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1 NTRODUCC ION 

Es un hecho conocido, que si se logran las condiciones 

adecuadas, 1 a mayor i a de los diferentes tipos de células pueden 

sobrevivir, rnul tipl icar-se y expresar sus propiedades 

características en el laboratorio 11). Esto permite estudiar el 

efecto que tiene en la fisiología celular, el rnod i ficar· 

concentraciones de sustancias corno hormonas, factores de 

crecimiento u otros nutr~entes. 

Para mantener a }r,c; c'~lula•:; "in vilr·o" SP utilizan diversas 

medios de cultivo. L<l mayu1·ia de ellos consi~ten e11 1n~zclas de 

sustancias que llun demoi!~lrúcJo ~1t!r- ncict?<::Jar·ius <Tabla l>, aunque el 

conocimiento de su d<~cio11 us l ric.omµ lf:' tLl, por· lo quL' muchos 

medios sintéticos ~lf? han p1·ottuc1do •:'lmpiricampnte <1, 2). Sin 

~obrE)vivencia de las 

células y tejidos l'~>tán pre1:i•JJament.e definidos. Se sabe que es 

proveer además, necesario controlar la pres16n os1n6t1ca y el pH, 

una fuente de enerqia y ciertas sales 1norg~nicas como Ca++, 

Mg++, Na+ y K+. Las soluciones salinas balanceadas re~nen estos 

requisitos, por lo que son utilizadas en estos casos. Cuando el 

cultivo es más prolongado ldias, meses 1, otros factores son 

indispensables, empleándose rutinariamente medios de cultivo 

enriquecidos con suero fetal de bovino ISFBI, de caballo o 

humano, los que contienen estos nutrientes necesarios para una 

proliferación más prolongada 121. El material biológico aportado 



TABLA 1 

Composici6n de un ~dio tipico para el cultivo de c~lulas de mamifero (i) 

Aminolicidos Vitaminas Sales Misel6neos 

Arginina Biotina NaCl Glucosa 
Cistina Colina KCl Penicilina 
Glutamina Fo lato NafüPO~ Estreptomicina 
Histidina Nicotinamida CaCl2 Rojo de Fenol 
Isoleucina Pantotenato MgCh Suero total 
Leucina Piridoxal 
Lisina Ti amina 
Metionina Ribofl ovina 
Fenilalanina 
Treonina 
Triptofano 
Tirosina 
Valina 

La glucosa se usa a concentraciones de S a 10 mM. Los aminoácidos 
en su forma L, se usan en concentraciones de 0.1 6 0.2 mM, las vi 
taminas a concentraciones 100 veces menor o sea a aproximadamente 
1 µM. El suero, usualmente de caballo o de ternera se usa a 10 \ 
del volumen total. Penicilina y Estreptomicina son antibióticos -
agregados para inhibir el crecimiento bacteriano. El rojo fenal -
es un indicador de pH cuyo color se utiliza para reconocer un pH de 
aproximadamente 7.4 . 
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por ellos está constituido principalmente por hormonas y factores 

de crecimiento. Cuando la intención es conocer los requerimientos 

específicos que tienen células y tejidos para su crecimiento y 

diferenciación se usan medios libres de suero que contienen 

cantidades perfectamente definidas de estas hormonas y factores, 

lo cual facilita la identificación de su efecto y la b~squeda de 

nuevos componentes vitales <l>. 

Los 1 infoc i tos son lds células que participan en forma 

esencial en la respuesta inmune y están representados básicamente 

por dos tip()s: los 1 infuc i los O / Jos T. Los pr irni:ros son los 

responsables de lil inrnunidaci llumot·11l, p1·odLJCt:n los anticuerpos a 

través de un proc·eso d~ "'~dur·ilcif~n en f!l cudl está11 involucrado~ 

los linfocitos 1 ' los oncargados de la 

inmunidüd c:elular <3l. 

Los cu 1 ti vo•; de linfocitos humunos y de otros mamíferos no 

sólo tienen 

cariologicos, 

aplicación estudios inmunológicos 

sino también como sistema de prueba para 

y 

la 

detección de mutágenos y/o carcinógenos, ya sea en el laboratorio 

o en poblaciones expuestas a el los. Permiten asi mismo, 

establecer frecuencias de mutación al nivel del locus de la 

enzima HGPRT <tüpoxantinü-yuanin.:i fosforribosi l transferasa>. 

Los medios y los métodos de cultivo usados para los 

linfocitos de sangre periférica no son sustancialmente diferentes 
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de aquellos usados para cultivar otros tipos de células y lineas 

celulares. Los linfocitos humanos pueden proliferar en distintos 

medios, los que se pueden enr-iquecer o no con suero fetal (4), Se 

ha demostrado, sin embargo, que el n~mero de células que se 

dividen y el tiempo que transcurre entre una divisi6n y la 

siguiente (ciclo 

fitohemaglutinina, 

celular), después de la estimulación con 

dependen de 1 tipo de medio y de suero o 

plasma utilizados <S, 6, 7, 8). 

CICLO CELULAR 

Se llarna ciclo r:"lular <CC> al intervalo de liempo que 

transcurre entre una división celular y la subsecuente, e incluye 

los procesos ele cree 1m1t•ntu, 1epl 1cac 1ó11 c1el ADN y e i tocinesis. 

Estrictamente hallldnclu, t>l ln1c.10 y ul fin del ciclo radican 

generalmente, al comier1zo de l<l i11terfase, que es cuando se 

decide detener la prollfer<ic1611 o continuar con la siguiente 

división celular (9). 

Los distintos eventos de este proceso se ordenan como se 

muestra en la Fig. 1, siguiendo dos sucesos fácilmente 

identificables como la replicación del ADN y la division celular 

(10, 11). Esto permite, como inicialmente sugirieron Howard y 

Pele ( 12), dividir al ciclo en 

transcurre entre la terminación 

los intervalos Gl, S, G2 y M, Gl 

de la division celular y el 



a 
LECTINA+ IL-1-+ 

. . . 
.~~%: 

a 
+- ANTIGENO + I L- '1 

b 
IL-2 

~LINFOCITOS T) 

FIGURA 1: Ciclo celular de lus linfocitos. Las células Ten 
GO, se activan por cualquiera de las señales <al y pasan a 
la fase Gl donde sintetizan IL-2 <bl que induce la síntesis 
de ADN previa a la división celular (13). 
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comienzo de la duplicaci6n del material genético o fase S. G2 

corresponde al lapso que transcurre entre la terminaci6n de la 

replicaci6n y el comienzo de la divisi6n celular (91. Por otro 

lado, Lajtha demostr6 que existían células q'ue no se dividían 

sino que estaban en reposo. Este estado se conoce como fase GO, y 

ahora su inclusi6n como etapa del ciclo celular es discutida 

( 131. 

La mayoría de las lineas celulares en cultivo tienen un 

ciclo que varia entre JO y 30 horas 1101, ya que es diferente de 

un tipo celular a otro. De tal manera que, mientras la fase de 

mitosis dura aproxirnad.1mente un.1 horu, G2 entre 2 y 4 hs, S entre 

7 y 8 hs y Gl, que es 1.1 rn,\5 va1·1ablr:- puede l<?nr~r de 1 a 9 horas 

de duraci6n <91. 

Fases del ciclo celular 

GO: se considera como una etaµa de reposo, en donde el contenido 

de ARN es bajo, el cual se Incrementa cuando la célula se induce 

a proliferar. Se ha demo~lrado qw~ Jos níveles de caldmodulina 

Cproteina reguladora de enzimas intracelulares sensibles al 

calciol, se elevan cuando la célul~ entra en GO, mientras que 

dichos niveles disminuyen cuando la célula es inducida a 

proliferar y sale de dicha fase para ent1-ar a Gl <14). 

Gl: las variaciones de tiempo observadas en el ciclo celular 

entre distintos tipos celulares, se debe principalmente a esta 
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etapa ya que las restantes tienen un tiempo relativamente 

constante. En esta etapa como en la anterior, se sintetizan 

las histonas constituyentes de la c1-omatina, pero en pequeñas 

cantidades ( 15). También en este momento los linfocitos T 

activados aumentan sus antígenos de diferenciaci6n CD3, CD~, y 

CDS, así como los de la clase del complejo mayor de 

histocompatibilidad, aunque su r-elaci6n con los pr-ocesos de 

prolifer-aci6n y su significado sean a0n oscuros 1161. Al final de 

este per-iodo, nuevamente se elevan los niveles de caldmodulina, 

considerándose que esta prolcina <y por lo lanto el calcio) es 

importante en la r-equlacion de la sinlesis de ADN ( ]l1). 

Aparentement~l, los ev<.n1tos cr·uciules que cont1-()lan la regulac.ión 

del crecimiento celL1lar OC.LJr·ren en esla fas~, cuya durat.:ión puede 

ir- de l a 9 horas. 

S: los sucesos sobrcsdl1cr1tPs sorl ld sinl~si~ de ADN e histonas, 

que duran aproM1madamcnte do 6 '' O hords. La replicaci6n del 

material qenét ico 0c.• 1·c .. 1l1z.1 s1mult,~netJrnente en diferentes 

cromosomas y en scgn1e11lo~, do u1i mismo c1·omosoma. Cada segmento o 

unidad de repl1caci6n se conoce como 1eplicon. Este periodo puede 

dividirse en tres subestadios, en el primero SIC' duplica el 15% 

del ADN y el restante en los dos subsiguientes. Durante los dos 

primer-os se replican las bandas G negativas !claras), mientras 

que las G positivas !oscur-as>, lo hacen en el ~ltimo. La 

síntesis de histonas, se sabe que esta acoplada a 

( 17). 

la del ADN 
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G2: el tiempo de duración de G2 es de 2 a 6 horas, aquí la célula 

se prepara para la mitosis, por lo cual se produce gran 

condensación de Ja cromatina <!l. 

MITOSIS: tiene un tiempo de duración de aproximadamente una hora 

y corresponde a Ja división celular propiamente dicha. Consta de 

lelofase, varias etapas: profase, metafase, 

caracterizándose cada una de ellas por 

ocurren en las mismas<!>. 

y para hacerlos prolifur·a1· "in vilro", 

anafase, y 

los diversos evenlos que 

se utilizan L1na serie de 

mitógílnos, los cualc·~ el in~s com~n e~ 13 fitohemaglutinina 

<PHA>, 

considera que l.i PHA i ndut:r.1 l u proúucc i ón en los linfocitos T 

<humanos y de otr«c.lS espec.11.1':1 dL~ momi fc>1·0~) dL• uncl proleina, la 

interleucina 2 <IL-2), en pr·esf!nci,1 d1" mac1·ófagos, y Ja expresión 

de receptores de !L-2 en las células T correspondientes 14>. 

Estos procesos ocurren en Gl, mientras que el progreso hacia S 

involucra el consumo de IL-2. La mayoría de la lineas de células 

T de tiempo prolongado de cultivo, requieren de Il-2 exógeno para 

su continua proliferación. En resumen, Ja evidencia existente 

<18>, indica que la estimulación de las células T por antígenos o 

lectinas puede ser dividida en dos estadios. El primero 

manifestado por la expresión de receptores a IL-2 y la producción 
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de IL-2, que normalmente requiere de un antígeno específico y 

células accesorias y representa 

reposo a GI. El segundo involucra 

la 

a 

transición del estado de 

IL-2 que permite a las 

células progresar hacia S. Lo que no está claro es el papel del 

antígeno en el segundo y subsecuentes ciclos de división. 

Las células cultivadLtS 1'111 vitro" disrninuyen o detienen su 

ciclo celular cuando son colocad.J5 en concentrdciones limitadas 

de nutrientes, o si se les a~ade un 

inhibidor de ld sintP.si•:; de p(ott ... l lld'.:.t ( 10). Estd~~ podi-ídn ser- en 

parte las razones por Jds ct,alcst ct1rno st~ mencio116 anteriormente, 

la duración del ciclo celular dr los !1nfoc1tos humanos depende 

del medio de cultivo utilizado (h 1 7>, de la presencia de SFB, 

aunque en este caso los resullddos son contradictorios 15, 6, B>, 

o de plasma autólogo. 

El pH intra y extracelular también afecta al ciclo. Cuando 

el pH extracelular está entre 7.2 y 6.8, el crecimiento es 

exponencial y además se induce la proliferación de las células en 

reposo. Si el pH extracelular se mantiene entre 6.7 y 6.4, la 

tasa de crecimiento se reduce y por ultimo con valores de pH 

menores de 6.3, se inhibe casi por completo ( 19). Los 1 infoci tos 

que se encuentran proliferando tienen un pH más alcalino que los 

que están en reposo CJ9). 

Estudios sobre la duración del ciclo celular en un mismo 
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individuo, a quien se le tomaron muestras consecutivas con 

intervalos de algunas semanas, muestran diferencias en la 

duración del mismo <20>. También hay variaciones 

interindividuales en cuanto a la cinética de proliferaci6n de los 

linfocitos humanos "in vitre", ya que mientras algunos individuos 

tienen hasta un 50% de células en segundas división en cultivos 

de 48 horas (6, 21>, otros investigadores describen que en una 

muestra de 100 donadores, el 63% de ellos solo tienen entre O y 

5% (22>. 

Los agentes alqu1lanles, los plaguicidas y la mayoría de las 

drogas citostáticas utilizadas en los pacientes con cáncer 

aumentan el tiempo del ciclo celular <22, 23, 24, 25>. 

Aunque Ja duraci6n del ciclo celular no afecta la frecuencia 

de intercambios d~ crom~t1das l1Qrmanas, dentro rle ciertos 

limites (26)' ésta si varia al utilizar distintos medios de 

cultivo <26, 271, habiéndose dado como una posible explicación 

las diferencias en la concentraci6n de timidina de dichos medios. 

INTERCAMBIOS DE CROMATlDAS HERMANAS 

El intercambio de cromátidas hermanas (!CHI es un cambio 

reciproco de secuencias de ADN en loci hom6logos entre cromátidas 

en el estadio de cuatro cadenas durante la replicación del ADN 

cromosómico. Este intercambio molecular puede ser fácilmente 
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visualizado al microscopio de campo claro en las metafases 

después de una autorradiografia por la incorporaci6n de timidina 

tritiad<1 (28l, o por la técnica de tinci6n diferencial que se 

basa en la utilización de un análogo de base de la limidina, la 

5-Bromodesoxiuridina CBrdUl o 5-Clorodesoxiuridina en las células 

(29, 301. Este parece ser un fen6mono natural que ocurre sólo 

durante la replicación de ADN, ya que una célula somática normal 

se observa cierto nivel basal de !CH y estos no pueden observarse 

en células que no han sufrido replicación de ADN en presencia de 

los marcadores C261. 

Actualmente se emplea una L&cnica descrita hace 16 a~os por 

Latt C291 y postoriormente modificada por Porry y Wolff 1301, 

conocida como L'l mé>to1Jo dL• fluor0•.;ce11cia más Giemsa CFPGI. Esta 

se basa en l~ incorpo1~dc:t6n <Jt: u11 ·ln~dCJqo de base del ADN, la 5-

Bromodesoxiur· i~ina , por etas c1clos consecLJtivos ~e replicaci6n. 

Al fin<1l dc,ol segundo c:1clo ti<:• "''Plicación del ADN, en las 

metafases de segundu d1-.1 1·~16n, una cr·om .. \tidi\ de cada c1-omosoma 

metafásico e•stá unifila1·me11tC> sustitL1icla con 81-dU mient1-as que su 

hermana eslá b 1 fil dl"mentE• ?Ubstituida. La substituci6n 

diferencial de las cromátidas con BrdU produce cromátidas 

fácilmente diferenciables gracias a la tinción apropiada. La 

técnica de FPG provoca cromátidas claras y oscuras IFig. 21, para 

las cromátidas bi y unifilarmente sustituidas respectivamente y 

cualquier intercambio éstas cromátidas pueden ser 

detectadas con claridad y alta resoluci6n en el microscopio de 

luz. 



(A) 

f 1 -.-.... \ -- ; 

l 

( B) 

r . ti 
/ '··~ 

..,r. \.. ~ ."' - • , . -
.( .... , ,...., -
'· '. ......:: ''{ & X . ¡, 

/~~ ~·,_~ 
.( ""·º" 1 .... ~ ~. -~ 

r ' 
(C) 

FIGURA 2. Aspecto al microscopio de luz de una metafase que ha 
completado un ciclo en presencia de BrdU (A), dos ciclos (B) y 
tres·o más ciclos (C). 
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Se ha postulado que este fen6meno de tinci6n diferencial 

puede deberse a la fot6lisis que sufre el ADN en la cromátida 

b isust i tui da seguida de la extracci6n de ADN degradado C31, 

321. Esta fot6lisis ocurre cuando las preparaciones se exponen a 

la luz U.V. o con longitudes de onda cercanas a ella, después de 

la tinci6n con fluorocromos como el Hoescht 33258 o la naranja de 

acridina, los cuales sensibilizan al ADN que ha incorporado BrdU 

e incrementando la fot6lisís. 

Desde su desar1·ollo, L•sta l!'tcnica St.' ha convertido en parte 

del grupo la detecci6n de mutágenos y/o 

carcin6genos quimicos (26), cor·l lJ ve11tJja q1Je per·mite al mismo 

la c1nétic .. 1 c1P prul1fL1 1 .. aci6n celular, mediante 

la cuantificaci611 de ¡,, de primeras, segundas y 

terceras divisione~) •·1n v1t1·0°, a d1fL•rc..1 nte~> tiL•rnpos de cultivo. 

Los mecanismos moleculares implicados en la inducci6n de !CH 

no han sido aclarados (26>, lie11en que involucrar 

rompimiento de la t1eb1-a de ADN y reuni6n. Se ha sugerido que 

formando !CH las células puedan superar el daño no reparado 

durante las replicaciones de ADN. Esto parece 16gico, ya que hay 

un doble rompimiento y reuni6n reversible y concertado del ADN 

que ocurre espontáneamente durante la replicaci6n del material 

genético. Por lo tanto se espera que un incremento en 

rompimientos de la cadena durante la fase S produzca un 
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incremento de ICH C26). También se piensa que pueden deberse a 

recombinaci6n som.Hica o a procesos de amplificaci6n o 

diversificaci6n de genes C33, 34). 

Existen diferentes modelos que intentan explicar los 

mecanismos molecular-es que dan or·igen a los !CH. Painter, en 1980 

(35>, propone que el ADN al estar da~ado retarda su duplicaci6n 

por lo que los duplicones te1·m1nan lu. síntesis a difer·entes 

tiempos en el r epl ic.6n, lo que produc~ una ruptura en la 

continuidad de lil hellr·a par1?11t.11. E•.oto f.;vorer::rer·ia la posibilidad 

de una asociac16n aleato.-·la f~·ntr·c· ht,.brus parent..Jles e hijas, lo 

que produciríu un intL..11-c..11rnb10 c1l~ doble CdciPna. Como este modelo 

se basa en que t...>l 1-t~tarcJo l'n lll dupl icaciOn t.ts producic.Jo por el 

daño que se evidt.-inc1d por:.tc~r· 1orme>r1le E.1 11 !CH, se le critica el 

hecho que su pueda ru11lnu.•ntu d1sce1-1111· 5 i 5011 los !CH los que 

inducen el retrdso f]n la divis16n celular o viceversa <36>. 

Morales en 1990 C36l, propone un modelo que se basa en los 

modelos propuestos por Commings, Kato, Shafer e Ishii y Bender, y 

en datos obtenidos en su li.1bo1·ato1·io. Este c.onsiste en consider·a1· 

que durante la duplicaci6n del ADl'I, como consecuencia de una 

Jesi6n que no permite la síntesis de la hebra hija, se induce Ja 

recombinaci6n de la hebra opuesta al daño con la cadena de la 

misma polaridad. Este intercambio de cadena ~nica, cruza la zona 

en donde está la lesi6n y permite que la brecha frente a la 

lesi6n pueda ser subsanada utilizando la complementarldad de la 
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hebra recientemente sintetizada. 

En cultivos de linfocitos de individuos no expuestos a 

mutágenos el número basal de ICH por célula varia de O a 16, o 

sea una frecuencia de O a 0.348 por cromosoma 1271. Los !CH se 

observan tanto en cultivos ''in vitro" como en estudios realizados 

"in vivo" en estos últimos la frecuencia es siempre menor 137, 

38, 39). Esto pan?ce estar dado por variaciones en las 

concentraciones de BrdU usadas, ya que esta substancia induce ICH 

(40, 41). 

Dado que el !CH es un fen6meno dependiente de la replicación 

del ADN, existen factores Ct?lulare$ como los niveles de 

nucleótidos, biorr1tmos, en~tm<ls dP r·eparación y replicación que 

pueden jugar un pap1? l i mpor t dn tt> 1.>n •.;u formac i 6n ( 26 1 . 

influencia de 

una serie de factor~~-, polt.~r1C.l'1lf_,.~:., exi-;,tt~n todavia va1-iaciones en 

los resultados entre l<1boratorios y vec:es dent1·0 de 

laboratorios 1261. Los mud1os du cultivo comerciales que se usan 

comúnmente puerlen producir dlferuncias significativas en la 

cinética de prol1furaci6n celular y en la rrecuencis de !CH 

espontanees en linfocitos humanos <6, 40, 41, 421. Sharma y Das 

(401, han reportado que distintos medios de cultivo requieren 

diversas cantidades de BrdU para provocar la tinci6n diferencial 

de los cromosomas, posiblemente por la heterogeneidad en los 
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contenidos de timidina y ácido fólico. Lamberti y col. (41) 

encuentran una gran variación en la frecuencia basal de !CH 

cuando las células son crecidas en tres formas diferentes del 

mismo medio TC 199: TC 109, TC 199 y TC 640. 

El suero, componente esencial del cullivo celular, afecta la 

frecuencia de ICH, dependiendo del tipo y de la concentración 

usada (43, 44, l15, '16, En numerosos laboratorios se ha 

observado una variación Bignificat¡va del !CH si se usan 

alternativamente, suero autólogo, humano AB o SFB. Generalmente 

el suero aut&logo dd una mer1or freLue11cia de !CH que el SFB. En 

cuanto a los efectos producidos po1· la concentración de suero 

usado, los 1·E:'sultado!; son contca<.Hclo1·¡uc,, Gosh y Nand (45), 

encuentran que ld ff-tc.lC:uL'nc:.tc:1 df.I lCt~ incrvmenta en funciOri de la 

cantidad de SlJcro CH_p-pqado dl mt~cJ10 de t.ult..ivo, mientras que Me 

Fee y Sherrill <'16l ,1,;i como ldmlH(n1 O.is y Sharma <'17> no hallan 

esta relación. Por ot1·0 1,1Jo, un l?'->tudio 1·<"ci~·11lc de \.Jiencke <48) 

muestra que factores r.lel suero pueden hasta modificar la 

sensibilidad a mut.'lgenos c;uantlo he 

humanos. 

MITOM!CINA C 

inducen lCH en linfocitos 

La mitomicina C <MMCl es un antibiótico aislado de 

Streotomyces caepitosus. Es un 

propiedad que adquiere cuando 

poderoso agente alquilante, 

es activado por reductasas 
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intracelulares <49). Su mecanismo de acción consiste en formar 

enlaces cruzados de ADN actuando en la guanina y citucina, esta 

acción se presenta de manera más importante durante la fase S y 

G2 del ciclo celula1-, a pesar que se le considera un agente no 

especifico. También, a dosis altas, inhibe 

de proteínas <50). 

la síntesis de RNA y 

La MMC, en distintos sistemas de prueb<l, ha resultado ser 

mutagénlco e Inducir un marcado inc1-emento de !CH en células 

ti-atadas, tanto "in vitra" como "in vivo", il concent1-dciones que 

inducen muy pocas aberraciones c1·omosómlcas estructurales <51). 

Cuando los lratam1entos producen lln~ dltd frecuencia de 

inte1-cambios, también c.iu'.;.111 relra•;o en el ciclo celular· <25) 
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PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO 

El cultivo de linfocitos tiene gran relevancia como sistema 

de prueba para el estudio del daño genético inducido tanto "in 

vivo" como 11 in vi tro" por diversos agentes mutagén1cos y/o 

carcinogénicos. Es importante, que los datos obtenidos en el 

laboratorio reflejen la susceptibilidad real de las células a 

estas substancias, por lo que el obJetivo de este trabajo es el 

de estudiar la cinélic:.a de pr·oliferucicin, la frecuencia basal de 

ICH y la induc1d.1 por un .JC]'c'nl.P ,i]quíl<lntu como la mitomicina C, 

en l i nfoc i to•c; humano•. en condiciones lo mas 

fisiol6gicas posibles como t!'.:• l~ l c:.:i~.,o ele una solución salina 

balanceada enriQUL"'Cld,1 con pl.i·.lrr.a tiut1~1cHJO, ya que los nutrientes 

esenciales ~on p1·nv1sto•-:. po~ '-'l plo-.::1nh\ dL·l mismo individuo y no 

por un medio e.Ir: cultivv o por SFP, inic:nli-as que la solución 

salina ísolónic .. 1 .lporta iC>rH.·~. i.:oino V•·, Nt;1t, Cat+ y Mg++- 1 glucosa 

como fut?nte du en111-QÍ..l y un c;,i<:1tt="mu amortiguador- de pH. 

Debido a esta i:,iluucián expaTimcnLal, la hipcitesis de 

trabajo es, que las condiciones de cultivo propuestds 1 afecten la 

cinética de proliferaci6n y la frecuencia de !CH, principalmente 

cuando esta se hace en presencid de un agente genot6xico como la 

MMC. 
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MATERIAL Y METODOS 

Preparacl6n de las Soluciones 

la soluci6n salina balanceada de Hank <SSB> se prepar6 de 

acuerda a lo especificado por Paul <2>, con reactivos de J.T. 

Baker, a excepci6n del rojo fenal que fue de Harleco y el cloruro 

de magnesio que fue de E. Merck, todos ellos con pureza de grado 

anali tico. 

las soluciones ~·v ester i 1 i lil>on ~·n autoclave a 20 lbs de 

presi6n durante 20 minutos, de~pués se dejaron enfriar, se repuso 

el agua evapo1-ada dui·J,ntr.~ <Yl pcoc€~SO dl'.-· t::isterilización, se 

agregaron anltbi6tlco~ y :;e ,J)m,1cenaron il t,9 C hilStil su uso. 

El amortiguador de fosfatos utilizado en la ti ne i 6n 

diferencial de cromátidas hE•rmanas se h iza con fosfato 

monopotásico 9.08 g/J 

(1/15 Ml. 

<!t!5 M> y ll.88g/l de fosfato dis6dico 

El colorante empleado en Ja tinci6n diferencial fue el azul 

de metileno Giemsa de Merck, a una concentraci6n 1:10 en el 

amortiguador de fosfatos antes mencionado. 

la solucion hipot6nica usada en la cosecha de los linfocitos 
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fue hecha con KCl a una concentración 0.075 M C5.59 g/l). 

El medio de cultivo elegido como testigo fue el RPMI 1640 

con L-Glutamina y bicarbonato de sodio de laboratorios GIBCO en 

su presentación de frascos de 100 mJ. 

La colchicina se preparó disolviendo 20 pastillas de 1 mg 

c/u de Cochi-Quim CLab. Duimica y Farmacia S.A. de C. V.I en 100 

ml de agua bidestilada y filtrando en Millipore 10.2 Uml para su 

esterilización. 

La solución de BrdU CSIGMAI se elaboró disolviendo 4 mg en 

40 mi de agua bidosti lada y esterilizando por filtración en 

Millipore, de igual manera quu la colct1icina. 

la solución de Houscht-33251 para la tinción diferencial de 

cromátidas hermanas 51, redll~6 disolviendo 1 mg del fluorocromo 

en 10 ml do agua bidcsti!Jda. 

El plasma aut6loyo ut1l1zaao en los cultivos se obtuvo de la 

sangre de cada uno de los donadores por centrifugacion a 1200 rpm 

durante 10 minutos. 

Cultivos de linfocitos 
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Se extrajeron 60 ml de sangre periférica en jeringas 

heparinizadas, a cuatro individuos sanos, dos hombres y dos 

mujeres. La mitad de la sangre se dej6 sedimentar para extraer el 

paquete de leucocitos y posteriormente plasma de la manera antes 

mencionada. 

Se dise~aron cuatro tipos diferentes de cultivos, todos con 

un volumen final de 3 mi, con 3 x ló leucocitos por frasco, 0.2 

mi de PHA y 50 uglml de UrdU de Ja siguiente manera: Los 

cultivos tipo A con media de cult1vo RPMI 1640 1 los tipa B con 

soluci6n salina bat .. nce .. HL:i dr· Hank y los tipa C y D can salucic\n 

de Hank suplementada co11 t mi de de plasma autc\logo. De acuerda 

al 1iUmero dE..' glcJtJL1lo~ tJldnco'.; c.ol\tatJu en cámara de Neubauer, la 

cantidad d~ sanyr0 total los tres primeras tipas de 

cultivas IA, B y CI v.ir 10 l!nln:• 0.25 y 0.5 mi, cantidades 

similares se ul1lizaron del puquete de leucocitos para los 

cultivas del tipo O. 

Se adicin6 col~hicina, 5 x 10-3 mg/ml, a cada frasco de 

cultiva, noventa minutos antes de cosechar a 36, 48, 60 y 72 

horas. Al momento de la cosecha, los cultivos se centrifugaron en 

tubos c6nicos a 1000 rpm durante 5 min., se extrajo el 

sobrenadante y se incubaron con soluci6n hipot6nica durante 20 

min. a 37!l e Esta se desech6 luego de una nueva centrifugaci6n, 

y las células del paquete se fijaron en 5 ml con metanol-ácido 

acetico glacial ( 3:1) durante 10 min. La suspensi6n celular así 
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fijada se centrifugó a 1000 rpm durante 5' y se qui té el 

sobrenadante y el paquete celular se lavó con fijador dos veces 

más y se resuspendió en 0.5 ml de fijador y se procedió a 

gotearlo sobre laminillas. En cada una se depositaron 5 gotas y 

se dejaron secar al aire, se codificaron para un análisis ciego y 

se trataron para obtener la tinción diferencial de cromátidas 

hermanas descrita por Perry y Wolff <30l. Esta consistió 

brevemente, en teñir a las laminillas durante 20 min. con una 

solución del fluorocromo Hoeschst 33258, enjuagarlas con agua 

destilada y exponerlas a una lámpara de luz negra montadas en 

solución tampán dL' fosfato<:>, pll 6.0, dur·ante 1.30 -2 horas. 

Después de este lapsa, se volvieron a onJuagar con agua destilada 

y se tiñeron con G i 1.?ms,1: so 1ucl6n t.1mp6n de fosfatos 1: 10) 

durante 1.50 minutos y se ~~caron ~l <ltre. 

Después de haber observado que los cultivos del tipo C 

tenian una cinética do prol1ferac1ón similar a los del tipo D 

entre las 60 y 72 horas y siendo su implementación más sencilla, 

se decidió que para estudiar la inducción de !CH por MMC, se 

hicieran cultivos del tipo A y C de diferentes donadores, cada 

uno con diversas concentraciones de MMC: 10, 15, 20 y 110 ng/ml. 

El alquilante al igual que la BrdU se adicionaron a las 24 horas 

de iniciados los cultivos. Estos se cosecharon a las 66 horas, 

procesándolos de igual manera que en los cultivos anteriores. 

Hallazgos previos (48)' sugirieran que los linfocitos 
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expuestos a 40 ng/ml se cultivaran, asimismo, en SSB enriquecida 

con suero bovino, y en RPMI con plasma autólogo y con suero 

bovino respectivamente. 

Análisis al microscopio 

Indice mitóticos y Cinética de proliferación 

Como los cultivos se hicieron por duplicado, par·a el 

registro de los Indices mitóticos l!MI , se tomó el promedio de 

ambos fr·ascos contando ul nume1·0 dv rnetafases p1·esentes en el 

análisis de mil nucleos con~»e?cutivos l!n las laminillas de cada 

frasco. El mismo procedimiento se siguió para el análisis de la 

cinética celular, contándose 100 metafoses consecutivas ele cada 

frasco de cultivo para cada tiempo Je cultivo y el promedio de 

las proporciones dw lac. rnl!tdfa¡,c•s Je p1·tme1·a IMll, segunda IM21, 

tercera o ~ubsecuunto <M3>, div1~1or1as 1
'111 vit1·0'' fue el que se 

usó para cada Individuo. 

Intercambios de c1~orn~'1t idas hormani.l~ 

En los cultivos tipo A, C y O se determinó la frecuencia 

basal de !CH analizando 30 mutafases de segunda division "in 

vitre" con más de 43 cromosomas 1521, obteniéndose en cada una de 

ellas la frecuencia de !CH/cromosoma. (En Jos cultivos tipo B no 

hubo suficientes M2 para el análisis!. Como la distribuci6n da 



21 

los !CH no es normal, para poder efectuar el análisis 

estadístico, se realizó la transformación logaritmica de Jos 

resultados para ajustarlos a una distribución normal, de la 

siguiente manera: se le sumó a la frecuencia de !CH/cromosoma y 

se obtuvo el valor de su logaritmo decimal: Lag ( 1 + 

!CH/cromosoma> (53>. Para establecer la frecuencia de ICH 

inducida por MMC, en las diferentes condiciones de cultivo, se 

procedió de la misma manera. 

Se utilizó la prueba de Ji cuadrada para comparar la 

distribución de frecuencias de MI, M2 y M3 en los distintos tipos 

de cultivo, y se decidió normalizar lah frecuencias de !CH para 

aplicar una prueba dl! F, lo que ¡;1:1rrnil"' analizar al mismo tiempo, 

la contribución, ~'' los t"Csultatlos obte11idos, de las diversas 

condiciones d<·! cultivos y d1d huclrn que• lo·~ llnfocitos analizados 

provienen tJe diferentf''.i don(ujo1 es. 

RESULTADOS 

En la tabla 2 se muestran las proporciones de Ml, M2 y M3 de 

cada individuo, para las diversas horas de cultivo. Los promedios 

y las desviaciones estándar de MI, M2 y M3 en las distintas 

condiciones y tiempos en que se cultivaron los linfocitos de los 

cuatro individuos, se presentan en la tabla 3. 



Tabla 2. Porcentaje de Ml, M2 y M3 de cuatro donadores o 36, 48, 60 y 72 horas de cUltivo. 

Tipo de [l:mador 36 Hs 48 Hs 60 Hs 72 Hs 
cUltivo 2 2 2 2 

A 1 99 45 55 45 36 19 26 67 

2 100 52 46 33 63 4 46 31 23 

100 NC• 39 43 18 43 36 18 

100 87 13 69 31 o 39 47 14 

B 100 100 42 36 22 75 25 

100 98 77 23 80 17 

100 NC 53 47 43 53 4 

100 100 100. 98 2 o 

e 100 80 20 . 38 29 33 50 36 14 

99 75 24 51 44 16 33 51 

100 100 o 36 56 42 42 16 

100 99 94 6 76 24 

D 99 46 so 30 52 18 67 18 15 

100 46 5¡ 49 39 12 19 40 41 

100 83 11 65 35 43 41 16 

100 66 J4 40 57 38 44 18 

• NC: ti:> crccio 
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Tabla 3. Promedios y U.E. de las frecuencias de Ml, M2 y M3 en las diferentes condiciones 
de cultivo a 36, 48, 60 y 7Z horas. 

Tipo de 
cultivo 

A 

8 

e 

o 

MI 
M2 
H3 

MI 
M2 
H3 

~u 
HZ 
H3 

¡.¡¡ 
HZ 
H3 

3{>( 1) 

99, 7•0,S 
o.z<o.s 
o.o<o.o 

100,0•0,0 
o.oni.o 
o.o!!J.o 

99.7•0,S 
o. ;!';0,5 
o.o;u,o 

'!9. 7•0, s 
o. :;u,~ 
u.o;o,o 

lbras de cultivo 
481 >) 60(1) 

bl.S•22.8 4b,S•lS.B 
38,1'22,S 43,S<J4.3 
o.s• o. 8 IO,O! 9.6 

99. 3• l. 1 b8, l• zs. 8 
º· 1• l. l Z6,S'20. 4 
o.o• o.o S,4!10.7 

88,bo!l, 7 54,8•26.9 
11.1•·1 z, l :l-1.1..-Zl.8 
0.2: u.s 11.0!J4. 7 

bO, b•l 7 ,8 -'6.2• 14.9 
:n .~•1ti .. \ .1!>.<~;'to.b 
l. s:: l.9 8.1! R,O 

ht J X 10' lt1UCl.K'1l01' rP lh\flflfll toto\l Ct1lt iva.1ntt (11\ Pi'Kl 1(.40 
Bt l x 10' loucnc1lou c1. r..ir.tJf1' tCJt.-1 l""lllt,Y••1ur. er. !>511 
C1 J x lO" }('ucot.:ito1' cm ~tUot¡tf' tnti*l rult.1vit•ki• en M;ll •1• plAr.mn aul6loqa 
Dt J x 10~ h1ucot·1to11- culttvNioa ~r. r.=a' J' ¡1l4t.~A aut6lo<J·" 

(\} 1 tto hulio dirarn11ct.:u1. ~r.trr. 1', 11, l' ~· l) ll' ·, 0.0~1 
(2) i 1\ y O d1Her<"n dt1 e lf' '" O.O!>), 1' y O no difieren entre d (p > O.OSI 
(3}t 1" y C dHternn dr. A l¡•' 0.0~1. 1' y C no d\fi.cren 11t1tre tt! lp ':>O.OS) 

34.0•lS.2 
34 .9• 9,0 
3l.l!f4. 3 

73.8•22.8 
Z4.4+ll.3 
J.9!1.9 

4ú,1'Z4,7 
33,b<7.7 
20.Z!Zl.6 

4Z.4•!9,9 
Js.z•1z.z 
ZZ.4!:J2.8 
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Los promedios de las proporciones de Ml, M2 y M3, no 

manifiestan diferencias entre los diversos tipos de cultivo ni 

entre los individuos a 36 horas de incubación, ya que todas las 

metafases registradas son de primera división. A las 48 horas, se 

observa lo mismo para los cultivos tipo B, pero en los C ya 

existe un valor de 11.lX de M2, mientras que en los cultivos tipo 

A y D se encuentran más de tres veces esta cantidad de M2 y una 

peque~a proporción de M3. Una prueba de Ji cuadrada revela que no 

existen diferencias estadisticas entre la distribución de 

frecuencias de MI, M2 y M3 entre A y D con una p> 0.05, mientras 

que ambos son distintos de C lp~0.051. A las 60 horas, una cierta 

cantidad de M2 se 11.:ill.i f.'n lo" cultivos de lipa 13. Los cultivos A 

y D muestran patronr:.•!.> de· cinética celuld1 muy similares 

(p)0.05), QlJa SOrl t.::ihlJtJi~liC .. tiTIL'Jd.C tJ¡ft:?f"PlltOS de }OS de C 

Cp<0.05) dado que eslf! ú 1t1mo p1·e\\Pnt" una mayo•· proporc Ión de Ml 

y una menor cantidad de r·12. A l.1•. '!2 hor·,,s, se r:inconlréHl nUmeros 

muy similares de MI, M2 y M'.3 Cp.·0.051 en los cultivos C y D, las 

que ahora difieren esLadist1camenle de las de A (µ<0.051, debido 

que en este ~]timo se observó un.i menor cantidad de MI y una 

mayor de M3. Los valores oblunidns en los cultivos del tipo B 

difieren estadísticamente con los dem~s <l partir de las 48 horas 

debido a que las células mostraron una cinética mucho mas lenta 

en estas condiciones. Se puede observar tambien en Ja tabla 3 la 

variaci6n interindividual en la cinética de prollferaci6n, en 

todas las condiciones de cultivo, después de las 36 horas. 
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Si tomamos en cuenta los cambios observados en las 

proporciones de Ml, M2 y M3 en los cultivos del tipo B a los 

diferentes tiempos de cultivo, podemos inferir una duraci6n del 

ciclo celular del linfocito en estas condiciones de cultivo, de 

aproximadamente 24 horas, mientras que para los tipos A y D es 

menor, alrededor de 12 horas, y un poco más de 12 horas para los 

cultivos del tipo C. 

Los 1·esultados del calculo dt•l indice de replicaci6n CIR> 

sugeridos por Ivett y Tice 1541, que se muestran en la tabla 4, 

confirman lo mencionado poi- estos autorc.:Js. Los cultivos que 

evidenciun lo~ valort•s mtJ•,:¡ Jlto~ t?n sus IF< tier1en el ciclo más 

corto, como los tipo A, C y D. 

Ciclo celular en presi~L~_!L.MMC 

En la tabla 5 s1> presentan los promedios y las desviaciones 

estándard de las proporciones de MI, M2 y M3 obtenidas en los 

cultivos de linfocitos de dos donadores, después de 66 horas de 

incubaci6n, cuando se estudi6 la inducci6n de !CH por 40 ng/ml de 

MMC. En ausencia del alquilantu, los cultivos iniciados con SSB y 

suero bovino, muestran la proliferaci6n mas lenta, seguidos luego 

de los linfocitos cultivados en SSB suplementada con plasma 

aut6logo, en éstos ~!timos, la frecuencia promedio de Ml, M2 y M3 

es similar a la obtenida en el estudio de cinética inicial <ver 
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Tab!n 4, Indices de replicnci6n obtenidos <lespu~s de 3b, 48, 60 y 72 horas en los cultivos 
tipos A, ll, C y D. 

Ti¡10 de lloras de L'ul t lvo 
cultivo 36 48 60 72 

A 1.00 U9 1.63 1.97 

1.00 1.00 1,37 1.28 

e 1.00 1. 11 1.66 1. 74 

1.00 1. 41 l,ol 1, 78 

A: 3 X JO' l~ucvd to~ t'I\ !>Ml~ft' lotnl 1.·ultiva&-1, en RINI IMO 

ll: 3 X 10• klK<Xito5 t'll !-1.lllj!ít:' tot.11 (Ul t iv.11.!o~ ~ll S.."ih 
C: J X 10• lt'lk.:~lt<.l'.'>l"I\ !'.t~Hl)!Tl' total í.Ul t iva~ki~ t"ll SSll )' I',\ 

U: 3 X JO' h•U('0\'.1 los en S..\11 )' 1'1\ 



TULA 5. PrHrdm y o.r. dr In frrc11rnc10 dr 111, fil r 113 rn dlfrrrnhs und1t1DnH dr cultivo 

SSH•nl 
c1s.•. 

SSH•nl 
cfP.A. 

COUJCIOICS H CULllYO 

"'' ""' c/S,8. 
·lll!C •l!.'IC ·f!llC 1Mt' ·fllfC

1 
Ull!C

11 

"' "2 
!J 

78.5!~.' 
J8.0!0 

J.5~'·' 

t"'C16C.i1i4/1l 

"·º''·' •l.5!'·' 
J7,0H ,, lJ.5~C.7 

17.~Jll.J ,,tltLl 

!•lino 11'1furr11 t1lldiH1uer111, ,~ti.n 
hlyhlt ' • r<i:.01 
l •IJl'lt .~~.t! 
fclrl•I• , ..... 

15.5!3.5 
ll.010 
ll.l!l 0 l 

u.5!l.1 
JC.5!l.1 

; 

CJ .Otl .~ 
r.i.5ti',I 

.51.5!0,7 

BB.S!7,7 
Jl.5!7.7 

o 

~Pftl 

c/P,A. 
-1111t

1 
•l!llC11 

16.5!0.7 
11.l!0.7 
O.O!O 

!J.OJl.B 
7.0!9.B 

o 



24 

tabla 3, cultivos tipo C>. En cambio, los cultivos testigos 

iniciados con RPMI solo y enriquecido con plasma o SB, revelan la 

cinética de proliferación más rápida. Una prueba de Ji cuadrada, 

sin embargo, demuestra diferencias significativas lp<0.051, entre 

los cultivos con RPMI solo y RPMI suplementado. Mientras que, 

entre estos óltimos, el ciclo no es distinto lp>0.05>, ya sea que 

se emplee suero o plasma. 

En presencia de 40 ngfml de M~lC, los linfocitos no son 

capaces de proliferar e11 la SSB suplementada con suero bovino. El 

resto de los cull1vo•~ ev1dc.•nt:ia un .-l!llciSO en su ciclo celular, 

si ende ahora ma;•o1· L.'n donde t1 l RPM l fue suplementado . Las 

frecuencias de MI, M2 y M3 

iniciados tanto con RPMl 

que se obtuvieron en los cultivos 

~)0 lo 1 como con 558 y PA, fueron muy 

similares <p>0.05> y diferentes de las 

observadas en los cultivos do l1nfocilos con RPMI suplementado. 

Indices mitóticos 

En la tabla 6 se presentan los indices mitoticos IIM> en los 

diferentes horarios para las distintas condiciones de cultivo, 

de cada individuo. En la figura 3, se promedian los IM de los 

cuatro donadores y se pueden ver las curvas de distribución de 

los valores obtenidos a 36, 48, 60 y 72 horas para los cultivos 

A, B, C y D. Los promedios muestran que A y C tienen valores 

similares a 36 horas, mientras que D tiene un IM muy elevado, 



Tabla 6. Indices Mit6ticos de los individuos en los cultivos tipo 
A, B, C y D. a 36, 48, 60 y 72 horas. 

Tipo de 
Cultivo 

Individuo 

A 

2 

3 

4 

B 

2 

3 

4 

e 
2 

3 

4 

D 

2 

3 

4 

*NC: no crecio 

36 

14.5 

o 
o 
3.0 

o 
o 
o 
o 

9,0 

3,0 

o 
o 

35.0 

2.5 
3.0 

15. 5 

Horas de cultivo 
48 60 72 

20.S 12.0 17.0 

14.S 14. 5 14.0 

NC* 17 .o 10.5 

8.0 IS.O 11.0 

14 ·º 11 .o 3.0 

2.0 7.5 4.0 

o 2.0 5.0 

2.0 2.0 s.o 

20.0 13.5 8.0 

18. 5 8.5 15.0 

10. 5 10.S 11.S 

:\C ·l. 5 NC 

19.5 7.5 7.5 

29.0 25.5 5.0 
3,5 24.0 6.5 

12.0 13.0 6.0 

A: 3 x 10 6 leucocitos en sangre total cultivada en Jm.II 1640 

B: 3 x 106 leucocitos en sangre total cultivada en SSB 

C: 3 x 106 leucocitos en sangre total cultivados en SSB y PA 

D: 3 x 10 6 leucocitos en SSB y PA 
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dado principalmente por los datos de uno de los individuos. A las 

48 horas, A, C y D evidencian valores similares, entre 12 y 16 

mitosis por 1000 células mononucleares. Los IM de los cultivos 

tipo A y D son similares también a 60 horas, y mayores que los 

del tipo e que comienzan a decaer lentamente, a las 72 horas, 

mientras que A mantiene su pi-omedi o, en los del tipo D se 

manifiesta un pronunciado dec1·emenlo. Los indices mi tó tices 

obtenidos en los cultivos del tipo 8, tienen una cui·va de 

distribución muy plana con valores entre O a 

elevados de 5.6 a las 60 huras. 

las 36 y no más 

Los promedios y las dt1 uviac1onc1s e~L\ntJar de los frecuencias 

basales de !CH por crumo•,oma, º'"" los 1ncJ1viduos 1 1 11 y l 11 en 

los cultivos tipo A, C y u piJctlvn obs<-~rvarse 1~11 la tabla 7. Los 

resultados entre parénLes1~ son los valores obtenidos después de 

la transformación loqaritmica. Unn pruebd de F tlemuestró que no 

existen diferencias e~t~dislicdme,ile slgnífir::ativas de las 

frecuencias de !CH entre lo'-' individuos ni entre los di fe1-entes 

tipos de cultivo <p>0.05>. 

En la tabla 8 se presentan las frecuencias de ICH por 

cromosoma inducidas por distintas concentraciones de MMC en 

cultivos de diversos individuos. Una prueba de F en los grupos 

testigos demuestra que no existen diferencias estadisticamente 



TABLA 7. Pro1edios y D.E. de las frecuencias basales de !CH en dife
rentes condicione; de cultivo 

Tipo de 
cut livo 

•log ll+lCHlcrcal 

0.155!0.065 
I0.062i0.02Slt 

C•,Jó3!0.07tl 
1o.065!1). 02ó )1 

Ll?l!C .(·::3 
10.oos:o.m11 

A: sangre total en ;F~: !,•: 

Individuo 

ó: sangre total en SSf 1 ;;;sa¡ autci. 
C: leuco~ito~ en ss:: ~ ~:ua¿ a1.;toi. 
F entre cultncs=\,01:r1~.o: i2,41'~.q; 

F en!re 1ndn·.=O.~B F;li,q~\ ::,~1=:.~:. 

0.181!0.0óS 0.149!0.074 
(o. 073!0. 0251 • I0,059,i0.027lt 

0.205!U9l 0.132!0.052 
IO.OB0!0.028lt f0,052!0.020lf 

¡,, lb\!tl.lW! O. 141±O.053 
{i),ObS:O.C1J3t• <0.051!0.020ll 



TAilA 8. fncuencin de ICH inducidu por ftftC en diftrenln condiciones de cullivo 

Ctnditionn 

-· cullivt 

RPlll 
l~O 

ssa 
PA 

ftftC 
Tntigoi; 20n9/1l 

o.1~110.066 o.smo.m 
o.010!0.0221 o. m10.om 

0.15110.079 
0.0112±0. 0271 

o.m.tO.lb5 
0.175!0.0~ll 

tlog tl•ICll/cm.l 
F tnlrt cullivopl.2<rt0.95Ht,2l•l8.5l 
F tnln hstigoPl4.3<ft0.95112,2l•l9.00 

ll!IC 
hstigos ISn9/1l 

0.177t0 .Ob3 0.32Sj0.099 
0.070.!0.022• 0.122!0.032• 

0.113!0.0bO 0.252!0.m 
o.mio.023• O.OVb!0.032• 

MC 
Testigos IOn9/1I 

o.1eo10.oao o.m.to.095 
o.071!0.030• 0.110±0.031• 

0.111!0.m G.24110.073 
0.057.t0.017• 0.093,t0.025• 
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significativas ni entre los individuos ni entre las condiciones 

en que se cultivaron los 1 i nfoc i tos Cµ>0.05>. Las diferencias 

entre testigos y expuestos fueron significativas en todos Jos 

casos <p<0.05) cuando .,-,e cornpararar-on a t1-avés de una p1-ueba de 

"t" Ja que sin embargo, mostro que no hay diferencias 

significativas Cp>0.05) entre los !CH provocados por Ja MMC en 

RPM! 1640 versus los inducidos en Jos linfocitos cultivados en 

solución de Hank suplementada con PA. 

Por Ja falta de una cantidarl adecuada de segundas divisiones 

11 i n v i t r~ o 11 
, no i;:1t:.1 pudieron compa1·1)r lao frecuencias de !CH 

inducidas poi- '•0 nqiml de• ~1MC i!n •.;uJución ,,,:dina y plasma 

autólogo VLlrsus linfocitos cultivados en 

medio RPMI. 

DISCUSION 

Cinética celular 

Los resultados obtenidos demuestran que Ja proliferación de 

Jos linfocitos humanos en SSB de Hank suplementada con plasma 

autólogo es similar a Ja observada en medio de cultivo RPMI 1640. 
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Este hecho es especialmente evidente si comparamos la 

cinética celular en los cultivos donde se utiliz6 sangre total en 

RPMI versus la obtenida con el paquete leucocitaria en 558 y PA 

(cultivo tipo DI a 48 y 60 horas. Las proporciones de M2 en estos 

cultivos son mayores que las encontradas por Wolff y col. <8> con 

RPMI y comparable5 con las halladas por Crossen y Margan y 

Mutchinick y col. (6, 211, quienes usando diferentes medios de 

cultivo descubrieron que a 48 l101·as de incubaci6n, 

mitad de la5 metafase 1.:, fueron scgund.Js clivisiones . 

ce1-ca de la 

Si bien, a ]ds 72 t1or·a~ ~e 110L~ U(ld mayor ca11tidad de Ml en 

los cultivos enr iquc•c 1dos con rt; <tipos C y Dl que en los 

iniciados c:on ílPMI, cst .. 1..::i p1·orHH~·.: lonus do pr imei-as divisiones, 

fueron meno.-c?S aún qu" lil'.i 1·eµo1·tdd•·•;, µ01· Giuliotto y col. <271 y 

5inha y col. 171 a 77 y 72 1101·,¡,, ur,¡;ndo medio mínimo esencial de 

Eagle y/o medio TC 199 respect1vamer1t~, s1e11do sus resultados 

comparables a los obte111dos en los culti\'os testigos con 66 liaras 

de incubaci6n en 558 supleme11tada con 58 <Tabla Sl. En ellos, la 

proporci6n de Ml fue de casi dos veces la observada en 558 

suplementada con PA para el mismo período de incubaci6n, lo que 

sugiere que el 58 no resulta tan adecuado como el plasma aut6logo 

para enriquecer la soluci6n salina de Hank. 

Las diferencias observadas entre los linfocitos cultivados 

en 568 y en 558 suplementada con PA, hace evidente que es el 

plasma aut6logo el que contiene los factores y nutrientes 
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necesarios para la proliferación adecuada de los linfocitos 

humanos "in vitro". Sin embargo, estas células pudieron dividirse 

por algunos ciclos en SSB sola (Tablas 2, 31, probablemente 

porque la sangre que las contenía aportó la cantidad minima 

necesaria de nutrientes. Este hecho puede representar una 

herramienta ~ti! para estudiar la expresión de sitios frágiles en 

los cromosomas, inducidos por privación de nutrientes en los 

medios de cultivo 1551. 

Estos t1allazgos sugieren que, medio sintético es 

de 4 a 5 veces más rico en vit.1mina,, y aminoácidos 121 que la 

soluciOn salina de Hrinl-: en1·lquL•c1dct con plrt.~.;ma humano <56), una 

cantidad comparable de mitosis y und cinética du proliferación 

celular si mil c1r p\.il'den oblt?nur st• en e._,t.as condiciones, que 

representan tJna situac16r1f1~1oluyil.d 111~5 nalur·al para estudios 

de genotoxicidad, ya que lo•; nut ,- lt-~nlr.•s y f ac to1·es no son 

aportados por una mezcla formulada artificialmente, sino por el 

tejido de cada individuo de donde 

para iniciar los cultivos. 

fL1eron extr~idas las células 

La similitud observada entre los cultivos testigos y los 

iniciados con 558 y PA, en cuanto a cinética, indice mitótico, 

índice de replicación y reproducibilidad, sugieren que la 

solución de Hank suplementada con plasma autólogo puede 

reemplazar exitosamente el medio sintético enriquecido o no con 

SFB en cultivos breves de linfocitos. Estas observaciones son 
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consistentes con hallazgos previos de Ling y Kay (4) y otros (5), 

que demuestran que la transformaci6n es mayor y el ciclo más 

rápido cuando el medio de culLivo está enriquecido con suero 

humano o con PA en vez de SFB, respectivamente. 

Según la tabla 5, en Jos cultivos testigos iniciados con 

RPMI suplementado con PA o con suero bovino, se nota un retraso 

en la prolife1·aci6n celular, compa1·ados con los iniciados con 

RPMI solo, similar a la desc-i-ita por \,Jolf y col. (8). Este 

retraso puede estar mediado por la actlvaci6n de un forma 

inhibidora de Ja proteina cinasa C, via receptores en la membrana 

a factores del suero (o pl.:ismal, según hallazgos reportados en 

lineas celulares de rat6n y de conrJo 1571. 

Por otro lado, cutlndo lo·.; 1 i nfoc i tos fueron ex pues tos a 40 

ng/ml de MMC, los cultivan quu tienen mayor retraso en su CC en 

presenr: i a del son 1 º"' iniciados con RPMl, 

especialmente los enriquecidos ron suero o plasma. Morlmoto 125>, 

observ6 que cuando las dos1~ del alqu1lante producen altas 

frecuencias de lCH, inducen concomitanLemente, retrasos 

porporcionales en el ciclo celular. Se puede afirmar entonces que 

los linfocitos cultivados en medio sintético presentaron una 

mayor sensibilidad al alquilante que los que proliferaron en SSS 

con plasma aut6logo. Es factible que, como la MMC adquiere sus 

propiedades alquílantes activada por reductasas 

intracelulares 1501, esta acci6n enzimática sea mayor en los 
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cultivos Iniciados con RPMI suplementado, y de esta manera la 

cantidad de MMC activada en ellos sería mayor 

así el retraso en su ciclo celular. 

<58), explicándose 

Este hallazgo de la proliferación diferencial de los 

linfocitos en presencia de concentraciones de MMC que inducen no 

solo ICH sino también, aberraciones cromosómicas <25) 1 puede 

correlacionarse con los requerimientos farmacológicos que hacen 

de la MMC un agente antineopláslco utilizado preferentemente en 

tumores cancerosos con alta actividad reductora <50l. 

La confirmación de 

posteriores, permitiria 

obse1~vi-1c ionPs con estudios 

tmµlumenta1 un sistema de prueba con 

actividades mP.tati6licas tl1fr-r .. nc1alL"> dC' una manera sencilla, 

simplemente variando la cantidad de plasma autólogo con la que se 

enriquecE• 

slntét ico. 

la SSB y/o reempla:ando a esta ~!tima por medio 

Se ha postulado que distintos tipos de medios y de sueros 

influyen en las frecuencias de !CH, debido a las diferencias que 

existen entre ellos en cuanto a niveles de ácido fólico y de 

timidina, por lo que para cada medio de cultivo, de acuerdo con 

esto, habrla que determinar la concentración óptima de BrdU a 

agregar, para no influir en la generaci6n de ICH 1261. Siguiendo 
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este razonamiento, se podría pensar, que como no se encontraron 

diferencias ni 

inducidas por 

entre las frecuencias basales ni entre las 

10, 15 o 20 ng/ml de MMC, que fueron las que se 

pudieron comparar, no existirian diferencias marcadas entre ellas 

en cuanto a estas sustancias, en las distintas condiciones de 

cultivo que se estudiaron, o sea : RPMI y 558 con PA. 

CONCLUSIONES 

-La soluci6n salina balanceada du Hank suplementada con 

plasma autólo>Jº• una mC?o:!:C la adecuada la 

proliferación de linfocito<;; tium<1nu~1 "1n vilroº. 

-Las frecuenciJ~ de ICH b...isales en estos condiciones de 

cultivo, al igual qu.., las induc1d.i~; por 10, 15 y 20 ng/ml de MMC, 

no varían con las obtenidao.; en Rf'Ml l6'1ó. 

-Constituye un ~l1stema de cullivo muy baralo que permite 

obtener una cantidad adecuada de metafases tanto para los 

estudios de citogenética clinica como para 

efectos genotóxicos. 

la investigación de 

-La alteración de la proliferación de los linfocitos por 

xenobióticos, está influenciada por las susbstancias presentes 

en el medio de cultivo. 
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