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RESUMEN

Se describen las madificacionas introducidas en nuestro laborstario a la téc-
nica de cultivo de linfocitas, con miras a su aplicacién como una metodologle de dosime-
tria cromosémica, complemantarias a las técnicas fisicas x'ia redioproteccin, en nuestro
medio. Las expariencias realizadas nos parmiten afirmar que a 48 haras de cultivo no exis-
ten diferencias en la utilizacion de los medies TC 199 y MEM; que fa incorporacién de
5-8rdU permite diferenciar metafases en la primera divisidn, y que con le finalidad ds con-

tabilizar un ndmero de tubos de cultivo por pacients.

ABSTRACT

Modifications introduced to tﬁa lymphocyte culture technique routinely used
in our laboratory are described. Our objective is to apply this resuits as a methodology
for chromosomal dosimetry and to complamaent, in this wa'y, radioprotection physical —
techniques in Parli. The experiences realized have permitted us to point gutthe  —
tollowing remarks : 1) thers is not differences betwesn 48-hours cultures with TC 199 and
MEM Amodia; 2) §-BrdU incorporation into chramosomes allowed us diffentiate first snd
scond metaphase cells; and 3) it is needed ta incresse the number ﬁf culture tubss in asch
patient in order to scare a number of metaphsses statisticsily significang for biulogiéat do-

simetry.



1. INTRODUCCION

La utilizacidn del andlisis de alteraciones cromostmicas, coma un método d2 do-
simetzia bialgica, data da 1968, a rafz ek accidents “Recuplex” ocerrido en Handord,
USA®n 1862 {1}, a partir da ests fecha un nimero relativaments pequsiic de Labora~
torios, ha establecido esta técnica come un método natinario para astimar &f aquivalen-
% da dosis a cuerpo entaro, llaganda a convertirse en una metodolagia muy importan~
te on I redioproteccién, conjuntaments con los métodes da dosimetria fsica,

A peser da que la tacnics da cultive de linfocitos para andlisis citagendtico, es dg
Fécil realizacitn, sin embargo, s adaptacion para estimar ia dosis cromosémica requierg
de algunas modificaciones, qua permitsn la comparecitn de resuitadas interiaboratorios,
en concardancia con las recomendaciones de) Organismo Iternacions! de Energa At~
mica [2] , siendo parﬁwhrmdctum&nmmmmmpmiomamm&h -
quosmﬁmalauﬁlizwiénmdmmmdehsmmfmmmn-
dientes a la orimera divisién cafular.

Este wabaio, tiene como abietiv fundamantal, comunicar las modificaciones in-

* troducidas por el Laboratorio de Gendtics Humena da ke Universidad Nacional Mayor de
San Marcos, con miras al ssteblecimisntn del aniiss e sberracionoe Cromosmices como
un método rutinario de dosimatria citogendtica 8 ser utifizedo en rm'honrotaeuén. De-
bemos mancionar que Ia adaptaci6n da esta ticnica e resiiza par primera vez en a Poril
¥ lo hacemos can el convencimiento de la imperioss necesidad de desarrelier métodos -
de radioproteccitn tendientes a salvaguasdas la siud del persanel rutinariamenta expuss-
w.

- 2 MATERIAL Y METODOS

Lasexperiencies raslizades estivieron orientadass logres une técnica qua permi-
’ mdmumn&mm&hmﬂ-wmauﬂuhmw
mare diviséa. Mdmmﬂhsmm



a)

b}

]

d)

Elegir ¢! madio de cuitivo mas sdecuada entra squatios utilizados rutineriaments
en ef Laboratorio de Genética Humana (MEM y TC 189, dat Institut Pasteyr

de Paris).

El nimero de horas de cuitive {48 y 72 hores)..

Marcacién con 5-8rdu (S-Bromo-2. deoxyuridine, 5002-Sigme) pers difersnciar
céluiag en primara division.

Efecto de la 5-BrdU sobre ef indice mitdtico,

La técnica de cultivo de linfocitos empleads, es ts misma que se utiliza rutinasia-

ments en nusstro Laboratoric {3 ], y basicamente consiste en :

Qbtencidn de ssngre periférica en condicionss de easpcie, utilizindose jeringas
descartables, tubos heparinizados estériles v al vacio (143 Ut de heparina).
Preparacidn da un medio cuya composicion es:
6 mi de medio (199 0 MEM)
2 mi de susro humang.
2 gotas de PHA-M Difco
100 ug/mi de streptomicine
100 Ul/m| de penicilina
10ug de 5Brdy

La colchicina v la preparacidn citolégics no mlmmlnbn con {a tdcnica cid-

sica, a excepcitn de la utilizacién del susro himano diluido 1/6 como solucitn hipotd-

nica.

Pera la identificacién de matatesss de primeva divisién, Gtilizamas ls tenica de

Perry & Woiff [4 ], modificeds. Las i4minas fusron coloreadss an une solucién Hoschst
al 0.5 o v ;umetidas 2 la accién de une timpars UV germicida pos 12 hores, tratades -
con una solucién 2XSSC 8 53~C por 1 6 Z minutosy coloreadesen Giemss s 3 %o, pH
6.8 dursnts 10 minutos.




X RESULTADCS

31 DEL CULTIVO DE LINFOCITOS
Nuestros resittados se presntan en ls Tebla Ne. 1, donda poriumes apreciar gl ni-
mero de células analizadas en cada medio, a 48 y 72 horas de cultivo, habiéndosa emples-

_doel 5-8rdt) unicamenta en los cultivos de 48 horss.

A pesr do que el nimerc de céiulas analizadas es pequaiio, es ticil apreciar que re~
suita claraments supérior en los cultivos da 72 horas, que en ambos medios, con un mayor
Tndica-de células analizsbles en ef medic 198 (0.01 a las 48 hores y 0.025 a las 72 horas).

’ mepio  HORASDE  BrdU CELULAS  TOTAL CELULAS ANALI-
CULTIVO 10ug/mi ANALIZAD. CEL’. ANALIZ ZABLES

MEM 48 + 135 0.01

MEM 48 - 131 877 0.005

MEM 7 - M 00t

198 a8 + L3 0.0t

199 48 - 03 731 0.01

199 72 - - 387 0.025
TABIA 1

Nizmero de Células andlizadas en los medics MEN 'y 199 a difereries
conficiones de cultivo

En relacién a la accién del BrdU sobre al indice mititico, spsaciamos a través del ni-
mero de células analizadas en cuitivo de 48 horas, que los resuitados aparecen un tanto can-
tradictorics en cada madio, puesto que en et MEM pereceria no tener efecto, y en el 199, -
¢l niimero de célules analizadas es claramenta superior en el cultivo sin BrdU (141-203).

Cuanto a la diferanciacidn de matafsses de primera division la tienica de coloracién
difersncial de cromdtides parmita safialarias con precisiSn. La coloracifn homoﬁnum-
diaaludlulumwimdhiﬁny’hmmshamm
(Ver fig. No. 1y No. 2).
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aci iferencial de cromdtides que caracterizan a células e
segunda division celular, Apreciese que cada cromosoma presenta
una cromdtide coloreada con mayor intensidad, y en algunas de ellas

es posible verificar la ocurrencia de intercambio de cromdtides her-
manas,
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Metafase coloreada homogeneamente en ambas cromédtides, correspondiente a
fada del arregio cariotfpico identificando cada par cromosémico,
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Fig. 1 Coloracidn diferencial de crométidas que caracterizan 8 células an segunda
divisidn celular. Apreciese que cada cromosoma prasenta una crométide co-
loreada con mayor intensidad, y en aigunas de eilas s posible verificer le o-

currencia de intarcambio de cromdtides hermanas.
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Fig. 2 Metafase coloreada homogeneamente an ambas crométides, correspondien-
te o la primera divisién celuisr, acompafiads del arreglo cariotipico identifi-

cando csda par cromosémico.
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3.9 DEL ANALISIS CROMOSOMICO

Para la identificacién de las aberraciones cromasdmicas es recesario determinar algu-
nos criterios que permiten sefialarlas con precisidn, especisimente aguellas que son consi~
deradas significativas para la estimacién de dosis bioldgicas. En nuasfro laboratorio hemaos
acaot.ado los giuientes :

a)  Para considerar un cromesoma como dicdntrico (dic), la metafase debe tener 45
cromasomas y 46 centrmeros, independientements de la presencia del fragmen-

0.

b)  Para sefialar un enillo (1), no es necesario que se encuentre acompafiado del frag-
menta acéntrico.

¢} Encaso de duda para la identificacifn de snomalias estructurales, se procede al
andlisis de Ia metafase en ampliaciones fotogrificas; si la duda persiste, e resli-

za 8l bandec C, y s ella ain persistiera, la metafase no es considerads parael re-

cusnto; '

d} - Losotros tipos de aberraciones cromosGmicas se caracterizan de acuerdo al ISCN

[51.

4 DISCUSKN

Basados en los resuitados obtenidos, podemos afirmar que:

a)  En elscibn al medio de cultivo a utilizar, aparentemente este puede ser tanto ef
Tc 199 como el MEM, a pesar de que brior_i; ol MEM por tener una mayor concen-
trecién de vitaminas y aminodcidos, estd considerado como un medio de crecimien-
tomas spropiado; sin smbarge ol nimerc totel de células anslizadas es mayor en
ol 199, ol igual que la frecuencia relativa de células analizables, tanto a 48 horas -
como a 72, y solo pierda cusndo se considers el ndmero da céiulas en of cultivo de
72 hores. '



-

b

d

. Considerando que no existe ventaja del MEM sobre el 199, y qus rutinariaments
8n nuestro laboratorio empleamas el 199, hemas decidido utilizar ef TC 199 como
medio de cultive pera la evaluacién de mutaciones cromostmicas en dosimetria
bioldgica.

Es indudable que la variable horas de Fukivo, resulta determinante pera ef nimero
de células analizables; encontréndose que resuita signifimiwmenm menor 3 48 ho-
ras. Creemos que por esta raz6n, es}lemrio sumentar el nimero de tubos por

paciente, en nuestrg lo hemos elevado 8 8.

En lo referente a la utilizacitn de las células de primera divisién, fa aplicacién del
BrdU, a la concentracién utilizada, resutts de gran valor para que ef recuento da las
aberraciones cromosémicas con significado dosimétrico, s realice unicamente en
células en primera division; fundamentalmenta por tratarse de aberraciones del ti-
po inestable {dic, ace r) que puede perderse en divisiones posteriores dando fectu-
ras por debajo de su valor resl,

Cuanto al efecta inhibidor del 5BrdU sobre el ndice mitético nuestros resuitadas
indican que a la concentracitn utilizada, esta efecto es miimo.

Respecto af reconocimiento de les abervaciones cromosdmicas, debemos mencignar
que resulta indispensabie un pariodo de entrenamients del observador, que e permi-
ta realizar el recuento de cromosomas y centromeros, asi como la observacién de ca-
da miembro del cariotipo para la identificacién de formas anormales en el menor -
tiempo posible, puesto que este andlisis estd basado en un nimero elevado de metata-
ses (6,71

Finalments, podemos sfirmar que la adaptacién de la técnica de cuitivo de linfoci-
tos para el andlisis de aberraciones cromostmicas con significado en Ia dosimerrf,
ha sido estandarizada en nuestro Laboratoric permitiendancs inicier una nueva eta-
Pa que muy pronto nos permitirs realizar qtimaciones de dosis absorbida en los. -
trabejadores expuastos ocupacionaiments, tanto en casos de sobreexposicidn acei-

dantal, como en caso ds control de axposicin crinicas.
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5 CONCLUSIONES

En la sdaptacién de le tiknice de cultivo de linfocitos pars andlisis de mutaciones

'mmmmm

Aperentsments no existen difsrencies significatives cusnto sl némero de células analizables
antre los medios TC 199 y MEM.
La marcacién con 5-8rdU) mbmmdmmawum primera divisién.

Mdmmmmaﬁhsmimiﬁmm,umiow-

mentar ¢l nGmero de tubos de cultivo por cstos.
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