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RESUMEN

Qe traté de demostrar el restablecimiento postradiativo de los linfocitos
-del ser humano segn el criteric de las aberraciones eromosémiecas, va-
riando los intervalos de tiempo entre la irradiaeién y el inicio de la divisién
de lag eélulas. Las aberraciones eromosémicas fueron registradas 48 horas
después de haberse efectunado la adicién de FHA al cultivo. La prolon-
gacién del plazo entre la irradiacién y la adicién de la FHA, a las 24 horas
y a las 48 horas no produm la disminucién de la frecuencia en las roturas
eromosémicas en comparacién con el eontrol, en el cual la FHA se agrego
inmediatamente después de la irradiacién. Se discuten las posibles causas
de la inexistencia del restablecimiento postradiativo en estas condiciones.

SUMMARY

Human plasm with leukocytes was irradiated in vitro by X- -rays with
doses of 50, 100 and 150 r (14,3 r/min}. The lymphocyte cultures in the
Parker medinm were prepared and incubated at 37°C. PHA was instillated
immediately after irradiation, in' 24 and in 48 hours, and the incubation
was prolonged 48 hours more. The number of chromosome breaks was the
same irrespective of the interval between irradiation and the PHA in-
stillation. The reasons for the lack of postradlatlon recovery arc discussed.

La recuperacién del organismo irradiado puede efectnarse ya sea por la
sustitucién de las células destruidas a cuenta de la multiplicacién de las
restantes (recuperacién a nivel de tejido) o por el restablecimiento de
las mismas células lesionadas (recuperacién a mnivel celular). Uno de los
procedimientos més eonocidos para el estudio de la reecuperacién a nivel
celular es la prolongacién del intervalo entre la irradiacién y la primera
mitosis. Si la recuperacién de las células lesionadas tiene lugar, entonees
al prolongarse este intervalo, debe disminuir la cantidad de células lesio-
nadas por los rayos.. Al encontrar recuperacién postradiativa pueden exis-
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tir eondiciones en las cuales ésta se efectite completamente y con mAas ra-
-pidez, y asi formular recomendaciones para la practica médiea.

Para la revelacion y el estudio de la reparacién postradiativa de las
lesiones manifiestas en las célulag no son adecuados log tejidos donde se
efectia una divisién celular activa y permanente. Para estos fines son
indispensables modelos, donde las mitosis no se realicen espontineamente,
pero que puedan ser causadas por determinadas influencias, o sea, que el
inicio de la mitosis pueda ser dirigido.

En estas condiciones, si las mitosis producidas son bastante sincrénicas,
hay posibilidades de revelar la recuperacién, modificando los intervalos de
tiempo entre la irradizcién v la primera mitosis. Un ejemplo de ese modelo
es la variacién del plazo entre la irradiacién y la fecundacién de los hue-
vecillos del erizo de mar,(!? el remojo de semillas,‘?’ el eultivo de células
en un medio alimentieio, 3} ete.

La restauracién de las lesiones cromosémicas manifiestas en las células
de los mamiferos fue estudiada en las células del higado de log ratomes
y de las ratas, que en condieciones normales pricticamente no se dividen.
Los resultados obtenidos son eontradictorios. Shapiro () provoeé mitosis
en el higado de los ratones mediante la reseccién de un lébulo en plazos
diferentes después de la irradiacién y no encontré la restauracién segin
el criterio de las aberraciones cromosémicas. Albert y Bucher obtuvieron
resultados anilogos en las ratas.®) En trabajos posteriores, sin embargo,
se han obtenido datos a favor de la existencia de la reparacidn en este
objeto.(¢. 7}

Un sistema adecuado para el estudio de la recuperacién postradiativa
es el eultivo de linfocitos en la sangre periférica del hombre; los linfocitos
empiezan a dividirse, solamente después de la adieion de fitohemaglutinina
(FHA). Kozlov (® no observé reparacién de las aberraciones eromoso-
micas después de 1a gamma-irradiacién de los linfocitos in vitro. En este
trabajo, sin embargo, la frecuencia de las aberraciones cromosémicas fue
registrada a las 60 horas de cultivo de los linfocitos con la FHA. En este
perfodo la poblacién no es sinerénica,®) y de acuerdo con los caleulos de
Bukton y Pike (19 aproximadamente el 60% de las eflulas que se divi-
dieron se encaientran en la segunda mitosis en mitosis posteriores después
de la irradiacién. De esa forma, una parte considerable de las aberraciones
cromosémicas se eliminan en ese tiempo.(31- 12} Adem4s, como estd demos-
trado en los mias variados objetos, la reparacién postradiativa se efectia
durante el primer ciclo eelular, después de la irradiacién.(!*> Por estas
causas, los resultados obtenidos al efectuar la chservacién de las segundas
mitosis y de mitosis posteriores, en un grado considerable, pueden no ser
demostrativas.
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Fic. 1. Dependencia del niimere de las roturas cromosfmicas por linfocito, de la dosis
de irradiacion en diferentes intervalos entre la irradiacién y la. adicion del FHA.
En el eje de las abscisas: la dosis de irradiacidn en rayos X; en el eje de las ordensdas
el nimero de roturas por célula. Circulos claros: sin intervalo entre la irradiacién y la
adicién de FHA: circulos obscuros: con un intervalo de 24 horas; tridngulos: con un
intervalo de 48 horas.
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Nosotros, en este trabajo empleamos un cultivo de linfocitos humanos
de 48 horas. A las 48 horas después de la adicién de la FHA en los cul-
tivos se observa la primera onda mitdsica méxima.(!*) pero al mismo
tiempo, todas o casi todas las mitosis son las primeras después de la apli-
cacién de la FHA.(% 15 La poblacién en ese periodo es sinerdnica.(?
Ademis, tal plazo de incubacién ofrece, en nuestros experimentos, menos
tiempo para la recuperacién espontinea en el control.

METODO

Se sometié el plasma con los lencocitos en probetas de cristal, de paredes
finas a los Rayos X, con dosis de 50, 100 y 150 r. en el aparato Westing-
house Quadrocoudex (230 Kv, 20 ma, intensidad de la dosis 14.3 r/min.
filtro de 2 mm Cu + 2 mm Al, distancia de foco, 50 em). Inmediatamente
después de la irradiacién se prepararon los cultivos de los linfoeitos irra-
diados en medio 199 de acuerdo con el método generalmente aceptado (16
v se ineubaron a 37°C. La FHA-M “Difeo” o la FHA de preparacién
nuestra a base de los frijoles Phaseolus vulgaris se adicioné a una parte del
cultivo de células irradiadas (también al control no irradiado), inmedia-
tamente, a otra parte a las 24 horas y a una tercera parte a las 48 horas
después del inicio de la incubacién. Después de haber agregado la FHA,
la ineubacién se prolongd 48 horas més.

Teniendo un esquema asi, distintas variantes estaban en cultivo un
tiempo diferente, desde 48 hasta 96 horas. Para igualar las condiciones
en una parte de los experimentos el esquema se moditied: todos los.eul-
tivos se prepararon y se incubaron al mismo tiempo; la irradiaciin se
efectué a una parte inmediatamente, a otra a las 24 horas y a 1a tercera
a las 48 horas después de la preparacién de los. euitivos; a las 48 horas
de ineubacién en todas las variantes se agregé la FIHA, después de lo cual
Ia incubacién éontinué 48 horas mis. De esa forma, entre'la irradiacién
y la aplicacién de la FHA pasaron 48, 24 o O horas correspondientemente,
igual que-en‘los experimentos del primer esquema, pero todas las variantes
estuviercti en”eultivo el mismp tiempe. (96 horas). “Ya que entre los resul-
tados, de acuerdo al primer y segundo esquemas no se desecubrié ninguna
diferencia, nosotros preferimos el primer esquema ya que desde el punto
de vista téenico es més edmodo.

Se agregd la colchicina 3 horas antes de terminar la ineubacién, los
preparados se colorearon con Giemsa. Las imigenes metafisicas se anali-
zaron por lo general, directamente con el microseopio; en los casos dudosos
se efectuaron anilisis eromosémicos con microfotografias.
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Tl orden de los edleulos de las aberraciones eromosdmicas se describe en
el trabajo anterior.(!® (on respecto a las aberraciones de tipo eromo-
s6mico, en el control no irradiado précticamente no se encontraron. Se hizo
un reeuento de la cantidad de deleciones (fragmentos pares), de los dicén-
tricos y de los anillos. El nGmeroe de roturas cromosémicas se determind
partiendo de que para la produccién de una delecién, tiene que haber una
rotura, y para la formacién de los dieéntricos y los anillos tendrin que
efectuarse dos roturas. En lag células con dicéntricos y anillos los dos
pares de fragmentos se contemplaron como el resultado de esas mismas
dos roturas, los fragmentos restantes se eonsideraron independientemente.
No se tomaron en cuenta los defectos en los eromosomas sin. desplazamiento
de los fragmentos. La diferencia entre el nimero de roturas, que fueron
observadas al agregar la FIIA inmediatamente después de la irradiacién
-y al hacer la adieién a las 24 y a las 48 horas, debia haber servido como
indiee de la presenecia de la recuperacidn, ' - -

RESULTADOS Y DISCUSION

B nfimero de aberraciones esponténeas del tipo eromosémico en el control
no irradiado fue bajo: 0.007 roturas por célula.

Como se sefiala en la Tabla, las correlaciones de los diferentes tipos de
aberraciones con una dosis igual son cercanas en las diferentes variantes.
Al aumentar la dosis el nfimero de dicéntricos y anillos aumenta un poeo
més rapidamente que el niimero de deleciones, pero en los limites de la dosis
de irradiacién aplicada por nosotros, la dependencia del niimero de roturas
cromosémicas por eélula de la dosis de irradiacién, es cercana a la lineal
(ver grafico). Esto permitié caleular el mamero de roturas por eélula
por 1 roentgen. No habiendo ningfin intervalo entre la irradiacitn y la
aplicacién de la FHA, la cifra fue de 0.0043=0.00015 con un intervalo de
94 horas 0.0044+-0.00015; con un intervalo de 48 horas, 0.00046:+-0.00014.
Estas cifras no difieren significativamente entre si.

De esa forma, la prolongacién del intervalo de tiempo entre la irra-
diacién de los linfocitos del ser humano y la primera mitosis no produce
una atenuacién de la lesién del eromosoma.

Hsto ce podria explicar porque en las condieiones dadas la reeuperacion
postradiativa no se efectGa. Se puede pensar también, que las 48 horas
que pasan en el control entre la irradiacién y la fijaeién son suficientes
para la reparacién, mixima posible en estas condiciones y que la prolon-
gacién adicional del tiempo para la reparacién (48--24 y 48+48 horas) no
puede produeir ya mas reparacién. Ademds, puede haber una tercera expli-
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cacién: se tienen datos (17- ') referentes a que la FHA por si sola es un
radioprotector fuerte, el cunal es todavia efectivo al realizar la adicién hasta
dos dias después de la irradiacion. Con la prolongacién del intervalo
entre la irradiacién y la adicién de FHA este efecto disminuye gradual-
mente {como criterio en estos experimentos se tomé la sobrevivencia de los
linfocitos).

Si la FHA influye de esa misma forms sobre las aberraciones eromo-
sbmieas, sn accién deberid enmascarar el efecto de la reparacién postra-
diativa en nuestros experimentos,

Los experimentos efectuados a pesar del empleo de los cultivos siners-
micos ¥ de las primeras mitosis después de la irradiacién no permiten Jlegar
a conclusiones sobre la existencia de la recuperacion de las lesiones cro-
mosémicas en las eélulas humanas. De todas formas los resultados obte-
nidos nos dan la posibilidad de limifar la esfera de la investigacign y
sefialar la ruta y direecién para los trabajos futuros. Las explicaciones
expuestas anteriormente sobre las posibles causaz de la ausencia de la
reparacién en nuestros experimentos se pueden comprobar experimental-
mente.
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Intervalo entre

CANTIDAD DE ABERRACIONES

 Dogis 1a jrradiacién. . Nlimero_ e - Nimera Niimero -
y la adicién total . Dicéntricos’ " de rotutas | de roturas
- de Ia FHA -d¢_."=‘ﬂ'11'120 ’ _.Dﬂ“inn" "y anillos cromosémicas -| - por. célulag -
(horas)” - . : . . Lo .
0 900 8 0 8 0.009
0 24 900 4 0 4 0.004
48 900 | 10 1 12 0.013 -
0 300 35 11 57 1019002
50 24 300 | 48 9 66 [0.22:-0.02
48 300 | 0 44 13 70 [0.2320.02
0 600 154 80 o714 0462002
100 24 600 | 120 74 268 - |0.45+0.02
48 600 | 165 64 993 0.494-0.02
0 200 67 35 137 |0.68+0.03
150 24 200 51 38 125 1063003
48 300 78 49 174 [0.58=0.03|
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