuclear tienen un valor medio de TSH
mas bajo que los nifios que aun no habian nacido en el momento del
accidente (p<0’'001).
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Tabla 4.17 - Prueba de muestras independientes de igualdad de medias de T4L y TSH en nifios nacidos y no nacidos

Prueba de Levene
para la igualdad de

varianzas Prueba T para la igualdad de medias
95% Intervalo de
’ confianza para la
Error tip. de diferencia
Sig. Diferencia la
F Sig. T gl (bilateral) de medias diferencia
Inferior Superior
T4 Libre | Se han asumido
varianzas |gua|es ,614 ,434 ',304 274 ,762 ',013 ,0429 ',0974 ,0714
No se han
asumido varianzas 4297 93,951 767 4013 ,0438 0999 ,0739
iguales
TSH Se han asumido
varianzas iguales 1,962 162 | 4,484 274 ,000 1,037 2312 ,5815 1,4919
No se han
asumido varianzas 4801 | 104,523 ,000 1,037 2160 6085 1,4649
iguales
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4.- Estudio de los parametros de estrés
oxidativo

4.1.- Datos descriptivos de los niiios sobre los que
se han realizado el estudio de parametros del
estrés oxidativo

En los grupos 3 y 4 cuyas fechas de reconocimiento fueron del
01/07/1996 a 09/08/1996 y el 15/07/1997 respectivamente,
ademas de los datos clinico-analiticos se realiz6 estudio de parametros
oxidativos.

Al igual que hemos hecho antes con el total de nifios efectuamos a
continuacion una descripcién de este conjunto de nifios,

NUmero total de nifios estudiados: 154
71 nifios (46'1 %)
83 nifias (53'9 %)

106 proceden de orfanatos (68'8 %)
48 vivian con familias (31'2%)

Las edades de los nifios en el momento de la revision y la distribucion de
edades de los nifios analizados en el momento del accidente de la
Central de Chernobyl se pueden observar en los gréficos 4.8 y 4.9.
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Grafico 4.8 - Edades de los nifios en el momento del accidente
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Grafico 4.9 - Distribucion por edades de los nifios en el momento del
accidente
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En el grafico 4.10 se indica el nimero de nifios por lugar de
procedencia.

Grafico 4.10 - Distribucién por lugar de procedencia
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La distribucion de los nifios por afios de exposicién a la radiacion se
detalla en el grafico 4.11.

Grafico 4.11 - Distribucion por aiios de exposicion a la radiacion
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4.2 .- Analisis de valores de marcadores del estrés
oxidativo

Ademas de una descripcion estadistica de los resultados de cada valor,
dado que en la literatura médica no hemos encontrado suficientes
estudios que permitan asumir la hipotesis de que los valores de estas
variables se distribuyen normalmente, efectuaremos en cada caso un
contraste de hipotesis de validacion de que la muestra procede de una
poblacion con distribucion normal. Para este contraste, al ser el tamafio
de la muestra suficientemente grande utilizaremos la prueba de
Kolmogorov-Smirnov-Lillefors.

4.2.1.- Enzimas y sustrato antioxidantes
CATALASA
Se obtuvo el valor de catalasa en 109 nifios, con un valor minimo de

54'77 U/g Hb. y un valor maximo de 198'91. El valor medio de los
obtenidos fue 130'87.

Tabla 4.18 - Datos descriptivos obtenidos de CATALASA (U/g Hb)

Estadistico | Error tip.
Catalasa Media 130,8706 | 3,20380
Intervalo de confianza | Limite inferior 124 5202
N° casos = 109 ; .
para la media al 95% Limite superior
137,2211
Media recortada al 5% 131,6160
Mediana 135,4600
Varianza 1118,814
Desv. tip. 33,44868
Minimo 54,77
Méaximo 198,91
Rango 144,14
Amplitud intercuartil 48,8400
Asimetria 0,296 0,231
Curtosis 0431 0,459
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Tabla 4.19 - Prueba de normalidad

Kolmogorov-Smirnov(a)

Estadistico

o]

Sig.

Catalasa 062

109

200(*)

* Este es un limite inferior de la significacion verdadera.
a Correccion de la significacion de Lilliefors

Por tanto, en base al resultado obtenido, aceptamos que la muestra

procede de poblacién con distribucién normal.

Tanto el histograma como los gréaficos QQ normal y QQ normal sin

tendencias vienen a confirmar esta hipotesis.

Grafico 4.11 — Histograma con curva normal de la Catalasa

Histograma Catalasa

20

10

Frecuencia

=2 =2
=) o
[re} =

Catalasa

=2
o
&

1100 |

1300 |

1500 |
170,0

1900 |

Desv. tip. = 33,45
Media = 130,9
N = 109,00



IV - Resultados

90

Grafico 4.12 — Grafico Q-Q normal y Q -Q normal sin tendencias de

Catalasa
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SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD)

El valor de SOD se obtuvo en 106 nifos. Los valores extremos obtenidos
fueron de un minimo de 3'01 U/mg Hb. y un maximo de 23'81. La

media fue 9'32.

Tabla 4.20 - Descriptivos obtenidos de SOD (U/mg Hb.)

Estadistico | Error tip.
Superoxido dismutasa | Media 9,3192 | 0,53845
_ Intervalo de confianza para la | Limite
N® casos = 106 media al 95% inferior 82515
Limite
superior | 10,3868
Media recortada al 5% 8,9272
Mediana 7,6200
Varianza 30,732
Desv. tip. 5,54363
Minimo 3,01
Méximo 23,81
Rango 20,80
Amplitud intercuartil 75400
Asimetria 1,033 0,235
Curtosis 0,042 0,465
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Tabla 4.21 - Prueba de normalidad SOD

Kolmogorov-Smirnov(a)

Estadistico

gl

Sig.

Superoxido dismutasa

,188

106

,000

a Correccion de la significacién de Lilliefors

En este caso concluimos que la muestra no procede de poblacion con
distribucion normal. Este resultado viene avalado por la observacion del

histograma y los gréaficos Q-Q normal y Q-Q normal sin tendencias

Grafico 4.13 Histograma de la Superdxido dismutasa.
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Grafico 4.14 — Grafico Q-Q normal y Q-Q normal sin tendencias de
Superodxido dismutasa
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GLUTATION REDUCIDO (GSH)

Los valores de glutation reducido se obtuvieron de un total de 123
nifios, con un valor minimo de 1'10 U/g Hb. y un maximo de 7'89. La

media fue de 3'80.

Tabla 4.22 - Datos descriptivos obtenidos de GSH (U/g Hb.)

Estadistico | Error tip.
Glutation reducido | Media 3,7967 0,14185
NO casos = 123 :lteedri\;afl ges(()z)nflanza parala il_r:][r;rtiir 35159
Limite
superior 4,0775
Media recortada al 5% 3,7605
Mediana 3,7900
Varianza 2,475
Desv. tip. 157318
Minimo 1,10
Maximo 7,89
Rango 6,79
Amplitud intercuartil 2,5900
Asimetria 0,266 0,218
Curtosis -0,649 0,433
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Tabla 4.23 - Pruebas de normalidad GSH

Kolmogorov-Smirnov(a)

Estadistico

gl

Sig.

Glutation reducido 073

123

171

a Correccion de la significacion de Lilliefors

El resultado de la prueba nos lleva a admitir que la muestra procede de
una poblacién normal. Ademas ello es confirmado por la observacion del
histograma y los graficos Q-Q normal y Q-Q normal sin tendencias.

Grafico 4.15 Histograma con curva normal del Glutation reducido.
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Grafico 4.16 — Grafico Q-Q normal y Q-Q normal sin tendencias del
Glutation reducido.
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4.2.2.- Marcador de peroxidacion lipidica

MALONDIALDEHIDO (MDA)

Se han obtenido datos de 137 nifos. El valor minimo hallado es de
11'66 nmol/ml, el valor maximo ha sido 69'6 y la media 30'19.

Tabla 4.24 - Datos descriptivos obtenidos de MDA (nmol/ml)

Estadistico Error tip.
Malondialdehido | Media 30,1930 | 0,89203080
_ Intervalo de Limite inferior 28,4290
N casos = 137 confianza parala it superior
media al 95% 31,9571
Media recortada al 5% 29,4325
Mediana 27,9099
Varianza 109,013
Desv. tip. 10,44095
Minimo 11,6586
Méximo 69,5981
Rango 57,934
Amplitud intercuartil 10,2454
Asimetria 1,358 0,207
Curtosis 2,797 0411
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Tabla 4.25 - Pruebas de normalidad MDA

Kolmogorov-Smirnov(a)

Estadistico

gl

Sig.

Malondialdehido

126

137

,000

a Correccion de la significacion de Lilliefors

Concluimos que la muestra no procede de poblacion con distribucion
normal. El histograma y las tablas QQ normal y QQ sin tendencias
obtenidas son las siguientes:

Grafico 4.17 — Histograma del Malondialdehido
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Grafico 4.18 — Grafico Q-Q normal y Q-Q normal sin tendencias del
Malondialdehido

Gréfico Q-Q normal de MDA Gréfico Q-Q normal sin tendenc. v
3 2,0
2 i : 15 %a
r L]
1 e
1,0 o
o
s{ w
o . -
-l g E B
2 i 5 W % e
g g g %0 y P
g § S,
Z -3 r r - - - - - -5 r r r r r r
0 10 20 30 40 50 60 70 80) 10 20 30 40 50 60 70 80
Valor observado Valor observado

4.2.3.- Base mutagénica 8-oxo-2’-deoxiguanosina (8-oxo-dG)

Se han obtenido datos de 91 nifios. Los valores estan comprendidos
entre un minimo de 1'89 moléculas/10° dG y un maximo de 14'53. La
media ha sido 5'94.

Tabla 4.26 - Datos descriptivos obtenidos de 8-0x0-dG /710°dG

Estadistico Error tip.
8-0x0-dG Media 59419 | 0,33657
oo [y [amerers | szree
media al 95% 6,6105
Media recortada al 5% 57121
Mediana 5,2000
Varianza 10,308
Desv. tip. 3,21064
Minimo 1,89
Maximo 14,53
Rango 12,64
Amplitud intercuartil 3,9000
Asimetria 1,006 0,253
Curtosis 0,260 0,500
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Tabla 4.27 - Prueba de normalidad 8-0xo0-dG

Kolmogorov-Smirnov(a)

Estadistico

gl

Sig.

8-0x0-dG 0,125

91

0,001

a Correccion de la significacion de Lilliefors

En este caso concluimos que la muestra no procede de poblacién con
distribucion normal. La observacion del histograma y los graficos Q-Q
normal y QQ normal sin tendencias también nos lleva a concluir lo

mismo.

Grafico 4.18 — Histograma de 8-0x0-dG
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Grafico 4.19 — Grafico Q-Q normal y Q-Q normal sin tendencias del

8-0x0-dG

Grafico Q-Q normal 8-oxo-dG

Normal esperado

f,.r"

T
-10 0

Valor observado

T
10 20

Desv. de normal

Gréafico Q-Q normal sin tendencia:

Yoo

Valor observado

T
12

T
14 16




IV - Resultados 99

4.3.- Relacion con el sexo y la edad
SEXO:

El nimero de casos por sexo era el siguiente:

Tabla 4.27 - Resumen de casos

Sexo N
Catalasa Masculino 50
Femenino 59
SOD Masculino 51
Femenino 55
GSH Masculino 61
Femenino 62
MDA Masculino 62
Femenino 75
8-0x0-dG Masculino 41
Femenino 50

En primer lugar buscamos si existen diferencias en los valores de los
parametros oxidativos en funcion del sexo.

Mediante el gréafico 4.20 es posible realizar un andlisis preliminar sobre
las diferencias de media por sexo en cada sustancia. A primera vista no
parece haber diferencias importantes entre uno y otro sexo. No
obstante, hemos efectuado los correspondientes contrastes de
hipétesis estadisticos para verificar si estas diferencias son
significativas o no.
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Grafico 4.20 - Valores medios de catalasa, SOD, GSH, MDA y 8-ox0-dG
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Hemos utilizado la prueba T de Student para contrastar la hipétesis de
que las medias son iguales en nifios y en nifias en el caso de la Catalasa
y Glutation reducido, Para la GSH, 8oxo-dG y MDA dado que no
podemos asegurar que sus valores poblacionales se distribuyan
normalmente, utilizaremos contrastes no paramétricos, concretamente
la prueba U de Mann-Whitney.

Prueba T de igualdad de medias de Catalasa y GSH entre sexo
masculino - femenino

Tabla 4.28 - Estadisticos de grupo

Error tip. de la
Sexo N Media Desviacion tip. media
Catalasa Masculino 50 132,4392 33,26628 470456
Femenino 59 1295414 33,82995 440428
GSH Masculino 61 3,7531 1,59147 20377
Femenino 62 3,8395 1,56677 ,19898
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Tabla 4.29- Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene para
la igualdad de varianzas

Prueba T para la igualdad de medias

95% Intervalo de conf,

Error tip. de para la diferencia
Sig. Diferencia la
F Sig. t al (bilateral) | de medias | diferencia
Inferior Superior

Catalasa | Se han asumido

varianzas iguales ,000 996 449 107 ,654 2,8978 6,45346 -9,89538 | 15,69107

No se han _

%Su“;}ggo varianzas /450 | 104,630 654 28978| 644443 | 988079 1567648
GSH Se han asumido

varianzas iguales 054 816 | -303 121 762 0864 28477 165018 ATT37

No se han

asumido varianzas

-303 | 120,876 762 0864 28481 65025 47745

iguales
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No podemos rechazar la hipotesis nula de igualdad de medias. Por
tanto, no es posible aceptar que las medias de Catalasa y GSH de
ambos grupos sean diferentes.

Prueba U de Mann-Whitney de igualdad de medias entre sexo
masculino y femenino de valores de SOD, MDA y 8-0x0-dG

Tabla 4.30 - Rangos

Rango

Sexo N promedio Suma de rangos

SOD Masculino 51 52,47 2676,00
Femenino 55 54,45 2995,00
Total 106

MDA Masculino 62 74,55 4622,00
Femenino 75 64,41 4831,00
Total 137

8-0x0-dG Masculino 41 48,18 1975,50
Femenino 50 4421 2210,50
Total 91

Tabla 4.31 - Estadisticos de contraste(a)

Superoxido

dismutasa Malondialdehido 8-0x0-dG
U de Mann-Whitney 1350,000 1981,000 935,500
W de Wilcoxon 2676,000 4831,000 2210,500
z -332 -1,488 \714
Sig. asintot. (bilateral) 740 137 475

a Variable de agrupacion: Sexo

Tampoco en este caso podemos rechazar la igualdad de medias.

Por tanto concluimos que no se han hallado diferencias significativas
entre nifios y nifias en los niveles de Catalasa, Superdxido dismutasa,
Glutation reducido, malondialdehido y 8-oxo-2’-deoxiguanosina.
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EDAD:

Buscamos a continuacion si existe alguna correlacion entre los valores
de estos cinco parametros con la edad en el momento de la revision.

En el caso de la Catalasa y GSH utilizamos el coeficiente de correlacion
de Pearson:

Tabl_a 4;32 - Correlaciones Catalasa- GSH con edad en el momento de la
revision

Edad en
revision Catalasa GSH
Edad en el momento | Correlacion
de la revision de Pearson 1 »110 064
Sig. (bilateral) ) 254 484
N 310 109 123
Catalasa Correlacién
de Pearson »110 1 167
Sig. (bilateral) 254 ) 112
N 109 109 92
GSH Correlacién
de Pearson 064 167 1
Sig. (bilateral) 484 112 ‘
N 123 92 123
** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

La conclusion es que no se ha hallado ninguna correlacion significativa
entre los valores de Catalasa y GSH y las edades de los nifios en el
momento de la revision.

Para el realizar el mismo estudio en el caso de la SOD, MDA y 8-0x0-dG
utilizaremos correlaciones no paramétricas, concretamente usaremos
la Tau-b de Kendall.

Este contraste nos muestra que no existe correlacion significativa entre
los valores SOD, MDA y 8-0x0-dG y la edad de los nifios en el momento
de la revision.
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Tabla 4.33 - Correlaciones no paramétricas SOD, MDA, 8-0xo0-dG - Tau-b

de Kendall

Edad SOD MDA 8-0x0-dG

Tau-b de Edad Coeficiente de
Kendall correlacion 1,000 -025 033 074
Sig. (bilateral) ‘ 723 585 324
N 310 106 137 91

SOD Coeficiente de
correlacion 025 1,000 002 4125
Sig. (bilateral) 723 982 146
N 106 106 96 64

MDA Coeficiente de
correlacion ,033 -002 1,000 118
Sig. (bilateral) 585 982 . 125
N 137 96 137 79

8-0x0-dG | Coeficiente de
correlacion 074 1125 118 | 1,000
Sig. (bilateral) 324 146 125 ‘
N 91 64 79 91

** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
* La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).

4.4 .- Relacion con factores de irradiacion

4.4.1.- Analisis de correlacion de los parametros de estrés
oxidativo con la distancia al lugar donde se produjo el

accidente y aifios de exposicion

A continuacion buscamos la correlacion entre los valores de los cinco
parametros y los factores de irradiacion, la distancia al foco de la

radiacion y los afios de exposicién cronica a la misma.

En el caso de la Catalasa y GSH utilizamos el coeficiente de correlacién
de Pearson (tabla 4.34).
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Tabla 4.34 - Correlaciones Catalasa- GSH con factores de irradiacion

Aflos
Distancia Radiacion Catalasa GSH

Distancia Correlacion de ) ek * _—

Pearson 1 ,262(**) ,194(*) | ,287(**)

Sig. (bilateral) . ,000 ,043 ,001

N 251 251 109 123
Afios Radiacion | Correlacion de .262(*%) 1 132 043

Pearson

Sig. (bilateral) ,000 . 170 ,635

N 251 310 109 123
Catalasa Correlacion de

Pearson ,194(*) 4132 1 167

Sig. (bilateral) ,043 170 ‘ 112

N 109 109 109 92
GSH Correlacion de

Pearson ,287(**) ,043 167 1

Sig. (bilateral) ,001 635 112 :

N 123 123 92 123

** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
* La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).

El valor de catalasa y la distancia al origen de la radiacion se

correlacionan positivamente de forma significativa (p=0'043).

El valor de GSH y la distancia al origen de la radiacion se correlacionan
positivamente de forma significativa (p=0'001).

Es decir, los niveles de catalasa y GSH aumentan a medida que nos

alejamos del foco de radiacion.

La correlacion con los afios de exposicion no es significativa.

En el caso de la SOD, MDA y 8-0xo-dG utilizamos contrastes no
parameétricos, obtenemos la Tau-b de Kendall (tabla 4.35).
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Tabla 4.35 - Correlaciones no paramétricas SOD, MDA 8-0xo0-dG con
factores de irradiacion - Tau-b de Kendall

Afios 8-0x0-
Distancia | Radiacion SOD MDA dG

Tau-b Distancia | Coeficiente de
Kendall correlacién 1,000 | -255(**) -058 141(*) -108
Sig. (bilateral) ‘ ,000 455 ,040 202
N 251 251 106 137 91

Afos Coeficiente de
Radiacion | correlacion -255(**) 1,000 048 004 ,080
Sig. (bilateral) ,000 ‘ 519 945 325
N 251 310 106 137 91

SOD Coeficiente de
correlacion -058 ,048 1,000 002 4125
Sig. (bilateral) 455 519 ‘ 982 146
N 106 106 106 96 64

MDA Coeficiente de
correlacion ,141(*; ,004 -002 1,000 118
Sig. (bilateral) ,040 945 982 ‘ 125
N 137 137 96 137 79

8-0x0-dG Coeficiente de
correlacion 108 ,080 4125 118 1,000
Sig. (bilateral) 202 325 146 125 .
N 91 91 64 79 91

** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

* La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).

Este estadistico nos indica que el valor de MDA se correlaciona con la
distancia al origen de la radiacion positivamente de forma significativa
(p=0'04). El valor de MDA aumenta con la distancia al foco de radiacion.

El resto de correlaciones no son significativas

Por tanto, los resultados obtenidos nos muestran una relacion entre la
distancia al lugar del accidente y los valores de Catalasa, GSH y MDA.
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4.4.2.- Modelo de regresion lineal con la distancia

Hemos buscado un modelo de regresion que permita explicar los
valores de estos parametros en funcion de la irradiacion. Utilizando los
datos de que disponemos en este estudio podriamos intentar
establecer un modelo suponiendo que el nivel de irradiacién recibido es
funcion de la distancia al origen de la radiacion y al n® de afios a los que
se ha estado expuesto a la radiacion.

No obstante, en el caso de la SOD y 8-0x0-dG no hemos encontrado que
los factores de irradiacion produzcan efectos significativos en los
valores de estos parametros (no existe correlacion entre las variables).
En el caso de la Catalasa, GSH y MDA existe correlacién con la distancia
al origen de la radiacion, pero no se ha hallado correlacion con la
variable tiempo de exposicién a la radiacion.

CATALASA

El analisis de la regresion lineal simple tomando como variable
independiente la distancia muestra los siguientes resultados:

Tabla 4.36 - Resumen del modelo

R cuadrado | Error tip. de la
Modelo R R cuadrado [ corregida estimacion

1 ,194(a) ,038 ,029 32,96490

a Variables predictoras: (Constante), Distancia
b Variable dependiente: Catalasa

Tabla 4.37 - ANOVA(b)

Modelo Suma de Media
cuadrados gl cuadréatica F Sig.
1 Regresion 4556,652 1| 4556,652 4193 ,043(a)
Residual 116275,260 | 107 | 1086,685
Total 120831,912 | 108

a Variables predictoras: (Constante), Distancia
b Variable dependiente: Catalasa
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Tabla 4.38 - Coeficientes(a)

Modelo Coeficientes no Coeficientes _
estandarizados estandarizados t Sig.
B Error tip. Beta
1 (Constante; | 110,480 | 10,446 10,576 ,000
Distancia 234 114 194 2,048 043

a Variable dependiente; Catalasa

Pese a que existe una correlacion lineal positiva entre ambas variables
la influencia de la distancia al origen de la radiacion explica en un
porcentaje bastante bajo el valor de la Catalasa (R® tiene un valor de
0'038 y R corregida es 0'029). Segun este modelo la variacion en el
valor de la catalasa estd explicada por la distancia al origen de la
radiacion en un 3'8 % (0 2'9 % si tomamos R’ corregida).

La dispersion observada y el bajo valor de R* muestran sin embargo que
el ajuste de la recta obtenido es bastante pobre. La recta de regresion
minimo-cuadratica no parece muy adecuada para explicar
satisfactoriamente la pauta de relacion de las variables.

Grafico 4.21 — Diagrama de dispersion, recta de regresion y ajuste:
valores de Catalasa en relacion a la distancia al origen de la radiacion.
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GSH

El andlisis de la regresion lineal simple tomando como variable

independiente la distancia muestra los siguientes resultados:

Tabla 4.39 - Variables introducidas/eliminadas (b)

Variables Variables
Modelo introducidas eliminadas Método
1 Distancia(a) Introducir

a Todas las variables solicitadas introducidas
b Variable dependiente: Glutation reducido

Tabla 4.40 - Resumen del modelo(b)

R cuadrado Error tip. de la
Modelo R R cuadrado corregida estimacion
1 ,287(a) ,082 ,075 151314
a Variables predictoras: (Constante), Distancia
b Variable dependiente: Glutation reducido
Tabla 4.41 - ANOVA(b)
Suma de Media
Modelo cuadrados gl cuadratica F Sig.
1 Regresion 24,895 1 24895 | 10,873 ,001(a)
Residual 277,042 121 2,290
Total 301,937 122
a Variables predictoras: (Constante), Distancia
b Variable dependiente: Glutation reducido
Tabla 4.42 - Coeficientes(a)
Coeficientes no Coeficientes
estandarizados estandarizados t Sig.
Modelo
B Error tip. Beta
1 (Constante) 2,283 A79 4,766 ,000
Distancia 017 ,005 287 | 3,297 ,001

a Variable dependiente: Glutation reducido

Pese a que existe una correlacion lineal positiva entre ambas variables
la influencia de la distancia al origen de la radiacion explica en un
porcentaje relativamente bajo el valor del GSH (R? tiene un valor de
0'082 y R corregida es 0'075). La variacién en el valor del GSH esta
explicada por la distancia al origen de la radiacion en un 82 % (0 7'5 %
si tomamos R?corregida).
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Grafico 4.22 — Diagrama de dispersion, recta de regresion y ajuste
valores de GSH en relacidon a la distancia al origen de la radiacion.
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El modelo de regresion lineal simple tomando como variable
independiente la distancia no ofrece resultados significativos.

Tabla 4.43 - Variables introducidas/eliminadas (b)

Variables Variables
Modelo introducidas eliminadas Método
1 Distancia(a) . Introducir
a Todas las variables solicitadas introducidas

b Variable dependiente: Malondialdehido

Tabla 4.44 - Resumen del modelo(b)

R cuadrado Error tip. de la Durbin-
Modelo R R cuadrado corregida estimacion Watson
1 ,099(a) ,010 ,002 | 10,42858802 1,037

a Variables predictoras: (Constante), Distancia
b Variable dependiente: Malondialdehido
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Tabla 4.45 - ANOVA(b)

Suma de Media
Modelo cuadrados gl cuadratica F Sig.
1 Regresion 143,850 1 143,850 1,323 252(a)
Residual 14681,986 | 135 108,755
Total 14825,835 | 136

a Variables predictoras: (Constante), Distancia
b Variable dependiente: Malondialdehido

Tabla 4.46 - Coeficientes(a)

Coeficientes no Coeficientes
estandarizados estandarizados t Sig.
Modelo
B Error tip. Beta
1 (Constante) | 26,580 3,266 8,139 ,000
Distancia 041 ,035 099 [ 1,150 252

a Variable dependiente: Malondialdehido

4.4.3.- Comparacion de medias de valores en funcion de la
distancia al foco de radiacion

CATALASA Y GLUTATION REDUCIDO

Agrupando a los nifios con relacién a su residencia, se pretende
contrastar si la media de los valores de Catalasa y GSH es diferente en
cada grupo (se consideran tres grupos de nifios que residen a 45, 100
y 125 Km de la Central Nuclear).

Para ello utilizamos el analisis de la varianza (ANOVA) del factor
distancia.

A primera vista, en base a los resultados descriptivos, parece que la
media de ambos valores aumenta con la distancia (el analisis previo de
los coeficientes de correlacion ya indicaba este hecho). No obstante,
habra que efectuar los correspondientes contrastes estadisticos para
poder aceptar este supuesto.
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ANOVA de un factor
Tabla 4.47 - Descriptivos
Intervalo de confianza para la
media al 95%
N Media Desviacion tipica | Error tipico Minimo Méximo
Limite inferior | Limite superior
Catalasa 45 31 120,9729 39,70869 7,13189 106,4076 135,5382 5849 | 198091
100 66 133,9492 30,28654 3,72801 126,5039 141,3946 54,77 | 190,06
125 12 139,5075 29,15179 8,41540 120,9853 158,0297 99,21 | 186,63
Total 109 130,8706 33,44868 3,20380 124,5202 137,2211 5477 | 19891
Glutation 45 31 3,0335 1,64056 29465 2,4318 3,6353 1,15 7,89
reducido 100 80 4,0146 153286 17138 3,6735 43557 1,10 7,20
125 12 4,3150 97677 28197 3,6944 4,9356 2,78 6,13
Total 123 3,7967 157318 14185 3,5159 40775 1,10 7,89
Tabla 4.48 - ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Catalasa Intergrupos 4557,600 2 2278,800 2,077 130
Intra-grupos 116274,312 106 1096,927
Total 120831,912 108
Glutation Inter-grupos 25,077 2 12,539 5,435 ,006
reducido Intra-grupos 276,860 120 2,307
Total 301,937 122
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Grafico 4.23 — Medias de Catalasa y GSH en funcion de la distancia.
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En el caso de laCatalasa, aunque se observa que el valor de la media de
los tres grupos aumenta con la distancia, estadisticamente no podemos
rechazar la igualdad de medias de los tres grupos.

En el caso del GSH debe rechazarse la hipotesis de igualdad de medias
(p=0'006). Hay al menos un grupo cuyo valor de GSH difiere del de al
menos otro.

Para saber qué media o medias difieren de qué otras efectuamos un
contraste post hoc. Utilizamos el contraste de Diferencia Honéstamente
Significativa (HDS) de Tukey.



IV - Resultados 115

Pruebas post hoc
Tabla 4.49 - Comparaciones miltiples - HSD de Tukey

] ) ] . | Diferencia Intervalo de confianza
Varlablg Distancia | Distancia | de medias Er_ror al 95%
dependiente | () @) (-) tipico | Sig. Limite Limite

inferior superior

Catalasa 45 100 12,9763 | 7,2114 | 175 30,119 4166

125 18,5346 | 11,260 | 231 | 45301 8,232

100 45 12,9763 | 7,2114 | ,175 4166 | 30,119

125 55583 | 10,394 | 854 | -30,265| 19,147

125 45 18,5346 | 11,260 | ,231 8,232 | 45,301

100 55583 | 10,394 | 854 | -19,149| 30,265

Glutation 45 100 -9811(*) | 32135 | ,008 1,743 2185
reducido

125 -1,2815(*) | 51642 | ,038 2,507 0559

100 45 9811(*) | ,32135 | ,008 2185 1,744

125 .3004 | 47022 | 799 1,416 8155

125 45 1,2815(*) | 51642 | ,038 ,0559 2,507

100 3004 | ,47022 | ,799 8155 1,416

* La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05.

En el caso de la Catalasa observamos que ninguna diferencia de medias
es significativa.

Con respecto a los valores de Glutation reducido, los nifios situados a
100 Km de distancia tienen una media de GSH mas alta que los que
estan a 45 Km de distancia (p<0'01).

Los nifos situados a 125 Km de distancia tienen una media de GSH
mas alta que los que estan a 45 Km de distancia (p<0'05).

La comparacion de los grupos situados a 100 y 125 Km de la Central
de Chernobyl muestra que los més alejados tienen un valor medio méas
alto, no obstante, el andlisis estadistico no nos permite rechazar la
hipotesis de igualdad de medias.

Concluimos por tanto que el valor de GSH aumenta con la distancia al
origen de la radiacion.
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SOD, MDA, 8-0x0-dG

Realizamos la misma comparacién de medias para los valores de SOD,
MDA, 8-0x0-dG con relacion a la distancia al foco de la radiacion.

Agrupando a los nifios con relacion a su residencia, se pretende ahora
contrastar si la media de los valores de MDA es diferente en cada
grupo (se consideran tres grupos de nifios que residen a 45,100y 125
Km de la Central Nuclear). Utilizamos la prueba H de Kruskal-Wallis.
Pese a que el coeficiente de correlacion en el caso de SOD y 8-0x0-dG no
era significativo, y en principio no cabe esperar diferencias en las
medias en estas sustancias, obtenemos también los valores para ellas,
para confirmar este resultado.

Tabla 4.50 - Valores de MDA por grupos.

Desviacion | Error tip. de
Distancia N Media tip. la media
MDA 45 32 28,6827 | 12,93360 2,28636
100 94 30,3279 9,78997 1,00976
125 11 334341 7,32474 2,20849

A primera vista parece que la media va aumentando con la distancia
(dato éste que ya apuntaba el andlisis previo de los coeficientes de
correlacion).

Tabla 4.51 - Valores de 8-0x0-dG por grupos.

Desviacién | Error tip. de
Distancia N Media tip. la media
8-0x0-dG 45 28 6,4089 | 3,54849 ,67060
100 57 5,8896 3,12177 41349
125 6 4,2583 1,93643 , 79055

A primera vista parece que la media de 8-0x0-dG va disminuyendo con la
distancia (aunque como ya hemos visto anteriormente el coeficiente de
correlacion de ambas variables no es significativo).
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Tabla 4.52 - Valores de SOD por grupos
Desviacién | Error tip. de
Distancia N Media tip. la media
Supero6xido 45 32 9,7547 | 5,09383 ,90047
dismutasa 100 62 91469 | 601948 76448
125 12 9,0475| 4,30019 1,24136

A primera vista parece que la media de SOD va disminuyendo con la
distancia (aunque tampoco en este caso el coeficiente de correlacion de
ambas variables es significativo)

Debemos por tanto contrastar estas apreciaciones mediante
procedimientos estadisticos:

Prueba de Kruskal-Wallis comparaciéon de medias SOD, MDA,
8-0x0-dG con relacion a la distancia al foco de la radiacion

Tabla 4.53 - Rangos
Rango
Distancia N promedio
SOD 45 32 58,81
100 62 49,94
125 12 57,75
Total 106
MDA 45 32 59,11
100 94 70,21
125 11 87,45
Total 137
8-0x0-dG 45 28 49,82
100 57 4561
125 6 31,92
Total 91

Tabla 4.54 - Estadisticos de contraste(a,b)

SOD MDA 8-0x0-dG
Chi-cuadrado 2,018 4,454 2,305
gl 2 2 2
Sig. asintot. 365 108 316
a Prueba de Kruskal-Wallis

b Variable de agrupacion: Distancia
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En los tres casos, no podemos rechazar la hipotesis de igualdad de
medias.

4.4.4 .- Andlisis de diferencias de medias por sexo en funcion
de la distancia

Vemos en primer lugar el grupo de nifios procedentes de la localidad de
Slavutich, que esta situada a 45 Km de la Central de Chernobyl.

Tabla 4.55 - Prueba T de comparacion de medias de Catalasa y GSH por
sexo en nifios procedentes de Slavutich (45 Km distancia)

Error tip. de la

Sexo N Media Desviacion tip. media
CATALASA Masculino 15| 126,5207 4591048 11,85404
Femenino 17| 121,2759 39,63907 9,61389
GSH Masculino 17 3,2218 1,85444 44977
Femenino 15 2,6720 141676 36581

Aunque a primera vista parece que el valor medio en hombres de
Catalasa y GSH es mas alto, esta diferencia no es estadisticamente
significativa, por lo que no podemos rechazar la hipétesis de igualdad de
medias de nifios y nifias.
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Tabla 4.56 - Prueba de muestras independientes
Prueba de Levene
para la igualdad de
varianzas Prueba T para la igualdad de medias
95% Intervalo de
confianza para la
. . . ) diferencia
Sig. Diferencia | Error tip. de la
F Sig. t al (bilateral) | de medias diferencia
Inferior Superior
CATALASA | Se han asumido

varianzas iguales 531| 472 347 30 731 52448 1511942 | -25,63318 | 36,12275
No se han

asumido varianzas 344 27,909 734 5,2448 15,26254 | -26,02370| 36,51327
iguales

GSH Se han asumido

varianzas iguales 2,136 154 932 30 ,359 ,5498 58967 65450 1,75403
No se han

asumido varianzas 948 29,444 351 5498 57974 63517 1,73470
iguales
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Prueba de Mann-Whitney de comparacion de medias de SOD, MDAy
8-0x0-dG por sexo en niiios procedentes de Slavutich (45 Km distancia)

Tabla 4.57 - Rangos

Rango Suma de

Sexo N promedio rangos

SOD Masculino 16 16,06 257,00
Femenino 17 17,88 304,00
Total 33

MDA Masculino 16 17,44 279,00
Femenino 17 16,59 282,00
Total 33

8-0x0-dG Masculino 14 14,64 205,00
Femenino 14 14,36 201,00
Total 28

Tabla 4.58 - Estadisticos de contraste(b)

SOD MDA 8-0x0-dG
U de Mann-Whitney 121,000 129,000 96,000
W de Wilcoxon 257,000 282,000 201,000
Z 540 253 092
Sig. asint6t. (bilateral) 589 801 927
Sig. exacta [2*(Sig.
unilateral)] ,606(a) 817(a) ,946(a)

a No corregidos para los empates.
b Variable de agrupacion: Sexo

No podemos rechazar la igualdad de medias en ambos grupos.

A continuacion vemos los datos obtenidos en los nifios procedentes de Irpeny
Bucha (a 100 Km de distancia de la Central).

Prueba T de igualdad de medias por sexo en niiios procedentes de
localidades a 100 Km de la Central de Chernobyl

Tabla 4.59 - Estadisticos de grupo

Error tip. de la

Sexo N Media Desviacion tip. media
CATALASA masculino 34 136,3241 29,04369 4,98095
femenino 32 131,4259 31,82140 5,62528
GSH masculino 43 3,7442 1,63848 24987
femenino 41 3,9546 1,72864 ,26997
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Tabla 4.60 - Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene
para laigualdad de

varianzas Prueba T para la igualdad de medias
95% Intervalo de
’ confianza para la
. , , Error tip. diferencia
Sig. Diferencia de la
F Sig. t al (bilateral) | de medias | diferencia
Inferior Superior
CATALASA | Se han asumido
varianzas iguales ,193 ,662 ,654 64 516 4,8982 7,49253 | -10,06987 | 19,86623
No se han
asumido varianzas ,652 62,548 517 4,8982 751357 | -10,11861| 19,91497
iguales
GSH Se han asumido
varianzas iguales ,038 845 -573 82 568 -2104 ,36738 94128 ,52039
No se han
asumido varianzas 572 81,161 569 2104 36785 -94234 52144
iguales
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Tampoco en este caso podemos rechazar la hipétesis de igualdad de
medias.

Prueba de Mann-Whitney de igualdad de medias por sexo en nifios
procedentes de localidades a 100 Km de la Central de Chernobyl

Tabla 4.61 - Rangos

Rango Suma de
Sexo N promedio rangos
SOD Masculino 33 32,35 1067,50
Femenino 30 31,62 948,50
Total 63
MDA Masculino 46 54,86 2523,50
Femenino 49 41,56 2036,50
Total 95
8-0x0-dG Masculino 28 28,82 807,00
Femenino 30 30,13 904,00
Total 58

Tabla 4.62 - Estadisticos de contraste(a)

SOD MDA 8-0x0-dG
U de Mann-Whitney 483,500 811,500 401,000
W de Wilcoxon 948,500 | 2036,500( 807,000
z -158 2,350 -296
Sig. asint6t. (bilateral) 874 019 767

a Variable de agrupacién: Sexo

En el caso de la SOD y 8-0x0-dG no podemos rechazar la igualdad de
medias.

Sin embargo para la MDA no podemos aceptar la igualdad de medias
(p=0'02). Los nifios tienen una media mas alta que las nifias.



IV - Resultados 123
Tabla 4.63 - Descriptivos
SEXO Estadistico Error tip.
MDA Femenino Media 28,7606900 | 1519415
Limite
superior | 318156790
Media recortada al 5% 27,9006972
Mediana 26,4967500
Varianza 113,123
Desv. tip. 10,6359064
Minimo 14,13160
Maximo 69,59813
Rango 55,46653
Amplitud intercuartil 11,3052800
Asimetria 1,517 340
Curtosis 3472 ,668
Masculino Media 329508142 | 1549616
Limite
superior | 36,0719005
Media recortada al 5% 31,8775885
Mediana 29,3230700
Varianza 110,460
Desv. tip. 10,5100052
Minimo 17,31121
Maximo 74,19090
Rango 56,87969
Amplitud intercuartil 11,8352150
Asimetria 1,837 ,350
Curtosis 4,601 ,688
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Grafico 4.64 - Diagrama de caja de medias de valores de MDA por sexo en

nifios procedentes de poblaciones situadas a 100 Km de la Central de

Chernobyl.
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Por ultimo, hemos realizado el mismo andlisis en los nifios procedentes
de Maliatko (a 125 Km de la Central). La muestra de estos nifios es
mas pequefia, por lo que utilizamos contrastes no paramétricos en
todos los casos.
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Prueba de Mann-Whitney

Tabla 4.65 - Rangos

Rango Suma de
Sexo N promedio rangos
Catalasa Masculino 5 5,40 27,00
Femenino 7 7,29 51,00
Total 12
Superoéxido Masculino 5 8,00 40,00
dismutasa Femenino 7 543 38,00
Total 12
Glutation reducido | Masculino 5 6,30 31,50
Femenino 7 6,64 46,50
Total 12
Malondialdehido Masculino 5 5,10 25,50
Femenino 6 6,75 40,50
Total 11
8-0x0-dG Masculino 2 4,50 9,00
Femenino 4 3,00 12,00
Total 6
Tabla 4.66 - Estadisticos de contraste(b)
Catalasa SOD GSH MDA 8-0x0-dG
U de Mann-Whitney 12,000 10,000 16,500 10,500 2,000
W de Wilcoxon 27,000 38,000 31,500 25500 12,000
z 893 1,218 -163 823 -926
Sig. asint6t. (bilateral) 372 223 871 410 355
Sig. exacta [2*(Sig.
unilateral)] 432(a) ,268(a) ,876(a) 429(a) ,533(a)

a No corregidos para los empates.
b Variable de agrupacién: Sexo

Tampoco hemos hallado diferencias significativas en las medias.

En conclusion, agrupando los nifios por lugar de procedenciay buscando
diferencias significativas en las medias de valores por sexo en los
diferentes grupos, s6lo hemos hallado diferencias significativas en el
caso de MDA para el grupo de nifios procedentes de localidades
situadas a 100 Km (la media es mayor en el caso del sexo masculino).
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En el resto de casos las diferencias de medias no estadisticamente
significativas.

4.5 .- Relacion con la edad de los nifios en el momento
del accidente

Buscamos a continuacion si existe alguna correlacion entre los valores
de estos cinco parametros con la edad de los nifios en el momento del
accidente.

En el caso de la Catalasa y GSH utilizamos el coeficiente de correlacion
de Pearson:

Tabla 4.67 - Correlaciones Catalasa- GSH con edad en el momento del
accidente

Edad en
momento
accidente Catalasa GSH
Edad en el momento | Correlacion
del accidente de Pearson 1 -044 100
Sig. (bilateral) . 740 408
N 217 60 71
Catalasa Correlacién
de Pearson 1044 1 167
Sig. (bilateral) 740 ) 112
N 60 109 92
GSH Correlacién
de Pearson 100 167 1
Sig. (bilateral) 408 112 )
N 71 92 123
** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

La conclusién es que no se ha hallado ninguna correlacién significativa
entre los valores de Catalasa y GSH y las edades de los nifios en el
momento del accidente.

Para el realizar el mismo estudio en el caso de la SOD, MDA y 8-0x0-dG
utilizaremos correlaciones no paramétricas, concretamente usaremos
la Tau-b de Kendall.

Segun se puede observar en la tabla 4.51, el valor de SOD se
correlaciona con la edad de los nifios en el momento del accidente
negativamente de forma significativa (p=0'03). Es decir, los niveles de
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SOD son mayores cuando la edad del nifio en el momento del accidente
era menor.
El resto de correlaciones no son significativas.

Tabla 4.68 - Correlaciones no paramétricas SOD, MDA, 8-0xo0-dG - Tau-b
de Kendall

Edad en
el mom.

accid. SOD MDA 8-0x0-dG

Tau-b de | Edad en el Coeficiente de
Kendall mom.del correlacion 1,000 -212(*) 113 017

accidente

Sig. (bilateral) ‘ 032 164 867
N 217 57 83 56

SOD Coeficiente de
correlacién -212(*) 1,000 002 4125
Sig. (bilateral) ,032 . 982 146
N 57 106 96 64

MDA Coeficiente de
correlacién 113 002 1,000 118
Sig. (bilateral) 164 982 ‘ 125
N 83 96 137 79

8-0x0-dG Coeficiente de
correlacién ,017 4125 118 1,000
Sig. (bilateral) 867 146 125 ‘
N 56 64 79 91

** |a correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
* La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).

A continuacion buscamos un modelo de regresion lineal de la relacion
de SOD con la edad de los nifios en el momento de accidente. Los datos
del modelo obtenido son los siguientes:

Regresion SOD con edad de los nifios en el momento del accidente
Tabla 4.69 - Variables introducidas/eliminadas (b)

Variables Variables
Modelo introducidas eliminadas Método
1 Edad en el
momento del . Introducir
accidente(a)
a Todas las variables solicitadas introducidas

b Variable dependiente: Superéxido dismutasa
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Tabla 4.70 - Resumen del modelo(b)
R cuadrado Error tip. de la
Modelo R R cuadrado corregida estimacion
1 ,163(a) ,026 ,009 557763
a Variables predictoras: (Constante), Edad en el momento del accidente
b Variable dependiente: Superéxido dismutasa
Tabla 4.71 - ANOVA(b)
Suma de Media
Modelo cuadrados gl cuadratica F Sig.
1 Regresion 46,537 1 46,537 | 1,496 | ,227(a)
Residual 1711,046 55 31,110
Total 1757,582 56
a Variables predictoras; (Constante), Edad en el momento del accidente
b Variable dependiente: Superéxido dismutasa
Tabla 4.72 - Coeficientes(a)
Modelo Coeficientes no Coeficie'ntes .
estandarizados estandarizados t Sig.
B Error tip. Beta
1 (Constante) 10,497 1,191 8,816 | ,000
Edad en el
momento del 644 527 4163 1,223 227
accidente

a Variable dependiente: Superoxido dismutasa

El modelo no es significativo, no podemos rechazar la hipotesis de que la
pendiente de la recta de regresion sea distinta de cero.

Por tanto no podemos obtener un modelo de regresion lineal
significativo que explique el valor de SOD en funcion de la edad del nifio
en el momento del accidente.



IV - Resultados 129

4.6.- Analisis en funcion de si el niio habia
nacido o no en el momento del accidente

Buscamos ahora si existen diferencias significativas en las medias de
los valores de estos parametros entre los nifios que ya habian nacido
cuando ocurrié el accidente de Chernobyl y los que aun no habian
nacido.

En el caso de la catalasay glutation reducido utilizamos la pruebadela T
de Student.

Prueba T igualdad de medias valores Catalasa y GSH entre nifios
nacidos y no nacidos en el momento del accidente

Tabla 4.73 - Estadisticos de grupo

Nifio nacido

antes/después Error tip. de

accidente N Media Desviacion tip. [ la media
Catalasa No habia nacido 26 | 133,2646 33,37589 | 6,54555

Si habia nacido 75| 130,8328 33,76835 3,89923
Glutation No habia nacido 30 4,0137 1,53019 27937
reducido ’ ‘ :

Si habia nacido 81 36278 161216 17913

No podemos rechazar la hipétesis nula de igualdad de medias. Por
tanto, no es posible aceptar que los nifios nacidos y los no nacidos en el
momento del accidente tengan medias significativamente diferentes.
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Tabla 4.74 - Prueba de muestras independientes Catalasa y GSH

Prueba de Levene
para la igualdad de

varianzas Prueba T para la igualdad de medias
95% Intervalo de
confianza para la
] . diferencia
Sig. Dif. de Error tip. de
F Sig. t gl (bilateral) | medias la difer.
Inferior Superior
Catalasa Se han asumido
varianzas iguales 031 862 | 317 99 752 | 2,4318| 7,66271| -12,77266| 17,63629
No se han asumido
varianzas iguales 319 | 44,019 751 | 2,4318| 7,61894 | -12,92296| 17,78659
Glutation Se han asumido
reducido varianzas iguales ,015 904 | 1,135 109 259 ,3859 ,33999 28796 1,05974
No se han asumido
varianzas iguales 1,163 54,412 250 ,3859 ,33187 -27935 1,05113
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Para la GSH, 8-0x0-dG y MDA, dado que no podemos asegurar que sus
valores poblacionales se distribuyan normalmente, utilizaremos
contrastes no paramétricos, concretamente la prueba U de Mann-
Whitney.

Prueba de Mann-Whitney de igualdad de medias de SOD, MDA y
8-0x0-dG entre niiios nacidos y no nacidos en el momento del
accidente

Tabla 4.75 - Rangos

Nifio nacido
antes/después accidente N Rango promedio | Suma de rangos

SOD No habia nacido 28 42,05 1177,50
Si habfa nacido 69 51,82 3575,50
Total 97

MDA No habia nacido 34 59,43 2020,50
Si habia nacido 91 64,34 5854,50
Total 125

8-0x0-dG No habia nacido 22 4161 915,50
Si habia nacido 62 4281 2654,50
Total 84

Tabla 4.76 - Estadisticos de contraste(a)

SOD MDA 8-0x0-dG
U de Mann-Whitney 771,500 | 1425,500 662,500
W de Wilcoxon 1177,500 [ 2020,500 915,500
z -1,548 674 -198
Sig. asintot. (bilateral) 122 500 843

a Variable de agrupacion: Nifio nacido antes/después accidente

En base a los datos obtenidos, no podemos rechazar la hipétesis de
igualdad de medias.
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4.7 .- Relacion con factores nutricionales

Analizamos a continuacion si los factores nutricionales tienen relaciéon
con los niveles de estas sustancias. Como variables relacionadas con la
nutricion hemos analizado:

1. El peso

2. Indice de McLaren o de Sukla

3.- Lugar donde se produce la alimentacion del nifio: orfanato o

familia.

4.7.1.- Peso

Para la Catalasa y GSH utilizamos el coeficiente de correlacion de
Pearson.

Tabla 4.77 - Correlaciones Catalasa - GSH con peso del nifio en el
momento de la revisién

Glutation

Peso (kg) Catalasa | reducido
Peso (kg) Correlacion de Pearson 1 -043 044
Sig. (bilateral) ) 661 627
N 310 109 123
Catalasa Correlacién de Pearson -043 1 167
Sig. (bilateral) 661 ‘ 112
N 109 109 92
Glutation reducido Correlacion de Pearson 044 167 1
Sig. (bilateral) 627 112 )
N 123 92 123

** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

No se ha hallado ninguna correlacion significativa entre los valores de
Catalasa y GSH y los pesos de los nifios.

En el caso de la SOD, MDA y 8-0x0-dG utilizamos correlaciones no
paramétricas:
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Tabla 4.78 - Correlaciones no paramétricas SOD, MDA, 8-0xo0-dG - Tau-b
de Kendall

Peso (kg) SOD MDA 8-0x0-dG
Tau-b de | Peso (kg) | Coeficiente de
Kendall correlacién 1,000 1053 5013 084
Sig. (bilateral) . 419 822 237
N 310 106 137 91
SOD Coeficiente de
correlacion ,053 1,000 ,002 4125
Sig. (bilateral) 419 . 982 146
N 106 106 96 64
MDA Coeficiente de
correlacion ,013 ,002 1,000 118
Sig. (bilateral) 822 982 . 125
N 137 96 137 79
8-0x0-dG | Coeficiente de
correlacion ,084 4125 118 1,000
Sig. (bilateral) 237 146 125 :
N 91 64 79 91

** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
* La correlacién es significativa al nivel 0,05 (bilateral).

En este caso tampoco hemos hallado ninguna correlacion significativa
entre los valores de SOD, MDA y 8-0x0-dG y los pesos de los nifios.

4.7.2.- Indice de McLaren o Sukla

Para la valoracién del estado nutricional hemos calculado para cada
nifio el indice de McLaren o de Sukla segun la siguiente formula:

Peso (Kg) / Talla (m) del nifio

x 100
Peso (Kg) / Talla (m) para el percentil 50

Tabla 4.79 - Estadisticos descriptivos

N Minimo Maximo Media
Indice de McLaren 310 62,8920 | 158,0799| 9591810
N valido (segun lista) 310

Teniendo en cuenta que un indice inferior a 90 se considera
malnutricion, en nuestra muestra hemos hallado 111 casos de nifios
que se pueden considerar mal nutridos, los cuales suponen el 35’8 %
del total.
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Hemos procedido a buscar una correlacion entre los valores de este
indice y los de los cinco parametros del estrés oxidativo.

Tabla 4.80 - Correlaciones Indice de McLaren, Catalasa y Glutation
reducido

Indice de Glutation
McLaren Catalasa reducido
Indice de McLaren Correlacion de
Pearson 1 081 ~007
Sig. (bilateral) ) 404 943
N 310 109 123
Catalasa Correlacion de
Pearson 081 1 167
Sig. (bilateral) 404 ) 112
N 109 109 92
Glutation reducido Correlacion de
Pearson -007 167 1
Sig. (bilateral) 943 112 )
N 123 92 123

Tabla 4.81 - Correlaciones no paramétricas de Indice de McLaren, SOD,
MDA y 8-0x0-dG

Indice de
McLaren SOD MDA 8-0x0-dG
Taub de | Indice Coeficiente de
Kendall | McLaren | correlacion 1,000 024 -029 016
Sig. (bilateral) . 710 617 824
N 310 106 137 91
SOD Coeficiente de
correlacion 024 1,000 002 -125
Sig. (bilateral) 710 ,982 146
N 106 106 96 64
MDA Coeficiente de
correlacion -029 002 1,000 118
Sig. (bilateral) 617 ,982 ‘ 125
N 137 96 137 79
8-0x0-dG | Coeficiente de
correlacion ,016 -125 118 1,000
Sig. (bilateral) 824 146 125 .
N 91 64 79 91

Concluimos que no existe ninguna correlacion significativa entre los
cinco parametros del estrés oxidativo y el indice de McLaren.
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4.7.3.- Lugar donde se produce la alimentacion

En primer, en base al indice de McLaren o de Sukla, hemos efectuado
una valoracion del estado nutricional de los nifios de forma separada en
funcion de si proceden de orfanato o familia. Hemos encontrado un
indice de McLaren inferior a 90 (que se considera malnutricion) en 68
nifnos de los 158 que proceden de orfanato (un 43%) y en 37 nifios de
los 93 que proceden de familia (un 39'8%). Se observa un mayor
porcentaje de malnutricion en nifios procedentendes de orfanato en
comparacion de los procedentes de familias, aunque la diferencia no es
muy grande.

Ademas, hemos efectuado el contraste estadistico de la T de Student
para valorar si existe diferencia significativa en la media del indice de
McLaren en ambos grupos de nifios.

Segun se observa en las tablas 4.82 y 4.83 la diferencia de medias no
es significativa. No podemos aceptar que la media del indice de
McLaren en ambos grupos sea significativamente diferente.

En el caso de la Catalasa y Glutation reducido también hemos utilizado la
prueba de la T de Student para comprobar sila media de estos valores
entre ambos grupos de nifios es diferente 0 no existe diferencia
significativa.

Segun los datos obtenidos que se muestran en las tablas 4.84 y 4.85,
no hay diferencias significativas en las medias de Catalasa y Glutation
reducido en ambos grupos. No podemos rechazar la hipotesis nula de
igualdad de medias y por tanto, no es posible aceptar que los nifios
procedentes de familia y orfanato tengan medias significativamente
diferentes.
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Prueba T de igualdad de medias del Indice de McLaren en niiios procedentes de familia y orfanato.

Tabla 4.82 - Estadisticos de grupo

Error tip. de
Origen N Media Desviacion tip. | la media
Indice de Orfanato 158 92,5863 11,2990 ,898902
McLaren Familia
93 93,9112 13,5651 | 1,406639
Tabla 4.83 - Prueba de muestras independientes
Prueba de Levene
para la igualdad de
varianzas Prueba T para la igualdad de medias
95% Intervalo de
confianza para la
Sig. Diferencia | Error tip. de la diferencia
F Sig. t gl (bilateral) | de medias diferencia
Inferior Superior
Indice de | Se han asumido
McLaren | varianzas 341 ,560 832 249 ,406 -1,3249 15926 | -4,4616 18118
iguales
No se han
asumido
varianzas 794 | 166,238 429 -1,3249 16693 | -4,6208 19709
iguales
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Prueba T de igualdad de medias de Catalasa y GSH en nifios procedentes de familia y orfanato.

Tabla 4.84 - Estadisticos de grupo

Error tip. de

Origen N Media Desviacion tip. la media
Catalasa Familia 37 132,3189 2456757 4,03888
Orfanato 72 130,1264 37,33859 4,40039
Glutation Familia 38 3,6911 1,72290 27949
reducido Orfanato 85 3,8439 1,50986 16377

Tabla 4.85 - Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene
para la igualdad de
varianzas Prueba T para la igualdad de medias
95% Intervalo de
. confianza para la
_ , _ Error tip. diferencia
Sig. Diferencia de la
F Sig. t al (bilat.) de medias | diferencia
Inferior Superior
Catalasa Se han asumido
varianzas iguales 9,282 003 | 323 107 748 21925| 6,79413 | -11,27604 | 1566110
No se han
asumido varianzas ,367 | 100,436 714 2,1925 597294 -9,65699 | 14,04205
iguales
Glutation Se han asumido
reducido varianzas iguales 1,324 252 | -496 121 621 1528 ,30795 76249 45683
No se han
asumido varianzas 472 63,472 ,639 41528 32394 80007 49441
iguales




IV - Resultados

Para la SOD, MDA y 8-0xo0-dG utilizamos un contraste no parameétricos,

la U de Mann-Whitney.

Prueba de Mann-Whitney
Tabla 4.67 - Rangos

Rango Suma de
Origen N promedio rangos
SOD Orfanato 72 53,49 3851,50
Familia 34 5351 1819,50
Total 106
MDA Orfanato 91 70,37 6404,00
Familia 46 66,28 3049,00
Total 137
8-0x0-dG Orfanato 62 4575 2836,50
Familia 29 46,53 1349,50
Total 91
Tabla 4.68 - Estadisticos de contraste(a)
SOD MDA 8-0x0-dG
U de Mann-Whitney 1223500 | 1968,000 883,500
W de Wilcoxon 3851,500 | 3049,000( 2836,500
z -003 -570 4132
Sig. asint6t. (bilateral) 997 569 895

a Variable de agrupacion

: Origen

No podemos rechazar la hipotesis de igualdad de medias. No es posible
aceptar que los nifios procedentes de familia y orfanato tengan medias
significativamente diferentes.
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5.- Estudio del gen p53

Se ha realizado el estudio del gen supresor p53 de 151 muestras de
sangre de los nifios procedentes de las diferentes poblaciones de
Ucrania, distantes de la Central Nuclear de Chernobyl entre 45-125
Km. El estudio se ha llevado a cabo mediante la determinacion de
polimorfismos conformacionales de cadena simple (SSCP) en los exones
5,6,7 y 8 que constituyen los exones donde mas frecuentemente se
localizan las mutaciones del gen p53.

No hemos encontrado alteraciones en el gen p53 en las muestras
analizadas.

En las figuras siguientes se muestran varios ejemplos del analisis por
PCR-SSCP de los diferentes exones estudiados 5, 6, 7 y 8.

Como se puede ver, en ninguna de las muestras estudiadas se aprecia

cambio en la movilidad electroforética de las cadenas de ADN con
respecto a los controles negativos utilizados.

Figura 4.1 - Ex6n 5
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Figura 4.2 - Ex6n 5
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Figura 4.4 - Ex6n 6
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Figura 4.5 - Ex6n 7
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Figura 4.6 - Exén 7
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Figura 4.7 - Ex6n 8
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Figura 4.8 - Ex6n 8
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6.- Analisis CromosAmico

En el Departamento de Patologia de la Facultad de Medicina de
Valencia se realizé el cariotipo en un total de 122 nifios. El estudio se
realiz6 mediante tincion morfoldgica con Giemsa con valoracion de 100
metafases y con bandas G tripsina-Giemsa en 15-20 metafases para
valorar anomalias constitutivas.

En las tablas siguientes se describen el nimero de nifios estudiados de
cada grupo, por sexo, indicando el nimero de nifios en el que se han
detectado alteraciones cromosomicas y el tipo de estas alteraciones.

Las alteraciones que se describen como lesiones en distintos
cromosomas incluyen roturas, gaps y fragilidades.

En 12 nifios, de los 122 nifios estudiados, se encontraron alteraciones,
lo que representa un 9.8 %. La mitad de los nifios que presentan
lesiones pertenecen al grupo 1 (nifios que fueron vistos en el afio
1994), de los cuales desconocemos su procedencia. De la otra mitad
de los nifios en los cuales hemos encontrado alteraciones proceden de
Bucha-Irpen excepto uno que procede de Kiev. Ninguno de los nifios con
alteraciones procede de Slavutich (ciudad mas cercana a la central
nuclear).

Tabla 4.69 - Estudio cromosomico - Afio 1994

1994 Totales Sin Alteraciones
alteraciones
Nifos 7 5 2
46XY inv.(9) (p11q13)
25% lesiones en distintos cromosomas
Nifias 16 11 5
46XX fra. 9q12 en 7%

25 % lesiones en distintos cromosomas
18 % lesiones en distintos cromosomas
8 % roturas en distintos cromosomas

22% lesiones en distintos cromosomas
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Tabla 4.70 - Estudio cromosomico - Afio 1995

1995 Totales Sin Alteraciones
alteraciones
Nifios 9 7 2
46XY 6% add (9) roturas 2%
10 % roturas en distintos cromosomas

Nifias 17 16 1

46XX 20 % lesiones en distintos cromosomas
Tabla 4.71 - Estudio cromosomico - Afio 1996

1996 Totales Sin Alteraciones

alteraciones

Nifios 27 27 0

46XY

Nifias 31 30 1

46XX t(1,7) (932;,032)
Tabla 4.72 - Estudio cromosomico - Afio 1997

1997 Totales Sin Alteraciones

alteraciones
Nifios 9 7 2
46XY 6 % roturas en distintos cromosomas
4% rotura - 4% fra. en distintos cromosomas
Nifias 6 6 0
46XX

En las figuras siguientes vemos ejemplos de algunas de las alteraciones
encontradas en las muestras estudiadas (cedidas por el Departamento
de Patologia, Universitat de Valencia):

- rotura cromosomica (Figura 4.9)

- fragilidad cromosomica (Figura 4.10)

- translocacion 46 XX, t(1,7) (q32; q32) (Figura 4.11)

- fragilidad en el cromosoma 9 (Figura 4.12).
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Figura 4.9: Rotura cromosdémica
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Figura 4.10: Fragilidad cromos6émica
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Figura 4.11: 46 XX, t(1;7) (q32; q32)
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Figura 4.12: Fragilidad en el cromosoma 9
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1.- Factores analizados en relacion a los
parametros estudiados

Hemos realizado una valoracion clinico-analitica de este grupo de nifios y
estudiado con mas profundidad los parametros que estan mas
relacionados con la irradiacion: el recuento de células sanguineas, la
valoracion de la funcién tiroidea y, fundamentalmente, los marcadores
del estrés oxidativo.

Previamente, antes de analizar cada uno de los resultados obtenidos,
detallamos los factores con los cuales los hemos correlacionado estos
parametros.

El hecho de no disponer de un grupo de control, hace necesario que los
resultados obtenidos hayan de compararse con los valores de
referencia. Esto es posible en el caso de las células sanguineas y de la
funcién tiroidea; por el contrario, para los marcadores del estrés
oxidativo no disponemos de valores de referencia; hecho que
comentaremos mas adelante.

Es conocido que los efectos de la radiacién dependen de la dosis
recibida. Después del accidente de Chernobyl se han realizado multiples
estimaciones de las dosis en diferentes areas, algunas muy detalladas,
no obstante, no es posible disponer de estimaciones exactas sobre
dosis individuales recibidas (Mould, 2000). En nuestro estudio, dado que
no disponemos de datos individuales sobre las dosis recibidas por cada
uno de los nifios, hemos de considerar parametros indirectos, como la
distancia al foco de radiacion y el nUmero de afios que el nifio ha estado
expuesto a la misma (Sanchez et al., 1988).

1.1.- Distancia al foco de radiacion

La radiacion ionizante, fundamentalmente la radiacion gamma y los
rayos X, ya que las radiaciones alfa y beta tienen un alcance mas
limitado en el aire, se propaga en el aire siguiendo la conocida ley de
proporcionalidad del inverso al cuadrado de la distancia.

D.d% =D. d%

siendo d. y d: la distancia de dos lugares diferentes y D, D. la dosis
recibida para cada una de las distancia.
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La dosis recibida en la distancia D., conocida la D. sera de:
D2: Dl d21 / d22

Asi, la zona de exclusion establecida a 30 Km, supone
aproximadamente una disminucién de la dosis recibida en ese punto (a
los 30 Km) de 9 x10° veces respecto del lugar donde se produjo el
accidente.

De manera similar podemos realizar una aproximacion de la
disminucién de dosis para las poblaciones de nuestro estudio: Slavutich
(45 Km), Bucha-rpen (100 Km) y Kiev (125 Km). La dosis recibida
supondria una disminucion respecto del lugar donde se produjo el
accidente de 2 x 10° para Slavutich, 10*° para Bucha-lrpeny 1,56 x 10*°
para Kiev.

Por ello, al alejarse de la fuente de irradiacion, la intensidad de ésta
disminuye en la misma proporcion en que aumenta el cuadrado de la
distancia. Tras esta afirmacion y puesto que la irradiacion sigue un
modelo isotrdpico, cabria pensar que la irradiacion producida tras el
accidente de Chernobyl ha sido mayor en las zonas mas cercanas y se
va haciendo menor cuanto mas nos alejamos. Pero en la realidad esto
no ha sido del todo cierto, ya que en el momento de la liberacion de
material radiactivo fueron determinantes los factores metereoldgicos,
fundamentalmente los vientos que trasladaron este material en la
direccion de éstos y las lluvias que provocaron el depdsito de sustancias
radiactivas en diferentes zonas, algunas bastante alejadas. Por tanto,
aunque el factor distancia es importante a la hora de realizar analisis y
comparaciones, se han de tener en cuenta las limitaciones que
acabamos de comentar. En cualquier caso siempre existira cierta
dependencia con la distancia, ya que a mayor distancia, menor
probabilidad de alcance de la nube radiactiva asi como menor
concentracion de la misma.

1.2.- Tiempo de irradiacion

Hace referencia al tiempo en que el nifio ha estado expuesto a la
irradiacion crénica, fundamentalmente a la exposicion a los
radioisétopos de vida media larga.
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Un factor importante a considerar que caracteriza a un radionuclido es
el periodo de semidesintegracion o T.. (tiempo necesario para que la
actividad de una sustancia se reduzca a la mitad).

La tasa de dosis recibida disminuir4 conforme transcurra el tiempo.
Este es un dato muy importante a tener en cuenta en isotopos de T...
corto como es el *'l (con un T.. de unos 8 dias). En el caso de is6topos
como el *'Cs con un T.. de unos 30 afios, no existira una variacion
importante en el plazo de unos pocos afios.

Sabemos que la dosis recibida es proporcional al tiempo al que se ha
estado expuesto.

O=D0¢t

siendo D la dosis recibida, D: tasa de dosis y t. tiempo.

Por ello, consideraremos que cuantos mas afios se haya estado
expuesto a lairradiacion, mas dosis se acumulay por tanto cabe pensar
que los efectos son mayores.

Otros dos factores que hemos tenido en cuenta a la hora de realizar
nuestro estudio han sido la edad que el nifio tenia cuando se produjo el
accidente y el hecho de haber nacido antes o después de producirse.

1.3.- Edad en el momento del accidente

El organismo del nifio esta en continuo desarrollo y la maduracion de
cada uno de los drganos se va realizando conforme éste va
desarrollandose, por lo que las poblaciones celulares que constituyen la
mayoria de sus 6rganos estan en continua proliferacion. Es importante
tener esto en cuenta puesto que estos érganos son mas sensibles a la
irradiacién en las primeras fases de su desarrollo y por tanto mas
susceptibles de padecer alteraciones.

En principio cabria pensar que los efectos producidos pueden ser
mayores en aquellos nifios que tenian menos edad cuando se produjo el
accidente.
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1.4.- El hecho de haber nacido antes o después de
producirse el accidente

Este factor podria ser importante debido a que dentro del grupo de
nifios analizado, algunos no recibieron irradiacion debida a la exposicion
por radioisotopos de vida media corta como el*'l, puesto que no habian
nacido en el momento en que se produjo el accidente.

De entrada, ello nos induce a pensar que los efectos derivados de los
radioyodos no se produciran en aquellos que hayan nacido varios dias
después del accidente y por tanto en el andlisis de la irradiacion
acumulada recibida, no se incluye esa irradiacion.

Para un andlisis detallado de esta circunstancia, deberiamos haber
dividido a los nifios en tres grupos: aquellos que habian nacido antes del
accidente, los que estaban en gestacion cuando se produjo éste y
aquellos que nacieron después.

No obstante y dado de que no disponiamos de la fecha exacta de
nacimiento de cada uno de los nifios, hemos procedido a dividirlos en
dos grupos. Por un lado los que no habian nacido ni estaban en
gestacion en el momento del accidente y por otro, los que habian nacido
0 estaban en gestacion. Un tercer grupo de nifios, de los que no
podiamos estar seguros si habian nacido o no o si eran gestantes o no,
no se han considerado para este analisis.

En nuestro estudio, a pesar de que la valoracién clinica y analitica no ha
mostrado evidencias de afectacion por irradiacion de una forma
general, hemos querido profundizar en dos aspectos importantes
relacionados con la irradiacion: el recuento de las células sanguineas y
la funcion tiroidea.
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2.- Estudio de las células sanguineas

El recuento de las células sanguineas, tanto de la serie mieloide como
linfoide, nos permite valorar la funcion de la médula 6sea y el sistema
iInmunitario.

Ambos estan constituidos por tejidos de proliferacion rapida, esto es,
son muy radiosensibles, pero a la vez inician su reparaciéon de forma
rapida.

Del conjunto celular que denominamos médula ésea, formado por
células inmaduras que proliferan y células maduras que no lo hacen, son
fundamentalmente las primeras, las que sufren el efecto de la radiacion.
Esto da lugar a una disminucion de las células proliferantes que conlleva
una disminucién del nimero de células maduras circulantes (leucopenia,
trombopenia y anemia).

Dependiendo de la radiosensibilidad de cada estirpe celular, su vida
media y el tiempo de regeneracion de las mismas, unas células
desaparecen antes del torrente circulatorio y otras después. Las
primeras que desaparecen son los leucocitos, con una vida media no
superior a 2 dias y un tiempo de regeneracion de 8 dias; de estas
células las méas radiosensibles son los linfocitos que juegan un papel
fundamental en el sistema inmunitario. Las plaquetas tienen un tiempo
de regeneracion de 5 dias y su vida media es de 7-14 dias. Por ultimo,
los globulos rojos o hematies tienen un tiempo de regeneracion de 7
dias con una vida media de 100-120 dias.

Los linfocitos, que constituyen una parte de la totalidad de los leucocitos,
merecen una mencion especial por sus caracteristicas. Sabemos que
las células mas radiosensibles, tras la irradiacion, mueren en mitosis y
la mayoria de células que no se dividen requieren altas dosis para
provocar su muerte. El linfocito rompe estas reglas: normalmente no se
divide y sufre muerte intermitética, a la vez que constituye una de las
células més radiosensibles (Hall, 1978).

En nuestro estudio observamos que el recuento de células sanguineas
del total de nifios estudiados, esta dentro de los valores de referencia
que consideramos normales (Nathan y Oski"s, 1998). No existen
anemias ni trombopenias. En el caso del recuento de la serie blanca, se
encontré6 un caso de linfopenia y un caso de leucocitosis. Estos,
constituyen casos aislados que no tienen significacion dentro del estudio
de grupo.
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A pesar de la normalidad de estos valores, debido a la gran sensibilidad
de los leucocitos y en concreto de los linfocitos a la radiacién, hemos
analizado éstos en funcion de los parametros indirectos de irradiacion:
la distancia al lugar donde se produjo el accidente y el tiempo de
exposicion a la irradiacion crénica (debidos a radiois6topos de vida
media larga como es el **’Cs). También se ha estudiado la correlacion de
los valores de leucocitos y linfocitos con la edad que el nifio tenia en el
momento en que se produjo el accidente y si estos valores estan
influenciados por el hecho de que el nifio ya hubiera nacido o no en el
momento de producirse el accidente.

No se han encontrado correlaciones significativas entre el conjunto de
leucocitos y los parametros estudiados, sin embargo en el caso de los
linfocitos, la Unica correlacion significativa es la hallada entre el nUmero
de linfocitos y la edad del nifio en el momento del accidente, tratandose
de una correlacion negativa. Esto es, encontramos que cuanto mas
pequefio era el nifio en el momento de la irradiacion los niveles de
linfocitos son mayores y al contrario, cuanto mas mayor era el nifio los
niveles de linfocitos son menores.

Podriamos pensar en una activacién mayor por parte de la médula 6sea
y del sistema inmune secundaria a la irradiacién al ser el nifio mas
pequefio en el momento en que se produjo el accidente. No existen
estudios al respecto, por lo que no podemos afirmar este hecho.
Ademas en el modelo de regresion lineal observamos que la influencia
de la edad del nifio en el momento del accidente explica en un porcetaje
muy bajo el valor de los linfocitos (aproximadamente en un 2%).

El hecho de que la irradiacién produce una deplecién de la serie blanca
en sangre esta ampliamente demostrado por los tratamientos
radioterapicos, por la exposicién a altas dosis de irradiacion y por la
irradiacion de las plaguetas en uso de las transfusiones (Luban et al.,
2000).

En el caso de dosis bajas de irradiacion los estudios con animales
demuestran que aunque se produce una disminucion de los leucocitos y
concretamente de los linfocitos, esta disminucion es transitoria (Kajioka
et al, 1999) incluso en algunos estudios se afirma que no existe una
modificacion de la inmunidad celular (Courtade et al, 2001).

En cuanto a las personas que recibieron irradiacion por el accidente
nuclear de Chernobyl, observamos que en aquellos que sufrieron los
efectos agudos por altas dosis se produjo una alteracion de las células
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sanguineas (fundamentalmente linfopenia y plaguetopenia). En el caso
de la irradiacion a bajas dosis (dosis recibida por la poblacion general)
las alteraciones que pueden producirse son menores y se pueden
corregir de forma natural sin consecuencias médicas. Esto explica el
hecho de que los nifios de nuestro estudio tengan valores de leucocitos
y linfocitos dentro de los rangos de normalidad.
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3.- Analisis de la funciodn tiroidea

La radiacion del tiroides se produjo por una parte por la ingestién de
radioyodos (**!l) y por otra, por la exposicion externa de is6topos como el
*Cs.

Aungue la mayoria de los estudios realizados sobre las alteraciones
tiroideas en relacion a la irradiacion se han centrado en el cancer de
tiroides debido a la evidencia del incremento de éste unos afios tras el
accidente, algunos han estudiado el impacto que el accidente ha tenido
sobre la funcion tiroidea (Eheman et al, 2003).

La importancia del tiroides es su gran susceptibilidad a la captacién de
radioyodos. El tiroides esta formado por células con muy poca actividad
reproductora y manifiesta tarde los efectos de la radiacién. No
obstante, dosis altas de radiacion pueden llevar a la degeneracion de las
células en el parénquimay por tanto a una hipofuncion de la glandula
(hipotiroidismo). Este hecho queda claro considerando el tratamiento
mediante yodo radiactivo realizado en casos de hipertiroidismo. El
hipotiroidismo producido por la irradiacion requiere de la afectacion de
una gran parte de la glandula.

En la valoracion clinico-radioldgica del tiroides de los nifios de nuestro
estudio, no se han encontrado anomalias morfoldgicas y, por tanto, no
se ha evidenciado ningin caso de cancer tiroideo.

La funcion tiroidea esta regulada por el eje hipotalamo-hipdfisis. El
principal agente regulador es la TSH, hormona de la adenohipdfisis
segregada por unas células especializadas llamadas tirotropas. La TSH
ejerce una accion estimuladora sobre todas las fases de la biosintesis
de las hormonas tiroideas.

Las células tirotropas de la adenohipdfisis estan sometidas a dos
controles principales, uno supresor y otro estimulador. El control
supresor se ejerce a través de un mecanismo de retroalimentacion
negativo entre tiroides e hipofisis que ejercen las hormonas tiroideas,
cuyo aumento frena la secrecion de TSH; cuando estan bajas, el efecto
supresor diminuye y se estimula la sintesis y secrecion de TSH. El
control estimulador lo ejerce la TRH, hormona liberadora de TSH, cuya
concentracion maxima se encuentra en el hipotalamo.

Para la valoracién de la funcion tiroidea se utiliza principalmente la
determinacion de T4L y TSH. Los niveles de T4L ofrecen una idea
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bastante ajustada de la cantidad de T4 no unida a proteinas que se
encuentra en el suero, y que se intercambia con los diferentes tejidos
periféricos. Por otro lado, la concentracion de TSH es un buen indicador
del nivel de actividad biologica de la secrecion de la hipofisis.

La TSH se considera uno de los indicadores de hipotiroidismo primario
mas sensible (Nelson, 1989). Entre las causas mas frecuentes de
hipotiroidismo primario se encuentran las de etiologia autoinmune,
detectandose en el 90% de estos casos anticuerpos circulantes
dirigidos contra la membrana o cualquier otro componente de la célula
tiroidea.

Hemos observado que de los 306 nifios en los que se ha valorado la
funcidn tiroidea, 39 tenian un valor de TSH por encima del valor normal
(0,4-5 mU/L) que representa un 12,7%, sin embargo en todos estos
nifios los valores de la hormona tiroidea T4L fueron normales, por lo
que no se puede hablar de una hipofuncién tiroidea. Podriamos estar
ante casos de hipotiroidismo subclinico.

El hipotiroidismo subclinico no presenta, por definicion, ningin cuadro
sintomatico, aunque los pacientes refieren alteraciones inespecificas
gue posteriormente suelen desaparecer con el tratamiento hormonal
sustitutivo. Analiticamente se diagnostica por niveles elevados de TSH
con cifras normales de T4L en plasma y suele acompafarse de
anticuerpos antitiroideos positivos. Dependiendo de las cifras de TSH, el
hipotiroidismo subclinico puede llevar a un hipotiroidismo clinico.

En nuestro estudio no hemos valorado los anticuerpos antitiroideos, por
lo que no podemos asegurar que estos nifios tengan un hipotiroidismo
subclinico.

Si consideramos que Ucrania es un pais de bocio endémico y debido a
la alimentacidn deficitaria por el bajo nivel socio-econdmico de este pals,
quedaria justificado este aumento de TSH como compensacion a una
deficiencia en la glandula tiroidea. No obstante, no hemos detectado
ningln caso de bocio tiroideo.

En cuanto a los casos que presentan un nivel de TSH por debajo de los
niveles normales, hemos observado que existen 4 nifios. De estos, 3
presentan cifras de T4L normales. So6lo ha habido un caso en el que el
nivel de T4L estaba por debajo de los limites normales (0,8-2,4 ng/Zdl).
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En este Ultimo caso, observamos que existe un hipotiroidismo que
podria ser secundario o terciario por secrecion insuficiente de TSH o de
TRH, respectivamente. Para hacer esta distincion hubiera sido
necesario realizar la prueba de estimulacién con TRH, dato del que no
disponemos. En caso de hipotiroidismo secundario la concentracion de
TSH no aumenta con la estimulacion de TRH.

El hipotiroidismo generado por la irradiacion se produce por afectacion
de la glandula, por tanto, se trata de un hipotiroidismo primario. No
obstante, existe algin autor que da explicacion a la posibilidad de un
hipotiroidismo secundario (Mangano, 1996), por afectacion de la
hipofisis, considerando que dentro del material radiactivo liberado habia
una gran cantidad de radioisotopos incluyendo el *°Sr con un T... de 28
afos. Este isotopo radiactivo se concentra en hueso y el producto de su
desintegracion es el *°Y que infiltra 6rganos como la hipdfisis, lo cual
produciria una disminucion de TSH.

No hemos encontrado relacién entre los parametros indirectos de la
irradiacion (distancia y afios de exposicion) con los valores de TSH. Sin
embargo, si que observamos una correlacion negativa entre los afios de
exposicion y los valores de T4 libre. Este resultado es coincidente con el
hecho de que la radiacion produce hipofuncion tiroidea, pero al no
haberse hallado una relacion con los valores de TSH, no podemos
afirmar que exista una menor funcion tiroidea (dentro de los limites
normales) en aquellos nifios que llevan expuestos mas afios a la
irradiacion.

Observamos, ademas, que en el intento de establecer un modelo de
regresion lineal, las variaciones de los valores de T4 libre quedan
explicadas en un porcentaje muy pequefio por los afios de exposicion
(4,9%).

Al analizar los valores tiroideos respecto al hecho de que hubieran
nacido o no en el momento del accidente, encontramos diferencias
significativas en el valor de TSH: los nifios nacidos antes del accidente
tienen un valor de TSH mas alto que los que no habian nacido.

El hecho de haber nacido antes del accidente significa que ese grupo de
nifios ha recibido el impacto de los radioyodos y ademas llevan mas
afos expuestos a la radiacién cronica. Es l6gico pensar que ese
aumento de TSH sea debido a una compensacion por una hipofuncion a
nivel de la glandula tiroides.
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Existen varios trabajos que han estudiado la relacién entre la radiacion
medio-ambiental y la enfermedad tiroidea benigna (fundamentalmente la
presencia de anticuerpos antitiroideos y la funcién tiroidea). En los
referentes al accidente nuclear de Chernobyl, observamos resultados
diferentes.

En algunos existe una correlacién positiva significativa con la dosis
recibiday los niveles de TSH, asi como con los anticuerpos antitiroideos
(Vikovanets et al., 1997). En otros no se ven diferencias entre los
valores de TSH y hormonas tiroideas entre los grupos de mayor y
menor exposicion a la irradiacion, aunque si se encuentra un mayor
aumento de anticuerpos antitiroglobulina en los nifios que viven en
areas mas contaminadas (Pacini et al., 1998). Otros no encuentran
diferencias en ciudades de alta y baja exposicion (Sugenovaet al., 1995;
Ito et al., 1995; Bebeshko et al.,, 1999; Pacini et al.,1999).

Realmente no existen estudios en los que los hallazgos de hipotiroidismo
0 enfermedad autoinmune haya sido relacionado con dosis individuales
medidas tras la exposicion, por lo que estos datos han de ser valorados
con precaucion (Eheman et al., 2003).
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4.- Estudio de los parametros de estrés
oxidativo

En nuestro estudio no disponemos de un grupo control ni tampoco de
valores de referencia para cada uno de los marcadores de estrés
oxidativo, como ya hemos comentado anteriormente.

Existen varios trabajos que han intentado buscar valores de referencia
en sangre, estudiando individuos sanos de cada uno de los pardmetros
del estrés oxidativo que analizamos: enzimas antioxidantes: catalasa y
SOD ( Goth, 1991; Guemouri et al, 1991, Bolzan et al, 1997; Bogdanska
et al, 2003), sustrato antioxidante: GSH (Pastore et al, 2003) y MDA,
producto derivado del estrés oxidativo (Nielsen et al., 1997; Kharb y
Ghalaut, 2003).

En general, podemos decir que la gran dispersion de los valores de
estos marcadores en individuos sanos no permite el uso de valores de
referencia y consecuentemente no es factible el uso de los mismos en la
practica clinica diaria. Cada laboratorio deberia establecer "sus propios
valores de referencia”.

Tampoco existe evidencia del tipo de distribucién que presentan los
valores de los parametros oxidativos. Si bien en algun trabajo se ha
postulado que los enzimas antioxidantes (catalasa y SOD) y MDA
adoptan una distribucion normal o gaussiana (Diaz et al, 1998;
Bogdanska et al., 2003) estimamos que no hay suficientes argumentos
para esta afirmacion.

Por ello, hemos realizado un contraste de hip6tesis de validacién de que
las muestras proceden de una poblacién normal. Este dato sera
importante a la hora de realizar el andlisis estadistico, puesto que de
ello dependerd el que utilicemos pruebas paramétricas 0 no
paramétricas en nuestro estudio.

Tras la realizacion de este contraste de hipdtesis y en base a los datos
muestrales de que disponemos, concluimos que la enzima catalasay el
GSH proceden de una poblacion con distribucion normal y la enzima
SOD, el producto de peroxidacion lipidica MDA y la base mutagénica
8-0x0-dG no proceden de una poblacion con distribucién normal.
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4.1.- Relacion con el sexo y la edad

La edad y el sexo son dos factores que también se han estudiado
respecto a los parametros de estrés oxidativo en muchos trabajos. Tras
el analisis de nuestros datos observamos que no existen correlaciones
significativas entre los parametros oxidativos analizados y la edad en el
momento en que se realiza el analisis. Tampoco existen diferencias
significativas en cuanto al sexo se refiere.

Para un mejor analisis de la relacién entre el sexo y los parametros
oxidativos hemos agrupado a los nifios por lugar de procedencia,
buscando diferencias significativas entre las medias de valores por sexo.
Solo se han encontrado diferencias significativas en el caso del MDA,
para los nifios procedentes de Bucha-lrpen (situado a 100 Km de la
central), observando que la media es mayor en el caso del sexo
masculino.

En los estudios realizados observamos que no todos llegan a las mismas
conclusiones: en algunos, la edad no influye en los parametros
oxidativos, como la catalasa y SOD (Bogdanska et al., 2003); en otros,
se observa un incremento de la actividad de SOD con la edad y no con la
catalasa (Bolzan et al., 1997), o bien un incremento de la catalasa con
la edad (Goth,1991) o bien un incremento de lipoperoxidacion lipidica
(MDA) con la edad (Kharb y Ghalaut, 2003). En cuanto al sexo, algunos
estudios no encuentran diferencias entre grupos de hombres y mujeres
en catalasa y SOD (Guemouri et al, 1991); en otros observamos
diferentes resultados: los valores de SOD y CAT en mujeres son mas
altos respecto a los hombres (Bolzan, 1991), los valores de catalasa
son mas altos en hombres (Goth, 1991), los valores de MDA son
mayores en hombres (Diaz et al., 1998) o bien los valores de MDA son
mayores en mujeres (Kharb y Ghalaut, 2003).

Estos estudios se han realizado fundamentalmente en adultos, si bien
alguno incluye nifios (Guemouri et al., 1991). Los estudios realizados en
nifios sanos suelen ser muestras pequefias y formando parte de los
grupos controles en estudios realizados en algunas enfermedades
concretas (Devasena et al., 2001).
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4.2 .- Relacion con la distancia al lugar del accidente y
con los aifos de exposicion cronica a la irradiacion

Los efectos de la irradiacion estan implicados con el estrés oxidativo. El
mecanismo indirecto que la radiacion produce sobre el material
bioldgico mediante la hidrdlisis del agua conlleva a la produccion de
radicales libres que van a lesionar las estructuras celulares con sus
consiguientes efectos sobre los diferentes tejidos y drganos.

En funcién de la cantidad de radiacion recibida se va a producir un
mayor o menor estrés oxidativo en el organismo. Se ha demostrado un
aumento de estrés oxidativo, incluso a bajas dosis de irradiacion (Chenal
et al,, 2000).

En el analisis que hemos realizado del valor de los parametros oxidativos
en funcion de los factores indirectos de irradiacién, no hemos obtenido
ninguna relacion entre cada uno de los parametros oxidativos y los afios
de exposicion a la misma.

En cuanto a la distancia al lugar donde se produjo el accidente nuclear,
encontramos correlaciones significativas positivas con la catalasa, GSH
y MDA.

Es I6gico pensar que tanto la catalasa como el GSH (enzima y sustrato
antioxidantes) estén aumentados conforme nos alejamos del foco de
irradiacion, puesto que asumimos que a mayor distancia las dosis
recibidas son menores. Esto significaria un efecto menor del estrés
oxidativo.

No encontramos una explicacién al hecho de que exista una correlacion
positiva entre la distancia y el producto de lipoperoxidacion lipidica
(MDA) puesto que por el mismo razonamiento anterior (a mas distancia,
menos dosis recibida) los resultados esperados serian opuestos a los
que hemos obtenido.

No podemos comparar estos resultados con otros estudios, puesto que
no hemos encontrado trabajos al respecto.

Se ha realizado un modelo de regresion lineal para estas variables (con
correlaciones significativas) buscando cuantificar la influencia de la
distancia sobre estos paradmetros. Se han obtenido bajos porcentajes
de influencia: 3,8% para la catalasa y 8,2% para la GSH. En el caso del
MDA este modelo no ofrece resultados significativos.
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Aungue los porcentajes de influencia de la distancia no son altos tanto
para la catalasa como para GSH, observamos que el porcentaje es
mayor en GSH que para la catalasa.

Hemos realizado una comparacion de medias de todos los parametros
del estrés oxidativo entre cada grupo de nifios pertenecientes a cada
una de las poblaciones estudiadas (Slavutich, Bucha-Irpen y Kiev). S6lo
encontramos significacion en el sustrato antioxidante GSH. La
correlacion nos muestra que a medida que nos alejamos del foco de
irradiacion los valores de GSH son més altos. En la comparacion de
medias por grupo observamos que existen diferencias significativas
entre el grupo de nifios situado a 45 Kmy 100 Km (p<0,01) y entre el
grupo de 45 Km y 125 Km (p<0,05). El que no existan diferencias
significativas entre el grupo de 100 Km y de 125 Km parece légico ya
que la diferencia es sélo de 25 Km. y la diferencia de irradiacion recibida
esperada entre estas dos poblaciones (Bucha-lrpeny Kiev) seria mucho
menor sila comparamos con la diferencia de dosis recibida entre cada
una de estas poblaciones y Slavutich.

Concluimos que existe una relacion significativa entre el GSH y la
distancia al foco de irradiacién. Cuanto mas nos acercamos a la Central
Nuclear y por tanto, asumimos que la radiacion recibida ha sido mayor,
los valores de GSH disminuyen.

La disminucién de GSH en el organismo se puede producir por una
parte, por una disminucién de su sintesis (en la que esta implicada la
enzima GSH sintetasa) y por otra, por oxidacion de GSH que pasa a
GSSG (Glutation oxidado) por accién de la enzima Glutation peroxidasa.

Los resultados obtenidos coinciden con los estudios que relacionan la
irradiacion con los valores de GSH donde se observa que la radiacion
produce una disminucion de GSH (Navarro et al., 1997; Demir et al,
2003) y esta disminucion es debida fundamentalmente al incremento
de GSSG, dando lugar a una disminucion del cociente GSH/GSSG, que
constituye un indicador del estrés oxidativo. Dos razones pueden
explicar el incremento en sangre de GSSG, por un lado, la reaccion de
GSH con otros radicales libres inducidos por la radiacion producen la
formacién de radicales tioles que reaccionan produciendo GSSG, y por
otro, como consecuencia del incremento de GSSG que se produce en
diferentes drganos y su transporte al torrente sanguineo (Navarro et
al.,1997).
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En nuestro estudio no se han valorado los niveles de GSSG, ni el enzima
glutation peroxidasa, por lo que no podemos afirmar que ese
incremento o disminucion de los valores de GSH segun nos acercamos
al foco de irradiacion se deba a un aumento de GSSG.

Es importante destacar el papel fundamental que los tioles no proteicos
celulares y en concreto el GSH juegan en la proteccion de las células
ante la irradiacion con una implicacién en la reparacion de las roturas
de ADN producidas por la irradiacion (Révész y Malais, 1983). El interés
de todos los trabajos realizados al respecto radica en la radioproteccion
que este sustrato antioxidante ofrece (Riklis et al., 1996; Lenton et al.,
1999; Inal et al., 2002), asi como en la sensibilizacion de los tumores a
la irradiacion (Estrela et al., 1995). En relacion con esto se encuentran
otros estudios en los que se demuestra que el GSH protege contra la
ruptura del ADN inducida por un estrés oxidativo de caracter quimico
(Saez et al.,, 1993; Muiiiz et al., 1995).

4.3.- Relacion con la edad en el momento del
accidente y al hecho de haber nacido o no cuando se
produjo

Al realizar la correlacién con los cinco parametros de estrés oxidativo y
la edad en el momento del accidente observamos solo correlacion
significativa en el caso de la enzima SOD, siendo ésta una correlacion
negativa; es decir, los niveles de SOD son mayores cuando la edad del
nifio en el momento del accidente era menor.

Cabria pensar que cuando el nifio es mas pequefio existe una activacién
poniéndose en marcha los mecanismos de defensa contra el estrés
oxidativo y por tanto un aumento de una de las enzimas antioxidantes
(SOD). No hemos encontrado estudios al respecto, por lo que no
podemos contrastar este hecho.

No existe relacion de los cinco parametros del estrés oxidativo en
relacion al hecho de que el nifio hubiera nacido antes del accidente o
después. No hay, por tanto, una relacién con la exposicion a los is6topos
de vida media corta (**l).
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4.4.- Relacion con los factores nutricionales

La valoracion nutricional del nifio tiene como objeto el control del
crecimiento y estado de nutricion, asi como identificar el origen del
trastorno.

La valoracion del estado nutricional de un nifio se realiza mediante una
anamnesis, exploracion clinica, evaluacién de datos antropométricos y
exploraciones complementarias.

Entre las causas de malnutricion distinguimos causas primarias y
causas secundarias (Martinez y Pedron, 2002). Las causas primarias
obedecen a la ingesta insuficiente o inadecuada de alimentos y puede
ser debido a: errores en la alimentacién por defecto de técnica
(frecuencia desordenada, alimentos hipocal6ricos, etc), alteracién en el
desarrollo de la conducta alimentaria del nifio y la marginacion social y
pobreza. Las causas secundarias se deben a cualquier enfermedad que
incida sobre el organismo que desencadene un trastorno nutricional,
son las enfermedades que producen unaimposibilidad de ingestion, las
que cursan con maldigestién-malabsorcién y enfermedades cronicas
que conllevan a un aumento del gasto energético.

Existen evidencias claras de la relacién entre la nutricion y el estado del
estrés oxidativo en el organismo, ya que se han descrito numerosos
nutrientes con propiedades antioxidantes, fundamentalmente derivados
de frutas y verduras, como la vitaminas A, C y E, carotenos, licopenos,
polifenoles, selenio, etc. (Evans y Halliwell, 2001; Mayne, 2003; Cabo,
2003).

Hemos estudiado la relacion de los pardmetros del estrés oxidativo con
algunos indicadores que valoran el estado nutricional.

El peso, por si solo, no es un buen indicador de nutricion (aunque
imprescindible en la recogida de datos para realizar una valoracion
nutricional) no obstante, hemos querido ver si existe una correlacion
entre éste y los pardmetros de estrés oxidativo, no encontrando
ninguna correlacion significativa.

Existen varios indices para valorar la nutricion. Nosotros hemos elegido
el indice de Mc Laren o de Sukla ya que hace una valoracién conjunta de
la talla y el peso.
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Tenemos dos limitaciones al uso de este indice. Por una parte, el calculo
de este indice se ha realizado en base a las tablas de la talla del
percentil 50 que disponemos en nuestro pais y por otro, al no disponer
de las fechas exactas de nacimiento, en las tallas del percentil 50 se
han tomado los valores sin tener en cuenta los meses. Si bien la
valoracion no es exacta, podemos considerar que se trata de una buena
aproximacion.

De los 310 nifios incluidos en nuestro estudio, hemos observado que
111 nifios presentan algin grado de malnutricion, que representa un
35,8% del total.

Tras la valoracion clinica de los nifios que hemos estudiado, no se han
encontrado enfermedades que puedan conducir a una malnutricion.
Este porcentaje de nifios malnutridos se puede explicar por la
procedencia de los mismos. Ucrania es un pais con un bajo nivel socio-
econdmico, lo que constituye una causa de malnutricién primaria.

No hemos encontrado una correlacion entre el indice de Mc Lareny los
parametros de estrés oxidativo. Tampoco hemos encontrado estudios
con los que podamos comparar estos resultados.

También hemos valorado si existe alguna relacién entre los parametros
del estrés oxidativo y el hecho de que la alimentacién se produjera en
orfanatos o en familias, pensando en la posibilidad de que la
alimentacion pudiera ser diferente.

En primer lugar hemos analizado el porcentaje de nifios que presentan
algln grado de malnutricién en base al indice de Mc Laren en cada uno
de los grupos (procedentes de orfanatos o de familias). Hemos
encontrado un indice de Mc Laren < 90% en 68 nifios de 158 que
proceden de orfanatos (43%) y en 37 nifios de 93 que proceden de
familias (39,8%). Aunque observamos que el porcentaje de malnutricion
en orfanatos es ligeramente mayor que en el caso de las familias, el
analisis estadistico no muestra una diferencia estadisticamente
significativa en ambos grupos de nifios.

En el estudio de los pardmetros oxidativos tampoco existen diferencias
significativas en las medias de los valores de estos marcadores del
estrés oxidativo en relacion a haberse producido la alimentacién en
orfanatos o familias. El bajo nivel socio-econdémico de este pais nos
induce a considerar que el tipo de alimentacion no varia
sustancialmente entre una institucion o una familia.
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5.- Estudio del gen p53

La estructura y funcion del gen supresor tumoral p53 han sido
extensamente estudiados. Es el gen que con mas frecuencia se ha
hallado mutado en los canceres humanos. La mayoria de mutaciones
que se han detectado son las de sentido erréneo (“missense”)
localizados fundamentalmente en los exones 5-8 (Levine et al., 1991).

El efecto mutagénico de la radiacion es bien conocido en la actualidad
(Breimer, 1988). Este efecto mutagénico ha sido estudiado tanto para
los rayos X y radiacion gamma que constituyen radiacion de baja LET
(transferencia lineal de energia), como para las particulas alfay
neutrones (radiacion de alta LET) (Garcia-Espafia et al, 1996).

En 1994, tras la descripcién de mutaciones en el gen p53 en canceres
de pulmén en trabajadores de las minas de uranio (Taylor et al., 1994)
se postuld que las alteraciones de este gen podrian constituir un
marcador de cancer radioinducido.

Los estudios sobre las alteraciones del gen p53 de tumores en
personas afectas por el accidente nuclear de Chernobyl se han basado
principalmente en el cancer de tiroides (Hillebrandt et al., 1996; Nikirov
et al., 1996; Waldmann et al., 1998) que constituye el Gnico cancer en
el que se ha demostrado que ha habido una mayor incidencia tras el
accidente.

Si bien algunos estudios realizados al respecto han concluido que las
mutaciones del gen p53 en cancer de tiroides podrian ser relevantes en
el desarrollo de estos tumores inducidos por la radiacion (Hillebrandt et
al., 1996), en otros estudios el gen p53 no parece ser importante en el
desarrollo de estos tumores, aunque podrian jugar un papel en la
progresion a un fenotipo mas agresivo (Nikirov et al., 1996). Existen
trabajos en los que no se ha encontrado relacion de las alteraciones del
gen p53 en los canceres de tiroides radioinducidos (Waldmann et al.,
1998).

Algunos autores han descrito los reordenamientos del gen ret como la
alteracion mas importante en estos tumores de tiroides radioinducidos
(Klugbauer et al., 1995, Waldmann et al, 1998; Klugbauer et al.,
1998).

También se ha llevado a cabo el estudio del gen p53 en otros tejidos,
aparte del tiroideo, como el urotelio vesical, con el objeto de estudiar
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mecanismos que puedan conducir al desarrollo del cdncer de vejiga
(Yamamoto et al., 1999; Morimura et al., 2004). Estas alteraciones del
p53 en el urotelio vesical se han relacionado con mecanismos de estrés
oxidativo (Romanenko et al., 2000).

En nuestro estudio hemos analizado muestras sanguineas de los nifios
procedentes de Ucrania, no habiéndose observado alteraciones en el
gen p53 en ninguna de ellas.

En 1997 Hillebrandt estudié muestras sanguineas en un grupo de 40
nifios afectos de cancer de tiroides tomando como grupo control 30
nifnos sanos, no encontrando diferencias significativas en la frecuencia
de polimorfismos en el p53 en ambos grupos (Hillebrandt et al., 1997).

Cabria la posibilidad que aunque no estuviera alterado el gen p53,
hubiera una amplificacién del gen MDM2 que justificara la inactivacion
de la proteina P53. En nuestro trabajo no hemos analizado el gen
MDMZ2. No obstante, en estudios de tumores inducidos por la radiacion
en animales no se ha encontrado un aumento de mutaciones del p53 ni
una amplificacién del gen MDMZ2, indicando la existencia de vias
alternativas que permitieran a las células tumorales evitar el control
producido por los genes p53-MDM2 (Séez et al., 1994).
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6.- Analisis cromosomico

Lairradiacion produce lesiones sobre el ADN que pueden ser reparadas
o llevar a la formacion de alteraciones o aberraciones cromosomicas.
Estas alteraciones se pueden clasificar por el namero de roturas y las
interacciones entre ellas, como ya hemos visto en el apartado
correspondiente, dando lugar a deleciones, inversiones, translocaciones,
etc.

En general, las anomalias cromosomicas se pueden dividir en dos
categorias: constitutivas, aquellas con las que se nace y adquiridas, las
que surgen tras el nacimiento por diferentes causas, como la
irradiacion.

Otras forma de clasificar estas alteraciones es en funcién de su
estabilidad; estables, aquellas que pueden persistir durante multiples
divisiones celulares, como las translocaciones e inestables, las que se
pueden perder a lo largo de sucesivas divisiones, como las deleciones
(Makino, 1975)

En nuestro estudio hemos encontrado alteraciones cromosémicas en
12 nifios de los 122 estudiados. Dentro de éstas, hay 2 alteraciones
cromosoOmicas constitutivas, una inversion pericéntricainv (9) (p11q13)
y una translocacioén t (1;7) (g32,32).

No podemos considerar que estas alteraciones se deban a la
exposicion a la irradiacion de los nifios ya que se tratan de alteraciones
estables que pueden haberse heredado o bien haberse producido
durante la meiosis en la ovogénesis o0 espermatogénesis de sus
progenitores.

Las inversiones, aunque pueden ser producidas por la irradiacion, se
encuentran entre las anomalias mas frecuentes en la poblacion general,
de estas, la inversibn mas comun es la inversion pericéntrica del
cromosoma 9 que se encuentra en mas del 1% de la poblacion general.
Estas inversiones no estan relacionadas con un incremento de riesgo de
defectos en el nacimiento y/Zo dificultades en el desarrollo.

En el caso de la translocacion hallada podriamos plantearnos el hecho
de que se hubiera provocado por lairradiacion en las células germinales
de los padres, ya que se trata de un nifio nacido tras el accidente
nuclear. En cualquier caso, no disponemos de los datos suficientes para
poder realizar esta afirmacion.
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Las roturas, gapsy fragilidades encontradas en diferentes cromosomas
son alteraciones adquiridas, que se pueden haber producido por el
efecto de la radiacion.

Los estudios realizados sobre las personas expuestas a la irradiacion
producida por el accidente se han basado fundamentalmente en el
andlisis de acéntricos, dicéntricos y cromosomas en anillos (Braselman
et al., 1992; Sevan”Kaev et al., 1995), que constituyen alteraciones
cromosdmicas inestables bastante especificas de la irradiacion.

De hecho, en los ultimos afios se han publicado varios estudios
encaminados a la determinacion de la dosis de exposicion basandose en
la deteccién de estas alteraciones cromosémicas, ya que existe una
relacion directa entre la dosis absorbida y la cantidad de alteraciones
cromosémicas producidas (Barguineiro et al., 1995; Cigarran et al,
1998).

Nosotros no hemos encontrado ninguna de estas alteraciones. Por una
parte, el estudio no fue disefiado para ello y por otra, en este tipo de
estudios de dosimetria bioldgica se realiza la valoracién de al menos
500 metafases.

En un trabajo realizado en Bielorrusia y Rusia, sobre 1855 personas en
que se incluian nifios y adultos, se observa un aumento en las
aberraciones cromosomicas en los sujetos expuestos a la radiacion,
divididos por grupos segun poblaciones, frente a grupos controles, con
una significacion estadistica en los nifios que fueron evacuados y en
nifios y adultos residentes en zonas en las que la contaminacion
ambiental de *'Cs era de 1000 KBg/nr. En este mismo estudio se
analizaron nifios que habian recibido irradiacion in (tero, no
encontrando diferencias significativas entre éstos y los que solo
estuvieron expuestos tras el nacimiento ( Sevan”Kaev et al, 1995).

Estudios citogenéticos en nifios recién nacidos sanos, muestran una
incidencia de anomalias cromosomicas del 0,5-1% de la poblacion
(Lopez Ginés et al., 1987) sin que se describan alteraciones como
roturas, fragilidades o gaps.

Nuestros datos no nos permiten asegurar que algunas de las
alteraciones encontradas, fundamentalmente las inestables, sean
debidas a la irradiacion, puesto que no disponemos de un grupo control;
aunque como ya hemos dicho no es habitual encontrar este tipo de
alteraciones en la poblacion general.
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Al analizar la procedencia de los nifios, en base a los datos de los que
disponemos, tampoco podemos afirmar que estas alteraciones se
hayan producido con mayor frecuencia en poblaciones més cercanas al
lugar donde se produjo el accidente.
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Conclusiones

De acuerdo con los objetivos planteados inicialmente y a través de los
resultados del presente estudio pueden extraerse las siguientes
conclusiones:

1.-En la poblacion estudiada y en el periodo en que se ha realizado el
estudio, no se ha descrito ningn caso de cancer.

2.- No se han apreciado alteraciones hematoldgicas.
3.- No se ha evidenciado ningin caso de hipotiroidismo primario clinico.

4.- En el andlisis de las enzimas antioxidantes se ha encontrado una
correlacion positiva, entre los valores de la catalasa y la distancia al
lugar donde se produjo el accidente y una correlacion negativa de los
valores de la superodxido dismutasa con la edad de los nifios en el
momento del accidente.

5.-Los valores del glutation reducido se correlacionan con la distancia al
lugar donde se produjo el accidente de forma positiva, siendo este
pardmetro de estrés oxidativo el que presenta una mayor relacion con
la distancia. Los nifios procedentes de la poblacion mas cercana a la
central nuclear muestran valores de GSH menores respecto a los nifios
procedentes de poblaciones mas alejadas.

6.- No se han encontrado relaciones de los valores de MDAy la base
modificada 8-0xo0-dG con los factores analizados.

7.- No se ha evidenciado una relacion de los parametros de estrés
oxidativo analizados con el estado nutricional.

8.- No se han detectado mutaciones puntuales en el gen p53 mediante
la técnica SSCP-PCR en ninguna de las muestras sanguineas analizadas.

9.- En el estudio citogenético se han encontrado alteraciones
cromosomicas adquiridas sin expresion a nivel clinico.

10.-En base a las alteraciones bioquimicas encontradas que reflejan un
estrés oxidativo, no se debe descartar la aparicién o desarrollo de
futuros procesos patoldgicos.
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Apéndice 1.- Unidades fisicas de radiactividad.

Con

cepto y equivalencias.

ACTIVIDAD

Es el n
unidad

Umero de transformaciones nucleares o desintegraciones por
de tiempo. A =dN/dt

Unidad antigua: Curio (Ci)

Unidad S.I.: Becquerel o Bequerelio (Bg)= 1dps (desintegracion
por segundo)

Equivalencias:
1C=3,7x 10" Bq
1Bq = 2,70 x 10 “Ci

Tabla A.1 - Miltiplos de Bq
Prefijo [ Simbolo Equivalencia
Exa EBg 10" Bg
Peta PBqg 10* Bq
Tera TBq 10" Bg
Giga GBq 10° Bq
Mega |[MBq 10° Bq

Kilo KBqg 10° Bg

CONTAMINACION
Actividad por unidad de superficie

Unidad antigua: Ci/Km?

Unidad S.I. Bq /7 m?
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DOSIS ABSORBIDA
Cociente entre el valor esperado de la energia impartida por la radiacion
dE y la propia masa del elemento dm. D =dE/dm

Unidad antigua: Rad (rad).
1 Rad = 100 ergios/Zgr

Unidad S.I.: Gray (Gy)
1Gy = 1 julio/Kg

Equivalencias:

1Gy = 100 rad
1 rad = 10? Gy

TASA DE DOSIS ABSORBIDA
Dosis absorbida por unidad de tiempo.

Unidad antigua: rad/s, rad/h

Unidad S.I.: Gy/s, Gy/h
DOSIS EQUIVALENTE
Es el producto de la dosis absorbida D por el factor de calidad de la
radiacion considerada Q. Deq=D x Q.

Unidad antigua: radiation equivalent man (rem)

Unidad S.I: Sievert (Sv)

Equivalencias:
1Sv =100 rem
1rem=10%Sv

La mayoria de is6topos contemplados en este estudio son emisores
gamma, para los que Q= 1 por lo que la dosis equivalente y la dosis
absorbida son equivalentes (1 Gy equivale a 1 Sv).
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Apéndice 2. - Relacion de atomos de isotopos
radiactivos utilizados en el texto

Tabla A.2 - Atomos de isdtopos radiactivos

Simbolo | Nombre del elemento | N° atémico
Ba Bario 56
Ce Cerio 58
Cm Curio 96
Cs Cesio 55
I Yodo 53
Mo Molibdeno 42
Np Neptunio 93
Pu Plutonio 94
Ru Rutenio 44
Sr Estroncio 38
Te Teluro 52
Xe Xenén 54
Y Itrio 39
Zr Circonio 40
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Apéndice 3. - Ficha de recogida de datos clinico-
analiticos

Informe clinico sobre: Edad:

1. VALORACION NUTRICIONAL

Peso (Kg) P
Talla (cm) P Indice Mc Laren
P. craneal (cm) P Circunferencia muscular brazo P
P. braquial (cm) P Area muscular brazo P
Pliegue tricipital (mm) P
Conclusion estado de nutricion:
11. VALORACION CLINICA
Aspecto general:
Piel: Cabello: Labios: Lengua:
Ojos: Dientes: Encias: Mucosas:
Glandulas tiroides: Esqueleto: Extremidades:
Glandulas parétidas: Neurolégico:
Otros:
F. cardiaca (Ipm) T. arterial max. (mmHg) P
T. arterial min. (mmHg) P
Conclusion valoracion clinica:
BEG: Buen estado general
N: Normalidad
NHP: Ningun hallazgo patolégico

111. VALORACION ANALITICA

111.1. Valoracién de anemias

Hematies (mm?®) Hemoglobina (g/dl) Hematocrito (%)
VCM (fl) HCM (pg/ml) CHCM (g/dI)
Sideremia (ig/dl) IST (%) Transferrina (mg/dl)
Ferritina (ng/ml) Vitamina B12 (pg/ml) Folato (ng/ml)

Comentario (111.1)

111.2 Valoracién coagulacion

Plaguetas (mm?®) 1. Quick (%) TTP(r) TT()
Fibrinégeno (g/l)
Comentario (111.2)
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111.3 Valoracién estado inmune

Leucocitos (mm?®) CD4 (%) IgA (mg/dl)
Neutréfilos (mm?) CD8(%) IgG (mg/dl)
Monocitos (mm®) IgM (mg/dl)
Eosindfilos (mm?®) IgE (UI/ml)
Basofilos (mm?) C3 (mg/dl)
Linfocitos (mm?®) C4 (mg/dl)

Comentario (111.3)

111.4 Valoracién tiroidea

T4 (ig/dl) T4 libre (ng/dl) T3 (ng/ml) TSH (mU/L)

Comentario (111.4)

111.5 Perfil bioguimico, proteinico y enziméatico

Glucosa (mg/dl) GOT (mU/ml) P. totales (mg/dl)

Urea (mg/dI) GPT (mU/ml) Prealbimina (mg/dl)
Creatinina (mg/dl) LDH (mU/ml) Albumina (mg/dl)

Sodio (mEg/I) F. Alc. (mU/ml) Cociente Alb./globulina
Potasio (mEg/I)

Cloro (mEg/1)

Calcio (mg/dl)

Fosforo (mg/dl)

Comentario (111.5)

111.6 Otras determinaciones

Cariotipo

Comentario (111.6)

Valencia, agosto de 1996

Fdo. Dr. J. Donat

J.U. Oncohematlogia Pediatrica
Hospital Clinico Universitario
Valencia
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Apéndice 4 .- Programa Ucrania 2000

ABOGADOS SIN FRONTERAS

PROGRAMA DE ACOGIMIENTO TEMPORAL
UCRANIA 2000

Abogados sin Fronteras es una fundacion de naturaleza
benéfico-asistencial que se sitla en el contexto de las O.N.G. y
que tiene como fines el fomentar, desarrollar y difundir valores
como: la libertad, la igualdad, la justicia, la solidaridad, el
respeto, el pluralismo, tanto a nivel nacional como internacional.

Durante los afios 1994 a 2000, Abogados sin Fronteras
(A.S.F.) desarroll6 el del Proyecto “UCRANIA 2000”,cuyo
objetivo fundamental se centré en propiciar el desplazamiento a
nuestro pais, en régimen de acogimiento familiar temporal y
durante los meses de julio y agosto, de un nimero aproximado
de 2000 nifios y niflas de edades entre 6 y 14 afios, procedentes
del area de poblacion afectada por la catastrofe nuclear de
Chernobyl en Ucrania, y pertenecientes a familias con un patrén
socio-familiar deficiente, asi como a instituciones de acogida y
tutela de nifios huérfanos o abandonados.

Este desplazamiento era absolutamente gratuito para
todos los nifios y nifias trasladados a nuestro pais, quedando
exoneradas las familias de origen o las instituciones de su
procedencia, de cualquier pago por la participacion de sus nifios
en el Programa. La financiacién del proyecto se realiz6 a través
de subvenciones, actividades culturales para captar fondos y de
las aportaciones de las familias colaboradoras.
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La estancia de los nifios y nifias se llevd a cabo en el seno de
familias pues en un entorno familiar estable, los nifios pueden
encontrar modelos de convivencia que les permite desarrollar su
autoconcepto y mejorar su autoestima. La participacion en la
vida de la familia y su entorno de relaciones, favorece el
desarrollo de habilidades sociales y fomenta actitudes
solidarias, ya que comparten y participan de todas las
actividades de la familia acogedora. Estos aspectos favorecen
un proceso de madurez y de equilibrio personal que les permitira
afrontar con mas recursos etapas posteriores de su vida.

Los compromisos que asumian las familias al colaborar en
este programa eran:

a) Colaborar en el programa hasta su finalizacion (afio
2000)

b) Asumir parte del coste econdémico que supone el
acogimiento del nifio o nifia. ( Viaje y manutencion )

c) Acomparfiar al nifio o nifia a las revisiones previstas en el
programa médico.

d) Compromiso de seguir las indicaciones de la fundacion.

e) Firma de un convenio de acogimiento.

Ademas del acogimiento temporal, ASF incluyé también
como objetivo esencial del Programa, el reconocimiento médico
de todos los nifios y niflas desplazados, y la asistencia sanitaria
especifica que en su caso fuera necesaria. A tal efecto, ASF
conto con la colaboracién de las autoridades de la Conselleria de
Sanitat i Consum de la Generalitat Valenciana y de la
Universitat de Valéncia, la continuidad de la colaboracién tan
eficazmente prestada por estas instituciones se realiz0 a través
de los servicios correspondientes del Departamento de
Oncologia Infantil del Hospital Clinico Universitario de Valencia
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y de la Facultad de Medicina y Odontologia de la Universitat de
Valencia. Los resultados obtenidos de dichos reconocimientos se
ofrecieron a las Autoridades Sanitarias de Ucrania, a través de
la Embajada de Ucrania en Espafia.

Ademas, el programa cont6 también con la colaboracion de
la embajada de Espaifia en Ucrania y con el patrocinio de la
UNESCO.
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APENDICE 5.- Cartas a organismos oficiales
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N
GENERALITAT
VALENCIANA

IL CONSELLER
DE SENITAT) CONSUM

loaguin Colomer Sala

Ilmo. Sr. D. Alejandro Blanco
SUBEDIRECTOR GENERAL DE ASUNTOS CONSULARES
MINISTERIO DE ASUNTOS EXTERIORES

Valencia, 7 de Abril de 1995

Excmo. Sr.:

Me complace comunicarle que la Conselleria
de Sanidad y Consumo de la Generalidad Valenciana apoya y
respalda a la Organizacién No Gubernamental Fundacién
Abogados Sin Fronteras en el desarrollo del "Programa
Chernobil" de dicha Organizacién, dirigida a propiciar el
Acogimiento Temporal Familiar por familias Valencianas Yy el
reconocimiento médico de nifios ucranianes, con un patrén
socio-familiar y sanitario deficiente.

As{ mismo, le comunico que la Conselleria de
Sanidad y Consumo participa en el citado Programa,
asumiendo la atencién sanitaria y el reconocimiento médico
de los nifios que se desplazaron a Valencia en el Programa
de Navidad, a través de la Organizacién Abogados Sin
Fronteras y lo continuard haciendo en los sucesivos
Programas disefiados por esta Organizacién.

La Conselleria de Sanidad y Consumo es
conocedora de los objetivos y detalles del Programa y avala
el mismo ante las Autoridades Ucracnianas. Dentro de este
Programa, y en el viaje humanitario que Abogados Sin
Fronteras realizard préximamente a Kiev, se haré entrega al
Ministerio de Sanidad de Ucrania del estudio médico-
sanitario confeccionado por la Unidad de Oncohematologia
Pediétrica del Hospital Clinico Universitario de Valencia,
dirigida por el Dr. Joaquin Donat, Yy dependiente de la
Conselleria de Sanidad y Consumo. El citado informe
constituye un estudio muy valioso, de cara a la atencién
integral de los nifios del &rea de Chernobil (Ucrania).

Le ruego en la medida de sus posibilidades,
facilite a los responsables de la Organizacién Abogados Sin
Fronteras la tarea humanitaria que los mismos pretenden
desarrollar durante su estnaica en Kiev, por lo que le
quedo muy agradecido. ’

@9“"ﬂr Atentumente_le saluda,

&, o

P
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GABINETE DE MINISTROS DE UCRANIA
Kiev

5 de mayo de 1996
n°28-1132/9

Presidente de la Fundacién
"Abogados sin Fronteras
D. José Ramén Juaniz Maya

Estimado Sr. Maya:

Quiero agradecerle la informacién entregada por
Usted durante nuestra reunién el dia $ de abril.

El programa de ayuda médica a los nifios de la region
de Chernobil, su tratamiento médica es muy importante al tomar
en cuenta las consecuencias de la catistrofe en la CEN de
Chernobil. Los datos de investigaciones cientificas sobre la
influencia de los factores de esta catastrofe a la saluda de los
nifios permitirdn hacer su rehabilitacién mas eficaz.

La accion de su Fundaci6n se valora muchisimo por el

Gobiemo de Ucrania y de partes de las estructuras estatales se le _

va a asegurar todo apoyo en la realizacién del programa.

Atentamente,

Vice Primer Ministro de Ucrania (hay firma) LF. Kuras
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15-1934|103

UCRANIA

MINISTERIO DE ASUNTOS EXTERIORES

El Ministerio de Asuntos Exteriores de Ucrania saluda
atentamente a la Embajada de Espafia en Ucrania y tiene el
honor de remitir adjunto para su entrega al destinatario la
carta de parte del Vice Primer Ministro de Ucrania D. Ivan
Kuras para el Presidente de la Fundacién "Abogados sin
Fronteras" D. Jos¢é Ramén Juaniz Maya con el
agradecimiento por la informacién sobre la ayuda médica a
los nifios de ia regién de Chemobil.

El Ministerio de Asurtos Exteriores aprovecha la
ocasién para testimoniar a la Embajada de Espafia en
Ucrania su més alta consideracion.

Anejo: 1 pagina.

Kiev 13 de mayo de 1996
(Hay sello del MAE de Ucrania)

A LA EMBAJADA DE ESPANA EN UCRANIA. - KIEV
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United Nations Educational, Scientific and Cultural Organization
Organisation des Nations Unies pour I'éducation, la science et la culture

" La Subdirectora General
para las Ciencias Sociales y' Humanas

REF. :

SHS/HRS/96/111 19 de febrero de 1996
Estimado sefior:

En nombre del Director General, le agradezco mucho su carta del pasado 13
de diciembre, asf como la documentacién sobre las actividades de la Fundacidn
Abogados Sin Fronseras que ha tenido la amabilidad de transmitir a la UNESCO.

He estudiado atentamente los documentos referentes al Programa de acogida de
nifios de 1a regién de Chemoby! (Ucrania) que llevan Vds. a cabo y qQuisiera felicitarle
por tan magnifica iniciativa. La conexién de la tarea Juridico-formal, en la que radica
el origen de la Fundaci6n que Vd. preside, con un proyecto de asistencia a la infancia,
es un inmejorable ejemplo del relevante papel que las Organizaciones No
Gubernamentales desempefian en la cooperacién internacional.

La UNESCO se identifica por entero a esta labor, y nos complaceria que el
Programa Ucrania 2000 contase con el Patrocinio de la Organizacién. Para ello, es
necesario consultar con la Comisién Nacional Espaiiola de la UNESCO. Tengo el
placer de comunicarle que he iniciado dicho trdmite, de cuyo resultado le informaré
tan pronto como sea posible.

Con mis mejores deseos de éxito, aprovecho la ocasién para saludarle muy

atentamente. Z

Francine Fournier

Sr. D. José Ramén JUANIZ MAYA

Presidente

Fundacién Abogados Sin Fronteras

Conde Altea, 2, 1°, 3°

46005 VALENCIA .
Espafia )

Adresses postales : 7, place de Fontenoy, 75352 Paris 07 SP / 1, rue Miollis, 75732 Paris Cedex 15
Télex : 204461 Paris / 270602 Paris - Téléphone central : + (33.1) 45.68.10.00 - direct : (33.1) 45.68.39.23
Téléfax central : + (33.1) 45.67.16.90 - direct : (33.1) 40.65.98.71
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‘eferencia:

Organizacién de las Naciones Unidag
. para la Educacion, la Ciencia y la Cultur

Cincuenta anos El Director General

.

DG/3.4/209 " . =3 ABR 199§

Estimado sefior:

Como resultado de la deliberacion sobre la cual le informé D* Francine Fournier,
Subdirectora General para las Ciencias Sociales y Humanas, en su carta del pasado 19 de febrero,
me complace comunicarle que otorgo gustosamente el patrocinio de la UNESCO al Programa
Ucrania-2000 de la Fundacion Abogados sin Fronteras, que Ud. preside.

Quisiera también agradecerle su amable invitacion a las jornadas sobre el tema “Chernobil
existe: 10 afios de una catastrofe” durante las cuales se presentaré el Programa Ucrania 2000
Lamento profundamente que los compromisos contraidos para el mes en curso me impidan
acompaiarlos en esta ocasion , como hubiese sido mi deseo.

Hago votos por el éxito de esta iniciativa y aprovecho la ocasion para saludarlo con atenta
consideracion. :

|

Federico Mayor

Sr. Don José Ramon JUANIZ MAYA

Presidente

Fundacion Abogados Sin Fronteras

Conde Altea, 2, 1°, 3°

46005 VALENCIA 7. place de Fontenoy

Espana 75352 Paris 07 SP Francia
Teléfono + (33.1) 45 68.10 00
Fax+(331) 47348557
Drreccion telegrafica: UNESCO Paris
Telex 204461 Paris/270602 Paris
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APENDICE 6.- Recortes de prensa
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Cincuenta nifios huérfanos afec-

¢ tados por el llamado sindrome
« Chernobil pasaran las Navidades y
%" Reyes con otras tantas familias va-
£ lencianas, que los acogeran tempo-
? ralmente entre el 22 de diciembre y
- el 10 de enero. -
% El objetivo de su presencia en
& Valencia tiene la doble finalidad de
- someterse a un reconocimiento
L médico y por otra "‘sensibilizar a la
¥ sociedad en general y a la valencia-
na en particular de que existe otra
realidad menos confortable que la
nuestra y no tan lejana’’, segln
manifesté ayer el presidente de la
Fundaciéon Abogados sin Fronteras,
José Ramén Juaniz, que en colabo-
racion con la Asociacion “‘Nifios
del Mundo” sé” han encargdo de
llevar a cabo este proyecto.

Los cincuenta nifos ucranianos
~de entre 7 y 17 anos no sufren
fases agudas por la radiaciéon nu-
clear y estan calificados sanitaria-
mente como ‘‘recuperables’’. El
objetivo de su estancia en Valencia
responde a la iniciativa de la Fun-
daciébn Abogados sin Fronteras que
ha propiciado el traslado de 350
nifos afectados.

Este grupo llegara a Madrid el
jueves 22 de diciembre y viajaran
; en varios grupos a Madrid, Valla-
dolid, Guadalajara y Valencia. Los
" ninos seran sometidos a un recono-
¢ cimiento médico en la seccion de
¢ Oncologia Infantil del Hospital Cli-
nico de Valencia “‘para conocer en
- qué estado se encuentran sus de-
. fensas y evaluar el efecto de lairra-
diacibn en su desarrollo o nutri-
cion”, tal como sefal6é también en
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Sufriran una revision médica en Oncologia

" Nifios huérfanos de Chernobil pasan
| § la Navidad con familias valencianas

rueda de prensa el jefe del departa-
mento, Joaquin Donat.

El programa incluye una selec-
cion de las familias valencianas que
deseen acoger temporalmente a es-
tos nifios, para lo cual deben con-
tactar con la Fundacién en el telé-
fono 3743358. A pesar del ofreci-
miento, un buen namero de ellos ya
han sido acogidos por las propias
familias de Abogados sin Fronteras.

Otro de los objetivos de esta ini-
ciativa es la de recoger fondos eco-
némicos para la compra de material
escolar y ropa, aungue esto mismo
se puede aportar personalmente. En
caso de contribuir con dinero pue-
den hacerlo a través de la cuenta
3100476960, sucursal 0701 (urba-
na Goya) de Bancaja, a nombre de
Fundacién Abogados sin Fronte-
ras-Nifios Chernobil.

En el mismo programa colabora
la organizacion Bomberos sin Fron-
teras, que cederdn un local para
almacenar los materiales aportados,
incluso destinardn dos vehiculos
para recoger el material a domicilio,
tal como constatoé el presidente de
este colectivo lgnacio lturriaga.

El desplazamiento de los nifios a
Valencia alcanza un importe de dos
millones de pesetas, a razén de
40.000 pesetas por billete de ida y
vuelta, que sera sufragado por la
Conselleria de Trabajo y Asuntos
Sociales con 500.000 pesetas, Pre-
sidencia de la Generalitat aporta
otro medio millén y “el resto he-
mos pedido a Bancaja que lo finan-
cie y confio en que asi sea’’, matizé
José Ramoén Juéaniz.

Fulgencio Torremocha

3-42-4944
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" Ninos de Chernobil

R. VENTURA MELIA
A catastrofe nuclear de la central
de Chernobil nos afecté a todos.
Hemos aprendido una grave lec-
cién de la que hemos de sacar
consecuencias practicas. La primera de
ella es no olvidar el peligro de la energia
nuclear y que hay otras fuentes alterna-
tivas de energia. No estamos condena-
dos a depender del plutonio y del ura-
nio. Incluso cuando no liueve, como es-
tos meses, el sol puede darnos la ener-
gia que necesitamos.

Estos dias se encuentran por Valen-
cia unos nifos de Chernobil a quienes la
fuga radiactiva afecté. Como en aquella
pelicula premonitoria de Josef Losey,
ya conocen en su pfopia carne el precio
del progreso. Ahora se merecen toda la
solidaridad humana, en su pais o en el
nuestro, porque Ucrania o Rusia atravie-
san tiempos dificiles.

Se sabia que existia el peligro, y aun
hoy tratan de ocultario o de negarlo. Hay
fuertisimos y poderosisimos intereses
en juego. Ahi cerca tenemos Cofrentes
y cuando tienen una averia, nos entera-
mos tarde y mal de lo que sucede.

La cantidad de personas con secue-
las tras el resquebrajamiento del nucleo

de la central de Chemobil es para asus-
tar. La incidencia de las enfermedades,
como el cancer, o de las malformacio-
nes en fetos, es espantosamente alta y
pone los pelos de punta.

Alguna de las fundaciones humanita-
rias tendria que intervenir en este tema
y ayudar a los damnificados. A los enfer-
mos que necesiten tratamiento, a quie-
nes necesiten apoyo psicologico o -€co-
némico y, sobre todo, a los nifios. Estos
nifios encantadores que cuentan histo-
rias crueles sin darse cuenta, que ha-
blan del suicidio de un padre, de la
muerte de sus parientes, de su soledad,
de que echan de menos el calor de un
hogar o de una familia.

Parten el alma de los mas curtidos.
Hemos de evitar ser un dia nifios de
Chernobil 0 que nuestros hijos o nietos
sufran en carne propia esa plaga terri-
ble. Hay que poner remedio a tiempo y
renunciar a la energia nuclear, que tiene
un futuro muy caro (no digamos donde
habran de echar los residuos).

El afan desmedido de producir, los
objetivos politicos, las mentiras burdcra-
ticas estan detras de estos crimenes y
estas victimas inocentes. ¢Quién paga
por todo eso?

~ 2y

T

LEVANTE ~EMV - A4 -42~4494




194

VII - Apéndices

'sooIpaul s01se8 o[
1831503 Bred BIpURD) UD Od1j9Uaq
[€11521 Un UBIOAIJO ASIY Op $I
-01uE)) SOUIN $0[ ‘soaanl T "$O12
Op UBJIBPIOOE 95 UIIqUWIB] SOF
-BJA] SaAay sOT "opJeUInSe [EUOID
-IpBI} [2 SoJoABWI SRS 3p OPIqIoaT
e £ OpIOD BY ‘SI[BABYD SBUISD
80 £ B[OOIN “BIpBN OWO00 ‘K ‘S|
-ongelses seun waidwoo of anb
opipad 2y ‘ojpduoolA [o £ oustd
[@ BoO) soue g] sns e anb ‘egnx

hobi'zi w2
w7 'so[8ur op of[e sqes anbiod
odniS [ap zoaeyrod e[ Us OPNIAA
-Uod BY 3§ ‘SaL1j0d US sepiooe
SEUIU se] Op JOABUI B] “BUO[Y "UdA
-1AUOD anb se[ U0o serwIE) s8] 9p
soyiu so[ ® Jezeiqe 9p uelop ou
soyanbad sew so[ ‘ISy "IO[EO [@
£ 01081 |2 U0 9fdns 35 BUIOIP! |OP
0JUSMUINOU0ISIP [ * BpnAR s3]
K axornb saf anb usm3[e Aey mbe
anb uedas anb evred ‘rerjiurej
aJuAIqWIE Un Ud 3sIeIFa)ul SO UBY

‘saynog ue Sﬂ_uoow ugjse anb soyju op odnab un

0S3ONVYS STTHYD -

ETTTE LA

€1 véd 3

-1s300u anb 07}, ‘seulu-se| 3p 1O
‘eIpeN ® opiSose uey anb ‘ownry
£ eoorg ueosrydxa ° owsun) 130wy
® OpIudA uey ON],, ‘odnis us sep
-1[£S O SSUOISINIXI OWOD ‘OLIRUIP
-10BI}X2 BpRU §3[12221J0 anb Ley
ou anb ud usPOUIOd sopoL

: ‘p3a13e ¢, eASNU
edoi 91dwoo 9] 0£ £ “‘oreuByIO [9P
ound [o uod sepeolew ueqR]ISS
ofen anb sepuaid sef sepo],, ‘24p
-DWi QAN NS “BUY OJUSWIOD  SBI
-suedwod ‘sns uod 1ednf w opu
-anb ey ou L0y 38ty anbiod ‘3q
-L119) BUWINBI} UN JLIJNS OPIGIP BY
vura eisg,, 'zoa erownd Jod ou
-uos ‘soye sias ap ‘@30 vuonbad
®] “Jeluej epeulol BdnuINe
BUN SAUOJ UD I9AE UOISIAIA OIU
-omnjd [op sofiy so] “uoIBULIE
‘. sred ns g 9521821 opuend 0308}
-U0J o JOUSJUBW SOUIDIBIUIUI

50110 £ BUO[Y ‘(J0JEBS B) SaU10g
3p oIa1ESNZR OUNjOW On3NUE UN
‘SBJIV.T 9P BSBO B[ Ud ‘1oAY
" "eloUS[EA 9p 0o [ENdsOH
12 us seqanid B UBRISOWOS 9§
o[ 1od ‘uoweiper ] 10d sopey
~03J€ UP1SI IS BJARPO] 3QBS 35 ON
IqOIaYD) Sp [RIIUSS ] U ‘9861
3p [1qe ud ‘ofnpoid 25 onb 1vap
-NU JJUSPINOE [P SBIDUSNIASUOD
SB] OPLLJNS UBY SBI[[UIB] STIS O SOU
-2JINY UOS —BIOU[BA P BIOUIA
-o1d ®[ us uL}Sa ()9 2p [£10} UN—
souanbad so1sa op soysnpy ‘ed
-IPPUI UOIUMNE A IO[Ed URIBUOL
-10doid s3f ‘015U 2p (] 19 BISLY
SOUlu $015s3 ® uadooe anb ‘ser|
~TWef SeSOIoUINU “AJTY] 9P [RjuswW
-eu1aqnd ou UQIOBIDOSE BUN 3P
epEWE[| BUN B Opudipuodsay
*SBISIUOI]
urs_soraquiog £ seI3UOL] UIS

ogan[ apsap 4 ‘sew OffY Un OWIOd mom:h oq £ 3p pURdSH UD souoled

ST, "SOUR ] 3P OJI[D UN “B[OJIN
5P BIIWIEJ BASNU B[ US OPIMISAUOD
1] 35 ‘sOfT SOp U0 ‘LB BUBN{
£ 3sor 1od opsondwos BOUS[EA
ap oruounnew [g "Bpy ofip
‘ ;elfurieu sp ownz oysnw Opol
aiqos X, oyl 1e ofjod £ pnapyf
BUN IOUOT] NS UL UOIBUIIO0) ‘S[EA
~2YD $0183 3p 05U & OPISosE uey
anb seuroea se[ ‘eLeq £ BUY ‘B]
-9pY "semnbaoe e[ ua seyuew sns
uoo ueqeaiodeyd £ sajoqie sof
op selueieu ue[do)) ‘Jos [B $301]

-3) ueqes191100 SOpI[ed SOUIU SIo8

-a1ap sef Jod opeziuesio epiSooe
ap ewerfosd un op onusp ‘eued
-sg U9 sapepiaey se| uesed ‘[iqou
-194)) 3p BAIE [op SOURIURION SOU
-IU Q0§ SO110 £ ‘BUO[Y " [BUSNq

Iz

‘91usd outs ‘1a300e B BQI SO OU IS

usmd? s anb orep),, "1epnp uis
orpuodsaz “esni a301d191u1 B “B[Y
' iNuas eusnq sg?, BIOUS[EA
visey pupe sp ousndorse o
IPSOp 0AY[] 31 anb snqoine ap 03
-0ahen [2 syuesnp epedndosid oa .
-n)so ‘soye 7| 9p ‘BUOfy. U0l B
BIPUED) ‘YISOO VONVHAdSE

BIOUJ[EA US PEpIAEN ¥| _S_wma Iegponu

QJoTSLIRD P 10d sopeioje .m.oEZ
UoLIN) UIWOD
[qowny)) Ip mc__E. SO



VII - Apéndices

195

Una de las nifas procedentes de Chernobil, en el Ch’nlcq de Valencia.

EFE/J. C. CARDENAS

El grupo pasa la Navidad acogido por varias familias valencianas

Ocho nifios rusos afectados por el escape radiac-
tivo de Chernobil fueron sometidos ayer en Valen-
cia a un chequeo médico para comprobar su esta-
do de salud. Los pequeiios han sido acogidos por

familias valencianas para pasar la Navidad.

EFE
VALENCIA

Un grupo de ocho nifios ru-
sos, de los 59 procedentes de

Chernobil que llegaron el pasa-. .

. do viernes a Valencia a pasar

las Navidades, fue sometido
ayer a un reconocimiento meédi-
co en el Hospital Clinico de la
ciudad, para determinar cual es
su estado de salud, segun
fuentes sanitarias.

El jefe del departamento de
oncologia infantil del Hospital
Clinico, Joaquin Donat, explicé
que el resto de nifios, que tie-
nen edades comprendidas en-
tre los 7 y 17 afios, seran reco-
" nocidos a lo largo de esta se-

mana y la préxima.

Los pequefios, que, segun
Joaquin Donat, presentan un
estado general «aceptable»,
han sido sometidos a varios
andlisis de sangre para deter-
minar si sufren anemia, afec-
ciones en el tiroides o en su

sistema inmunitario, asi como a

una exploracién clinica para

comprobar si sufren dolores o
alteraciones dseas.

No obstante, hasta dentro de
varios dias, cuando se conozca
el resultado de las analiticas,

no podra realizarse una valora- -
cién real del estado de estos ni- .
hos, que estan pasando las Na-_

vidades en nuestro pais acogi-
dos por familias de la provincia
de Valencia.

Joaquin Donat senalé que a
los pequefios no se les ha de-
tectado, de momento, «ningtin
problema importante», y agre-
gé que algunos de los nifios
mas pequefios «han mostrado
un comportamiento asustado,
y nos ha coslado conectar con
ellos».

El traslado de estos nifios ha

- sido organizado por la Asocia-

cién Ninos del Mundo, y en. el
mismo han colaborado-las or-

ganizacionés Abogados sin

Nifos de Chernobil se someten
a un chequeo medico en Valencia

Fronteras, Bomberos sin Fron-
teras y la Generalitat.
Sensibilizar a la sociedad va-
lenciana de los problemas sani-
tarios que sufren estos niios,
proporcionarles por unos dias
un hogar del que carecen y

realizarles un reconocimiento’

médico que les sirva de base
para un posterior tratamiento
en Ucrania, son los principales
abjetivos de este viaje.

La iniciativa de Nifios del
Mundo permitiré que un total de
380. nifios y jovenes afectados
por las radiaciones atémicas

pasen estos dias de Navidad y -
Ano Nuevo en los hogares de

familias de distintas ciudades
espafiola. ‘
" Durante su estancia en Va-
lencia, los nifios visitaron Expo-
jove 94, donde participaron en
las actividades de diversos ta-
lleres, sin que su desconoci-
miento del espafiol fuera un
problema. Este grupo coincidié
en la visita con otro de nifios
bosnios acogidos en Valencia.
Los pequefios de: Chernobil

~asistirdn a un acto conjunto

mafiana, jueves, 29 de diciem-
bre, en'Gandia, donde se cele-
brara la actuacién de una coral.

LEVANTE ~-EMV. < 28421494
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Los sesenta pequefios estaran en Valeqcia‘ hasta el martes, dia 10

‘Las familias que han acogido a ninos de
Chernohil quieren repetir la experiencia

LEVANTE-EMV
VALENCIA

Las familias valencianas que
durante estos dias acogen en
sus hogares a los nifios afecta-
dos por el desastre nuclear de
Chernobil han mostrado su sa-
tisfaccion por esta experiencia, y
la Fundacién Abogados Sin
Fronteras ha anunciado su in-
tencion de repetirla.

José Antonio lborra, una de
las personas que ha recibido en
su casa a uno de estos nifios,
juzgé muy positiva la estancia
de Anna. «Lo que resulta muy
simpdtico es que conmigo o
con mi mujer se ha entendido
un poco. Pero con mis hijas se
ha entendido a la perfeccion»,
comentd. Iborra afiadié ademas
que la experiencia vivida durante

estos dias era imborrable tanto
para él como para su familia, y
que no le importaria repetirla.
«Nuestra relacion con la nifia
ha sido muy estrecha, y nos
gustaria mucho que-no se per-
diera. Si se repite préximamen-
te nos encantaria que Anna o
que cualquier otro nifio pasara
unos dias con nosotros», asegu-
ré Iborra.

«Mi segunda madre»

Por su parte, Julia, una de las
nifias acogidas, aseguré que se
lo estaba pasando muy bien.
«Me ha llamado mucho la aten-
cién que aqui en Navidad se
come uva. En mi pais no hay
uva en estas fechas».

La nifia comenté que su rela-
cion con la familia habia sido ex-

cepcional. «Con esta familia he
estado muy bien —indic6— y
desde ahora la sefiora con la
que he estado es como mi se-
gunda madre».

El pasado jueves, los sesenta
nifios procedentes de Chernobil,
quienes han sido sometidos a di-
versos andlisis médicos desde
su llegada a la ciudad, fueron re-
cibidos, «como unos valencia-
nos mds», por el presidente de
la Generalitat Valenciana, Joan
Lerma, y por la alcaldesa de Va-
lencia, Rita Barbera. N

La visita a Valencia, donde
permaneceran hasta el préximo
martes, dia 10, después de ha-
ber pasado las fiestas navide-
nas, ha sido tan satisfactoria que
el presidente de la Fundacién
Abogados Sin Fronteras, José

Los nifios de Chernobil, en Valencia.

Ramoén Juaniz, apunté que la in-
tencién de la asociacion es repe-
tirla. «Hay cerca de 5.000 nifios
afectados y la idea es que, aun-

" que sea de grupo en grupo, va-

yan viniendo poco a poco para
prolongar las experiencias y ha-
cerlas llevaderas», explico.
Juéniz destacé también que
la solidaridad debe ser funda-

LEVANTE - EMV

MANUEL MOLINES

mental en las relaciones entre
los distintos pueblos del mundo.
«La solidaridad —manifesté el
abogado de esta asociacion—
no enaltece a quien la practica,
ni humilla a quien la recibe: solo
es un acto de justicia. Y cuando
se realiza entre pueblos distin-
tos genera concordia entre los
mismos».

5 -1-1945



VII - Apéndices

Joan Lerma, con una nifa.

Lerma y Barbera, con los nifios de Chernobil

EFE
VALENCIA

El presidente de la Generali-
tat, Joan Lerma, dijo ayer que se
sentia «orgulloso» de las fami-
lias que han acqgido a sesenta
nifios de la zona de Chernobil
durante las fiestas navidenas, y
que fueron recibidos por el presi-
dente del Ejecutivo valenciano y

por la alcaldesa de Valencia,

_ Rita Barbera.
-A ambas recepciones, los ni-
fios acudieron acompanados
‘por.las familias que les han

LEvANTE

La alcaldesa recibié a los nifios rusos.

acogido en estos dias. Joan
Lerma dese6 que el idioma no
haya constituido una barrera

entre los nifios y las familias y -

que «se lleven el testimonio de
amor de toda la sociedad va-
lenciana». :
Tanto en la Generalitat como
en el ayuntamiento, los nifios
fueron obsequiados con distintos
recuerdos de su estancia en la
Comunidad Valenciana, al tiem-
po que fueron invitados por la al-
caldesa de la ciudad, Rita Bar-
bera, a presenciar la cabalgata

G.1. 14498

de los Reyes Magos desde el
balcén de la casa consistorial; -

Estos sesenta nifios, de eda-
des:entre los- 6 y los 17 afios,
ademas de convivir con las fami-

‘lias valencianas, han recibido-

atencién médica por parte de
personal especializado en onco-
logfa infantil de! Servei Valencia
de Saiut, mediante reconocimien-
tos ‘médicos para detectar las po-
sibles consecuencias de-a conta-
minacion radiactiva.provocada
por el accidente nuclear ocurrido
hace unos afios en su regién.
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_LAS PROVINCIAS

Domingo, 16 de julic de 1995

Ciento veintidos nifios, entre 6 y 14 ahos,
llegados de Chernobil (Ucrania) pasaran el ve-
rano con familias valencianas. Pero sobre lodo,
la gran mayoria, podrdn por primera vez en su
vida ser sometidos a un exhaustivo chequeo
médico. Abogados Sin Fronteras ha hecho po-
sible este vizje bajo el lema “Solidaridad y
Justicia”.  ~

Uno de los testigos de excepcion de |a llegada
de este grupo de nifios y nifas ucranianas fue el
presidente del Partido Popular, José Maria Az-
nar, que siguid, en compania de su mujer v sus
hijos. 13 recepcion que se brindd a los pequenos
en el aeropuerto de Manises. La familia Aznar-
Botella se dingia a 13 sala ViPs cuando quedd
gratamente sorprendida de la presencia de los
nifios, familias y organizadores, v sobre todo por
las voces de la Escola Coral de Quart de Poblet
que entonaban cn ese instante una cancién de
bienvenida a los chavales.

Aznar, al igual gue su familia. se mantuvo en
todo momento muy atento de lo que alli acon-
tencia. En sus caras se vislumbraba admiracion,

La familia Aznar observa con interés 1a bienvenids que se dio a (os nifos de Chernabil, llegado a Manises.

emocién y a la vez extrafieza, pues no es ¢o-
friente enconirarse coN escenas asi en un aero-
puerto. El presidente popular Quiso ser un pasa-
jero més y traté de mantenerse 8 una distancia
prudencial, pues no querla convertirse en el cen-
o de las atenciones.

Pese a eilo su estancia no pasé desapercibida,

y fueron los mismos organizadores quienes

iaron por fonia su pr ia, que fue
muy aplaudida. Ei pequedo de la familia Aznar-
Botelia era el més inquieto y sorprendido at ver
alli a tantos chicos de su misma edad. Su padre
fue el encargado de explicarle que los nihos
venian de Chernobil para pasar el verano en
Valencia.

La escena que pudo presenciar la familia Az-
nar emocionaba a cualquiera. Los ninos, al oir
que eran llamados por su nombre, salian son.
nentes pard if a encontrasse con fa familia de
acogida. Los pequefios reian; sin embargo, los
matrimonios se emocionaban y muchos de ellos
dejaban correr alguna lagrima. Una de esos pa-
rejas 3l preguniarle, contestaba: “mira se me

FOTOS PENALBA

Llegaron ayer para pasar el verano con familias valencianas

Aznar coincide con 122 ninos de Chernobil en Manises

pone la carne de gallina sélo de estar agqui espe-
rando’™.

Natalia, Helen y Paco. tripulantes del Airbus
320 de Iberia que trasladé a los hifios ucrania-
nos a Valencia. coincidian en sefatar la pena
que suponia para ellos tener que dejarlos. “El
visje ha sido maravilloso, son todos muy carifio-
sos. Esperamos poder hacer el viaje de vuelta”,
decian.

Carlos Garcia, psicdlogo y miembro de la or-
ganizacion Abogados Sin Fronteras. ha sido una
de las personas que ha viajado con los nifos
desde l1a capital ucraniana. “E! sesenta por cien
viene de orfanatos de la ciudad de lrpeh. vy el
resto de familias probres, que ain pasan mas
necesidad. La mayoria no ha tenido vinculos
afectivos y esta experiencia es muy positiva™.

Estos ninas urcranianos sulren problemas de
tirgides y buco-dentales, debido a no poder con-
sumit ni agua ni leche; tan solo beben zumos.
Dos millones de nifos ucranianos estan alectados
por 1a radioactividad en alguna medida

J. M. Estove
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Abogados sin Fronteras firma
cuatro convenios en Ucrania
para traer ‘nifios de Chernobil’

s.v., Valencia
Los 200 nifios de la zona afecta-
da por la catastrofe nuclear de
Chernobil (Ucrania) que la Fun-
dacion Abogados sin Fronteras
(ASF) trasladara a Valencia para
que pasen el verano con familias
valencianas, ya tienen nombre y
apellido. Un grupo de 15 perso-
nas de la fundacion visité duran-
te una semana Kiev y varias po-
blaciones en el limite del cinturén
de seguridad que rodea la central
y ha firmado convenios con dos
orfanatos y dos asociaciones
para dar cobertura legal al pro-
grama de solidaridad Ucrania
2000. El plan, que desarrolla la
experiencia del verano pasado,
prevé la acogida temporal y la
asistencia sanitaria de 2.000
nifios en los proéximos cinco
afios. Los primeros 200 —de los
que unos 80 vendran por segun-
da vez para reforzar los lazos de
aristad- se han seleccionado en
entrevistas que los miembros de
la fundacién han realizado con

sus familias y en los orfanatos.
ASF ha insistido en conocer a los
nifios en las dificiles circunstan-
cias en que viven para evitar
“fraudes” y elegir a los mas nece-
sitados, lo que ha sorprendido a
las autoridades locales, acostum-
bradas a trabajar con asociacio-

‘nes que envian intermediarios,

segun explica su presidente, el
abogado José Ramoén Judniz.

A las bendiciones de las autori-
dades ucranianas se ha sumado
el compromiso oficial de patroci-
nio de la UNESCO al programa.
Ucrania 2000 se presentard pro-
ximamente en Valencia con la
asistencia del embajador de aquel
pais. El décimo aniversario de la
catastrofe centrard unas jornadas
que se celebraran este mes y que
incluiran un concierto de 20
nifios de Chernébil y una exposi-
cion de fotos y dibujos. La recau-
dacién del concierto benéfico a

cargo de la Orquesta Municipal |

José Iturbi en el Palau ayudara a
financiar el viaje de los nifos.
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La organizacidn'tr;:-(eré en ju/ib 200 ﬁiﬁos -
Ucrania reconoce el plan de acogimiento
de ninos de Abogados sin Fronteras

El gobierno de Ucrania tiene
previsto efectuar un reconoci-
miento oficial del programa de
acogimiento de nifios que la or-
ganizacion no gubernamental
Abogados . sin Fronteras realiza
desde Valencia. ,

El programa ‘‘Ucrania 2.000"
tiene como objetivo trasladar a

nuestra ciudad durante.los-meses:

“del préximo verano a 2.000 nifos
de las poblaciones més afectadas
por la catéstrofe nuclear de Cher-
nobil, un ‘gravisimo " accidente
que costd la vida a miles de per-

sonas y que ha dejado secuelas -
de por vida a varios miles de Iper- b
‘al

sonas que vivian en torno &
de la catéstrofe. .

Las precarias condiciones de
vida y sanidad en que han que-
dado los nuevos paises que for-
maron parte de la URSS hacen
especialmente graves las secue-
las del accidente, pues no se dan
los niveles 6ptimos para una cali-
dad de atencion y de vida.

La semana pasada un equipo
multidisciplinar de Abogados sin
Fronteras visité cuatro poblacio-
nes ucranianas préximas a la
central nuclear para conocer,

rea

caso por caso, la situacion de las

familias més -necesitadas. )
- José Ramén Juaniz, presiden-
te de esta ONG, asegurd que “la
precariedad en que viven miles
de familias es impresionante, es
impresionante su carencia de
todo. Ha sido un viaje muy duro,
porque la gente vive en unas
condiciones muy dificiles"".

v

Juaniz afirmdé que el recibi-
miento de estas familias fue en
principio receloso, ‘‘porque éra-
mos los primeros extranjeros que
visitan a las familias en sus ca-
sas, para conocer {as condiciones
“reales en que viven. Es increible
que, ahora que se cumple el déci-
mo aniversario de la catéstrofe

"de Chernobil, se gasten millones

de pesetas en conferencias. sin
que ninguna de las personas que
hablan de ello hayan ido a la
zona'. : .

El préximo dia 1 de julio 200
nifios ucranianos, cuyas condi-

. ciones de vida son dificiles, ven-

dran a Valencia para recuperar la
salud durante dos meses.

Uno de los objetivos de este
acogimiento es puramente médi-
co, ya que es fundamental para
ellos alejarse durante una tempo-

rada de las zonas con radiacion.

Aqui, en el Hospital Clinico, se

les haran pruebas para conocer si

sufren alteraciones genéticas. .
T. L.
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F. GOITIA
Yulia Slabutich dijo ayer adi6s a
la familia valenciana con la que
ha vivido durante los dos ultimos
meses. A las 19.20 horas partié
en el vuelo 5092 de Iberia con
destino Kiev, la capital de Ucra-
nia. En el avién viajaba acom-
pafiada por los otros 199 nifios
ucranios que han pasado sus va-
.caciones de verano en la Comu-
nidad Valenciana gracias al pro-
grama Ucrania 2000 promovido
por la organizacion no guberna-
mental Abogados Sin Fronteras.
Yulia naci6 hace 10 aifios, el
mismo afio en que en su pais se
producia el mayor accidente nu-
clear de la historia: la catastrofe
de Cherndbil. Como el resto de
la expedicién, durante su estan-
cia en Espaiia, la pequeifia fue
atendida médicamente y se le
efectud un estudio cromosémico
para evaluar la influencia de la
radiacion en su cuerpo. El presi-
dente de Abogados Sin Fronte-
ras, José Ramon Juaniz, sefialé
que ninguno de estos niiies pre-,

Adios Valencia,
adios

Los 200 nifios ucranios que pasaron

el verano con familias de la Comunidad

Valenciana regresaron ayer a su pais

senta “secuelas importantes” o
“patalogias evidentes” por haber
vivido cerca de la siniestra cen-
tral nuclear.

El pasado 29 de junio, Yulia y
los demas nifios, de edades com-
prendidas entre los cinco y los 15
afios, llegaron al aeropuerto de
Manises, el mismo que ayer les
vio partir de regreso a casa. “Ha
sido muy corto” coment6 apena-
da con sus basicas nociones de

castellano asimiladas en dos me-
ses de vacaciones. “Tiene una
memoria prodigiosa, por eso ha-
bla tan bien”, apunta orgulloso
su padre valenciano, el juez deca-
no de Valencia, Jos¢ Maria
Tomas y Tio. Yulia desea volver
en 1997, pero el programa sélo
contempla la acogida de un nifio
por familia, por lo que la proxi-
ma vez le tocara a su hermano de

que haran lo que puedan para
que repita la experiencia. Los pa-
dres valencianos saben poco de

las familias de sus invitados, la.

madre de la pequefia trabaja. En
cualquier caso, Yulia quiere “ir a
casa, saludar y, enseguida, regre-
sar”.

Las 170 familias valencianas
que se ofrecieron para acoger a
los nifios ucranios acudieron ayer
a despedirles. El servicio de me-
gafonia del aerédromo valencia-
no, ante el caos que se apoder6
del vestibulo, instaba con insis-
tencia a que s6lo un miembro de
la familia acompafiara a los
nifios en las colas ante los mos-
tradores de facturacién. Nadie
parecia prestar mucha atencién
a los avisos. El intenso deseo de
permanecer hasta el ultimo mo-
mento junto a sus vastagos tem-
porales estaba por encima de
todo.

Cuando el avién se elevd sobre
la pista de Manises un mar de

manos se arremoliné en la puerta -

del aeropuerto hasta observar co-

cinco aiios, si bien Juaniz sefialé

mo el aparato desaparecia en el
horizonte. A todos se les encogid
el corazén.

El esfuerzo de Abogados Sin
Fronteras permitié que los nifios
volvieran a Ucrania con un extra
de ocho toneladas de ayuda hu-
manitaria: alimentos, abundante
material escolar y quirurgico e
incluso, un ecégrafo para un hos-
pital ginecoldgico valorado en
cinco millones de pesetas.

Yulia, al igual que Serguei
Mielnik, de 13 afos, o Andrei
Pavlienko, de ocho, y muchos
otros nifios ucranios, empezaran
mafiana el curso escolar. Usaran
los 200 paquetes de tiza que Jua-
niz ha conseguido enviar a reque-
rimiento del director del horfana-
to cercano a Chernébil donde
van a clase.

El presidente de Abogados Sin
Fronteras subraya que “los nifios
regresan a casa con reservas psi-
quicas y fisicas™ Un buen ejem-
plo: Tatiana Slabutich, una nifia
que lleg6 delgadisima, se march6
con 12 kilos mas.

EL PAIS

A. A . A9g
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Mi hermano de Chernobil

- E | pasado 31 de agoéfo; el grupo dé trescientos nifios y

nifias ucranianos, entre 7 y 15 afos, que pasaron una

vez més las vacaciones en pueblos de Valencia, regre-

saron a su pals,-Se han ido y les vamos a echar mucho de
menos, nosotros en especial a Dimitri, que tiene 13 aftos, es un
nifio encantador y supercarifioso, un nuevo hijo para mis
padres y un nueve hermano para mi. Al igual que los demas, te
muestran todo su amor y alecto hacia la familia que les acoge.
Estos nifios proceden de los lugares més_ afectados por. la
catéstrofe de la central nuclear de Chernobil, donde el aire que

* respiran, las tierras que alll son cultivadas y todo lo que les

rodea estd contaminado por la radioactividad que hace 10
anos sufrid aquel accidente que a tantos les costé la vida. La
mayoria de los nifios son-de familias humildes y orfanatos;
todos: ellos carecen del afecto de su familia, asl como de
padres, abuelos, tios... Sufren también de pobreza, de falta de
alimentos, de ropa, de carifo... y vienen a Espafia unos por
primera vez y otros ya por tercera, para respirar y alimentarse
de todo aquello que-no estd contaminado; por algo también
muy importante, el pasar felices unos meses con la familia
acogedora que les ofrece. su ayuda y amor como si fuera uno
mas entre ellos, un nuevo hermano o un nuevo hijo tempotal, y-
_gon todo esto practicando e lenguaje, conociendo su cultura e.
intercambiando costumbres; pasando grandes y divertidas
anécdotas que no podremaos olvidar y formando, entre Espaiia
y Ucrania, un gran lazo de amistad. Todos estos nifios regresa-
r4n a su pafs con el recuerdo de las vacaciones en Valencia
con sus nuevos amigos, con sus familias, esperando impacien-
temente el préximo verario para.volvernos:a -encontrar.-

Pues bien, quiero dar las-gracias a la"Fundacién Abogados

sin Fronteras, por haber vuelto a traer a los nifios, y por
programar las pasadas Pascuas el viaje a Ucrania en el cual
pude conocer todo aquello-y ver zonas muy afectadas como-
Kiev, Bucha e Irpien... Dar las gracias también a LAS PROVIN-
CIAS, que publico la feliz llegada, v la triste despedida de los

nifios, que muy pronto, volverin aqui el afio. que viene. -

Sofia Cruz Olivares (Mislata)

LEVANTE -EMV 4.4.44949¢
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