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ABSTRACT, Different aspects related 1o structural chromosome aber.
ration analysis on peripheral bicod lymphocytes, as well as its roie on
monitoring the occupational exposure to mutagens and carcinogens are
reviewed. Features of the in vitro system, technical and methodological
considerations, chromosome damage cvidences from exposed popula-
tions and health significance of chromosomal injury are discussed.

RESUMEN, En el prescate trabajo sc analizan diferenies aspecios
refacionados.con et andlisis de abermuciones cromosdmicas cstructuraics
asi como su papel en los cstudios de monitoreo de poblaciones otupacio-
nalmente expuestas & MUlEEENos y cancerigence. Se disculen diversos
aspectos tales como: caracteristicas del sistema in vilro, consideraciones
metodoldgicas y técnicas, evidencias de daho cn poblaciones expues-
1as, asi como, ¢l significado para la salud de dicho indicador.

INTRODUCCION

Et *monitarec” bioldgico de. grupos de individuos expuestos a
compuestos genotdxicos, es desde hace ya algunos afios un ele-
mento constante dentro de los programas de aalud ocupacional en
diferentes palses,

Entre Jas metodologias mas empleadas para este propdsito se
encuentran las thcnricas citogendticas y dentro de eliag, el andlisis
de aberraciones cromosdmicas estructuraies que s hasta al pre-
sente of miés utilizado.

En la actualidad, estas metodologias constituyan el inico méto-
do de rutina aceptado para la determinacién de dafic genélico en
céiulas sométicas.

En o} presente trabajo se discuten diversos aspectos de interés
desde e] punto de vista bisico como rmetodolbgica, de esta thenica
y su papet en el “monitores” de grupos de individuos expuestos a
compuestos genotéxicos. :

Caracteristicas del sistema in vitre

Desde #f punto de visia citolégico la mayoria de los linfocitos
periféricos se encuentran en ia fase GO dei ciclo celular. Sin embar-
go, ollos pueden ser inducidos a dividirse por medic de la es-

Fe.y .

fimulacidn in vitro con determinados mitdgenos taies como fito
hemaglutinine y concanavaline A

inmediatamente después de [a estimulacion in vitro {comair
mente realizada con fitchemagiutinina}, se produce un increment
de la sintesis de ARN, fundamentaimente de tipe mensajers,’ a
comao, un aumento del nimerc de poliﬂlbosomas.’

Respecto af inicio de la sintesia de ADN, d3ta comienza apro
madaments 24 b despuds de la estimulacion mitogénica aung
este comisnzo estk condicionado por factores téenicoa {tipo
medio utilizado, tipo de susro, mitdgeno empleado), asi como
caracteristicas intrinsecas del donante.®* De 1oda [a poblacién
focitaria, la mayor parte responds a ia estimulacidn mitogénics
cremantancio Ins sintesis de ADN y protelnas, pero sSio of 50 %
los linfocitos estimulados entran en fase 5, de los cuales probe
mente todos atraviesen 1a fase M del cicio celutar.’

La filohemaghutinine estimule principaimante ia fraccidn d
focitos T que se sncuenira en sangre peritérica,® pero en tie:
avanzados de cultivo los linfocitos B o “non-T* pueden s
timulados vis funcion “heipar® de los linfocitos T.2°



La mayor parte de las cblulas entran en su primera divisién
celutar in vitro, eapuds de la estimulacién, a las 48 h y Ia propor-
cibn de primeras metafases (M1) deciina hasta valores cercanos al
0% alas 72 h de iniciado of cyltivo.?

Tipos y clasificacléon de las aberraciones

cromosémicas

El téroing “aberraciones cromosdmicas® aplicado a cromeo-
0Man on metaiass incluye tanto aberraciones de tipo cromosdmico
donds ambas cromiticdas esthn invoiucradas an Ia lesidn, asi comao
sberraciones de tipo cromatidico, donde una sola crométida estA
afectada,

Las sberfacionss de tipo cromosdmico generaimente repre-
sentan dafio acasionado en los estadios GO - G1 def ticlo celular y
éxte fue duplicado durante [a fase 5 del ciclo celular.

ias sberraciones cromatidicas son o resultado de dafio pro-
ducido duranie la fase G2 o 8§ del ciclo celular {Fig. ).

H

ABERRACION DE TIPO
CROMOSOMICO

G1

G2

ABERRACION L TIPO
CROMATIDICO

- T

Fig. 1. Reprasentacidn ssquemibtica de un ciclo celular tiplco y
los tipos de Abemraciones formadas en sus diferentss estadios

Diversos esquemeas de ciasificacidn de jas sberraciones cro-
mosbdmices sstructurales han sido descriios detalladaments en [a
iitoratura 2

Consideraciones técnicas

Loe Fnfocitos consttiuyen of 90 % de {e pobiscién de células
lintiticas hurmanas y s enousniran locallzedos principaiments en
e nbdulos Untktioos y en otros tejidos, perc solaments una pe-
queiia proporgibn {aproximadaments ol 2 %) se sncusntra circulan-
do en of forrente sanguineo,

Sin embarge, sxiste una sita mecirculacién de linfocitos entre
sangre, ndduios linfhticos y bazo. Pof ssta razdn cerca dei 0 % de
Ios linfochos que s encuentran e toments sanguineo son linfocitos
tecirculantes sisndo en au mayoria linfocitos T.'4'*

67

Respecto al ciclo de vida in vivo, tog linfocitos pueden dividirse
on cdos grandes grupos: linfocitos de corto periodo de vida (t »
10 d) y linfocitos de fargo periodo de vida (sl menos 3 afios). En el
torrente agnguineo la proporcitn de linfocitos de corto periodo de
vida :‘s go sblo 10 % comparade con of 90 % de linfocitos de farga
vida, "

Esta (itima caractoristica repressnta una ventaja metodoibgica
det sisterna para estudios in vivo, pues permite la deteccion de afec-
tos mudagénicos que ocurren despuéds de tratamientos o expo-
siciones a large plazo, debido a la acumulacidn de lesicnes en
linfocitos que se encuentran sn ef estadic GO del cicio celular. '®

Los resultados de las investigaciones in vivo utilizando el pre-
sente sisterna, ssthn infiuenciados an gran medida por los meca-
nismos moieculares involucrados en la formacitn de aberraciones
cromosdmicas, '* %

Los agentes mutagénicos {quimicos o fisicos) son capaces de
inducir una amplia gama de afteraciones en !a rmolécula de ACN
{Fig. 2}.
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Fig. 2. Ditersntes lesiones primarias en el ADN debidc al
atamientc oon aganteas mutagénicos

La mayor parte de las aberraciones cromosdmicas inducida por
la casi totalided de mutigenos quimicos son debidas a errores que
ocurren durante I repiicacion del ADN, probablemente por ia re-
plicacién aménea, asl 0OMG pof arores durants la reparacion 18292
{Fig. 3).
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Fig. 3. Representacion del origen de aberraciones cromosbdmicas
en linfocitos humanes periféricos, 03 cuales se encuentran en es-
tade de reposo {GO). Los puntos represantan ragicnes de la
moiécula de ADN que han sido alterados quimicamente, las
cuales originarn aberracicnes de tipo cromatidico cuando pasen
a fravés de [a fase S del ciclo celular (replicacién errénea). En el
caso de la radiacién jonizante, las lesiones inducidas ¢ resultan-
tes son mayocritariamente rupturas de doble cadena, repre-
sentadas por discontinuidades en ios cromosomas. Estas
tesionss son tijadas inmediatarmente como aberracionses de tipo
cromosdmico debido a reparacidn errénea

Generalmente los mutagenos quimicos inducen aberraciones
de tipo cromatidico en [a fase G1 y §. Dichas aberraciones pueden
ser observadas en la primera division mitética (M1) posterior a la
ocurrencia del dafio primaric. Las lesiones producidas en G2 serén
observadas como aberraciones cromatidicas en {a segunda divisién
mit&lica {M2) después de que se haya producido ia lesidn.

En ¢l caso de las radiaciones, [as lesiones son fijadas inmediata-
mente. En los iinfocitos periféricos, los cuales se encuentran enfase
GO, las lesiones inducidas por radiaciones jonizantes serén repara-
das correcta o erréneamente de forma inmediata (debido a la
naturaleza de la lesidn inducida); en este ditimc caso se originaran
aberraciones de 1ipo cromosédmico {Fig. 3), principalmente cromo-
somas dicéniricos, anillos, translocaciones, inversiones y fragmen-
tos. La trecuencia de estas aberraciones, su mayor parte estan
enmarcadas dentro de la categoria de aberraciones estables, no
puede ser inducida excepte por una dilucidn poblacional de lin-
focitos no afectados o por recambio entre sangre, ndulos linfaticos
y bazo.'® :

En el caso de lesiones indutidas por sustancias quimicas, éstas
deben pasar a través de la fase S para originar aberraciones y
generaimente los linfocitos periféricos sblo entran en fase S por es-
timulacién in vitro. Por ende, las células, probabilisticamente puse-
den permanecer un largo perlodo (dias, semanas, meses, 8 inclusc
afos) en el torrente sanguineo sin entrar en fase S. Podria pensarse
que este largo periodo de vida permitiera un large tiempo potencial
de reparacién de lesiones. Sin embargo, ha sido demostrado que
solaments alrededor dei 30 % de las lesiones inducidas pueden ser
raparadas antes que la célula entre en fase 5.2 la cual permite que
al 70 % restante pueda ser potencialmente expresado anla siguiente
metafase (M1) después de la estirmutacidn.

Por o tanto, ta frecuencia de aberraciones cromosémicas en lin-
focitos peritéricos que sufren su primera divisldn celular in vitro
despubs de la estimulacibén puede ser considerada como un in-
dicador bastante representative de ia situacién in vivo.?*
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Eleccion de Individuos expuestos y controles

Este punto constiluye uno de los aspectos metodoligicos de
mayor importancia en un estudio citogenbtico o cuaiquier otra
metodologia, pues de & depsnde en gran medida el poder es-
tablecer una verdadera relacion causa-etecto sn of grupo sxpussic
que sark sometido al astudio.

Ei grupo sxpuesto, serd tan homogénec como sea posible, Es
candicidn obligatoria colectar datos anamndsicos relacionados con
la adad, sexo, hibitos t6xicos (habito de fumar, consumo de al-
cohol) historia ocupacional previa, exposicion a rayos X, radlotera-
pia, influencia de enfermedades virales recientes o
vacunacién, consumo de medicamentos, todos asios datos deben
ser analizados con ol objstivo de excluir & aquellos individuos que
hayan estado o estén sometidos & exposicidn o contacto a cono-
cidos agentes clastogénicos,

Las bases matemiticas para el tamafic de musstra, asi como el
numero minimo de metafases a analizar han sido discutidos amplia-
ments por diferantes autorey 132328

La eleccién del grupo control es también de suma importan-
cia, ya que la sdad y posaiblernante sl sexo son factores que poseen
determinada influencia directa sobre la frecusncia "sspontines” de
aberraciones cromoadmicas; 924 et apareamiento de ios sujstos es-
tudiados con controles sanos del mismo sexo y aproximadamente
la misma edad, asi como semejantes hibitos (éxicos parecen ser
una buena medida para eliminar ) electo de dichos tactores, 232728

Estos individuos controles deben ser slegidos o rechazados
bajo ios mismos ciiterios de sleccidn/rechazo utilizados an el grupo
axpuesio,

Evidencias de daino cromosémico en poblacio-

nes expuestas
Dafic inducido por radiacién ionizante

Dafio inducido por sustancias quimicas

La base de la dosimetsia bioldgica en ja proteccidn radiolégica
ja constituye ia cuantificacién de aberraciones cromosdmicas es-
tructurales en jinfocitos periféricos y su refacién con la dosis absor-
bida. 7%

Este método es empleado fundamentalments para detectar ex-
posicidn aguda a radiaciones ionizantes. Hace ya mésg de 20 afos
que s realizd ol primer estudio de dosimetr(a bioldgica cuantitativa
sobre Ja base de detectar dano ¢cromosdmico en linfocitos pe-
ritbricos X2

Las curvas dosis-efecto esthn basadas asurmniendo que ia radio-
sensibilidad de linfocitos irradiados in vivo ¢$ similar & Ja sxposicién
invitro. Para la construccion de stas curvas 36 tomaron en cuenta
los mecanismos de induccidn de aberraciones cromosdmicas, asi
como, toda una serie da consideraciones biofisicas.

De esta forma han sido establecidas relacionss lineales o cua-
draticas lineales entre [& frecuencia de aberraciones cromosdmicas
y Ia dosis adsorbida. ™

Con el emplec de ssta metodoiogia ha sido demostrado un
efecto acumulativo & dosis muy por debajo del nivel méximo per-
misible de 5 rem/afo. >

El incremento de la frecuencia de aberraciones cromosdmicas
en finfocitos periféricos, ha sido descrito en numerosas ocasiones
en sujetos expuestos & compuestos genotdxicos como ha sido en-
contrado para los agentes siguisntes: benceno,?” haioétares,*?
cloroprenc,*® epiciorhidring, ***S hidrocarburos policiclicos aromé-
ticos,*® estireno,*? cloruro de vinilo,*® y drogas citostaticas *°

El analisis citogenético de linfocitos periféricos de trabajadores
axpuestos ccupacionalmente a mutigenos y carcindgenos, parece
sor hasta el presente ia dnica técnica de rutina aceptada para la
deteccidn de dafio gendtico en céiulas sométicas 252

Este ha sido recomendado solamente cuando la actividad muta-
génica, de los compuestos involucrados en el patrén de sxpo-
si¢idn, haya sido demostrada en otros ensayos de mutagenicidad.



E! andlisis citogenético de linfocitos periféricos ha sido reco-
mendado como metodologia en los chequeos periddicos a tra-
bajadores sxpuestos a riesgc quimica.

iguainents, esta metodoiogfa ha tenido un Importantisimo pa-
pei on ¢l chequeo de la ssguridad de fas miximas concentracionss
permisibles establecidas para los cornpuestos quimicos de uso in-
dustrisl, pues sl bien tocos la tiener establecida, #sto ha sido sobre
la base de criterios toxicolégloos y no de genotoxicidad.

Es de gran importancia s sste aspecto la determinacion del
‘umbral de seguridad®, es decir, ia dosis {concantracién . tiempo)
por debajc de la cual no wxiste efecto gendtico deteciable (Fig. 4).
Este umbral pusde variar de un individuo a otro en dependencia de
parhmetros bioguimioos y fisioldgicos caracteristicos del Individuo.
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Fig. 4. Umbral de seguridad

Significacién del daito cromosémico

La mayor parte de {as svidencias experimentales dentro del
campe de (s carcinogéneslis quimica sugiersn la importancia del
dafo genético en ¢i proceso de transformacitn maligna.®

Entre las evidencias que relacionan las aberraciones cromo-
sémicas con los procesos de mutagénesis y carcinogénesis se sn-
cuentran los denominados *sindromes de ruptura cromosdmica”
snire Jos que 38 pusden citar Ja Anemia de Fanconi y la Alaxia telan-
giectasia, ambos caracterizados pof la alta frecuencle de rupturas y
recicienamisntos cromosdmicos, adermis de una alta incidencia de
faucemias antre estos individuos.®®

Sin ambargo, Ia implicacién directa para los proce=os de car-
cinogénesis y mutagénesis de la frecuencia incrementada de abe-
reacionss cramoesdmicas sn sujetos expuesios & sgentes
genotéxicos esth actuaiments bajo discusién.

Hace ya alguncs afios tue demostrada una cofrelacion entre la
prevalencis de aberracicnes cromosdmicas sn linfocitos peritéricos
y anomalias citakdgicas en tejido diana especifice (células bron-
quisies} en minercs que laboran en la extraccidén de uranic. Esta
poblacién ?om un alto riesgo para ol desarrolic de neopiasias pul-
monares.”

Datos recientes respecit & la focalizacin de oncogenes en el
genoma de mamfferos y humanos y i papel de los reordenamien-
tos cromosdmicos en su activacion. X+ han brindado un apoyo
sblido & la asociscién entre dafio cromosdmico y malignizacién.

DO51S

Elincramento de dafio cromosémico en un grupe de individuos
expuesios a agentes genatixiccs tiene coma principal relevancia
que potenciaiments ol miemo daftc pueds ser Inducide en otras
chiulas del organiemo, tanto en tejido somitico como germinsl,
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En loa casos sn que haya sido sstablecldo una relacién bien do-
cumentada entre daho cromosdémico y determinada sx-
posicitn, ésta debe ser considerade, como una sefial de exposicién
a compuestos mutagénicos y potenciaimente carcinégencs, snifa -
poblacién estudiade, sin embargo, dicha consideracién deber ser
evaluada sobre bases de grupo, puss 8l conocimiento actual no per-
mite valorar consecuencias individuales a no ser que una frecuen-
cia Incrementada de aberraclones cromosémicas vaya asoclada
con otros pardmetros anatomopatologices.
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II CONGRESO LATINOAMERICANO
DE BIOTECNOLOGIA

7 al 11 de agosto de 1990
Ciudad de La Habana, Cuba

La Asociacion Latinoamericana de Biotecnologia y Bioingenieria (ALABYB), se
complace en convocar la celebracion del Il Congreso Latinoamericano de Biotec-
nologia, el cual se llevard a cabo en las instalaciones del Centro de Ingenieria
Genética y Biotecnologia, Ciudad de La Habana, Cuba, del 7 al 11 de agosto de
1990.

El Primer Congreso Latinoamericano de Biotecnologia se efectué en Tucuman, Ar-
gentina en 1987.

Es propésito de esta Asociacion, realizar un congreso cada dos afos en un pais
diferente de América Latina.

En esta ocasion el Congreso se realizard en Cuba con el coauspicio del Centro
Nacional de Investigaciones Cientificas, el Instituto Cubano de Investigaciones de
los Derivados de la Canade Azicar y el Instituto de Medicina Tropical
"Pedro Kouri'. :

TEMATICAS
Aplicaciones de la Biotecnologia en la:

Salud Piiblica
Produccion agropecuaria

Industria de Transformaciones
Proteccion del medio ambiente
{ContinGa en la pagina 74 )
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