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*NTRODUCCION

Es un bhecho conocido, que si se logran las condiciones
adecuadas, la mayoria de lus diferentes tipos de células pueden
sobrevivir, multiplicarse Yy expresar SUS propiedades
caracteristicas en el laboratorio (1). Esto permite estudiar el
efecto que tiene en la fisilologia celular, el modificar
concentraciones de sustancias como hormonas, factores de

crecimiento u otros nutrientes,

Para mantener a las células "in vitro” se wtilizan diversos
medios de cultivo. La mayoria de ellos consisten en mezclas de
sustancias que han demostrado sor necesarias (Tabla 1), aunque el
conocimiento de su atcion €6 incompleta, por lo que muchos
mediogs sintéticos se han  producido eapiricamente (1, 2). Sin
embargo, los componentes esenciales para la sobrevivencia de las
células y tejidos estdn precisamente definidos. Se sabe que es
necesar io controlar la presion oosmadtica y el pH, proveer ademis,
una fuente de energia y ciertas sales inorgdnicas como Ca++,
Mg++, Na+ y K+. Las soluciones salinas balanceadas reunen estos
requisitos, por lo que son utilizadas en estos casos. Cuando el
cultivo es mas prolongado (dias, meses), otros factores son
indispensables, empleandose rutinariamente medios de cultivo
enriquecidos con suero fetal de bovino (5FB), de caballo o
humano, los que contienen estos nutrientes necesarios para una

proliferacidn mas prolongada (2). El material bioldgico aportado



TABIA 1

Composici6n de un medio tfpico para el cultivo de células de mamifero )

Aninoficidos Vitaminas Sales Miseléneos
Arginina Biotina NaCl Glucosa
Cistina Colina KC1 Penicilina
Glutamina Folato NaH2POu Estreptomicina
Histidina Nicotinamida CaCl, Rojo de Fenol
Isoleucina Pantotenato MpCl. Suero total
Leucina Piridoxal

Lisina Tiamina

Metionina Riboflavina

Fenilalanina

Treonina

Triptofano

Tirosina

Valina

La glucosa se usa a concentraciones de 5 a 10 mM. Los amino&cidos
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 pM. E1 suero, usualmente de caballo o de ternera se usa a 10 %

~ del volumen total. Penicilina y Estreptomicina son antibifticos -
agregados para inhibir el crecimiento bacteriano. El rojo fenol -
es un indicador de pH cuyo color se utiliza para reconocer un pH de
aproximadamente 7.4
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por ellos estd constituido principalmente por hormenas y factoves
de crecimiento. Cuando la intencidén es conocer los requerimientos
especificos que tienen células y tejidos para su crecimiento vy
diferenciacién se wusan medios libres de suero que contienen
cantidades perfectamente definidas de estas hormonas y factores,
lo cual facilita la identificacicen de su efecto y la busqueda de

nuevos componentes vitales (1),

Los linfocitos son las células que participan en forma
esencial en la respuesta inmune y estan representados basicamente
por dos tipos: los linfocitos B v los 7T. Los primeros son los
responsables de la inmunidad humoral, producen los anticuerpos a
través de un proceso de maduracion en el cual estdn invaolucrados
los linfocitos T, quienss won  ademds los eoncargados de la

inmunidad celular (3),

Los cultivos de linfocitos humanos y de otros mamiferos no
sélo tienen aplicacian para estudios inmunolégicos y
cariologicos, sino también como sistema de prueba para la
deteccion de mutdgenos y/o carcinegenos, ya sea en el laboratorio
o en poblaciones expuestas a ellos. Permiten asi mismo,
establecer frecuencias de mutacién al nivel del locus de la

enzima HGPRT (hipoxantina-guanina fosforribosil transferasa).

Los medios y los métodos de cultivo wusados 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 enriquecer o no con suero fetal (4). Se
ha demostrado, sin embargo, que el numero de células que se
dividen y el tiempo que transcurre entre una divisidn vy la
siguiente (ciclo celular), después de la estimulaciéon con
fitohemaqglutinina, dependen del tipo de medio y de suero o

plasma utilizadeos (5, &, 7, 8).

CICLO CELULAR

Se llama ciclo celular (CC) al intervalo de tiempo que
transcurre entre una divisién celular v la subsecuente, e incluye

los procesos de crecimiento, replicacison del ADN y citocinesis.

Estrictamente hablando, el inicio y el fin del ciclo radican
generalmente, al comienzo de Ja  interfase, gue es cuando se
decide detener la proliferacisen o continuar con la siguiente

division celular (9).

Los distintos eventos de este proceso se ordenan como se
muestra en la Fig. 1, siguiendo dos sucesos fdcilmente
identificables come la replicacién del ADN y la divisién celular
(10, 11), Esto permite, como inicialmente sugirieron Howard y
Pelec (12), dividir al ciclo en los intervalos 6!, 5, 62 y M, G1

transcurre entre la terminacién de la divisién celular vy el
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FIGURA 1:; Ciclo celular de lus linfocitos. Las células T en
GO, se activan por cualquiera de las serales (a) y pasan a
la fase G1 donde sintetizan IL-2 (b) que induce la sintesis
de ADN previa a la divisién celular (13).



4
comienzo de la duplicacidén del material genético o fase S. G2
corresponde al lapso que transcurre entre la terminacidn de la
replicacidn v el comienzo de la division celular (9. Por otro
lado, Lajtha demostrd que existian células due no se dividian
5ino que estaban en reposo. Este estado se conoce como fase GO, y
ahora su inclusidn como etapa del ciclo celular es discutida
(137,

lLLa mayoria de las lineas celulares en cultive tienen un
ciclo que varia entre 10 y 30 horas (10}, yva que es diferente de
un tipo celular a otro. De tal manera que, mientras la fase de
mitosis dura aproximadamente una hara, G2 entre 8 v 4 hs, § entre
7y 8 hs y GBl, que s la mds variable puede tener de 1| a 9 horas

de duracidn (9),

Fases del ciclo celular

GO: se considera como una etsepa de repose, en donde el contenido
de ARN es bajo, el cual se incrementa cuanda la célula se induce
a proliferar. Se ha demosirado gue los niveles de caldmodulina
(proteina reguladora de enzimas introecelulares sensibles al
calcio), s2 elevan cuando la cé¢lula entra en GO, mientras que
dichos niveles disminuyen cuando la célula es inducida a

proliferar y sale de dicha fase para entrar a 61 {(14),

Gi: las variaciones de tiempo ohservadas 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 cromatina, pereo en pequeras
cantidades (15), También en este momento los linfocitos T
activados aumentan sus antigenos de diferenciacion CD3, CD4, y
cpg, asi como los de la clase 1 del complejo mayar de
histocompatibilidad, aunque su relacien con Jlos procesos de
proliferacion vy su significado sean adn oscuros (16). Al final de
este periodo, nuevamente se elevan los niveles de caldmodulina,
considerdndose que esta proteina (y por lo tanto el calcio) es
importante en la regulacion de la sintesis de ADN (14,
Aparentemente, los eventos cruciales que controlan le regulacidn
del crecimiento celular ocurren en esta fase, cuya duracion puede

ir de {1 a 9 horas.

S: los sucesos sobresalientes son la sintesis de ADN e histonas,
gque duran aproximadamente de & a B horas. La replicacion del
material genetico s realiza simultdneamente en diferentes
cramosomas y en segmenios de un mismo cromosoma. Cada segmento o
unidad de replicacion se conoce como replicén. Este periodo puede
dividirse en tres subestadios, en el primero se duplica el 5%
del ADN vy el restante en los dos subsiquientes. Durante los dos
primeros se replican las bandas G negativas (claras), mientras
que las 0§ positivas foscuras), lo bhacen en el dltimo. La
sintesis de histonas, se sabe que esta acoplada a 1la del ADN

(17).



G2: el tiempo de duracién de G2 es de 8 a & horas, aqui la célula
se prepara para la mitosis, por lo cual se produce gran

condensacidn de la cramatina (1).

MITOSIS: tiene un tiempo de duracién de aproximadamente una hora
y corresponde a la division celular propiamente dicha. Consta de
varias etapas: profase, metafase, anafase, y telofase,
caracterizidndose cada una de ellas por los diversos evenlos gque

N

ocurren en las mismas (1).

Los linfocitos circulantes estan normalmente en reposo (G0)
y para hacerlos protiferar “in vitro”, se utilizan una serie de
mitdégenos, de los cuales el mds coman es la fitohemaglutinina

(PHA), una glucoproteina extraida de Phaseolus vulgaris. Se

considera que la PHA 1nduce ta produccidn en los linfocitos T
(humanos y de olras especies de maniforos) de una proleina, la
interleucina 2 (IL-2), en presencia de macrofagas, ¥y la expresion
de receptores de IL-2 en las células T correspondientes (4).
Estos procesos ocurren en 61, wmientras que el progreso hacia S
involucra el consumo de [L-2. La mayoria de la lineas de células
T de tiempo proloungado de cultivo, reguieren de I1-2 exogeno para
su continua proliferacisen. En resumen, la evidencia existente
(18), indica que la estimulacidn de las cé¢lulas T por antigenos o
lectinas puede ser dividida en dos estadios. E1 primero

manifestado por la expresion de receptores a IL-2 y la produccion
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de IL-2, que normalmente requiere de un antigeno especifico y
células accesorias y representa la transicidn del estado de
reposo a Gl. El sequndo involucra a IL-2 que permite a las
celulas progresar hacia 8. Lo que no estd claro es el papel del

antigeno en el segundo y subsecuentes ciclos de division.

Las células cultivadas "in vitro" disminuyen o detienen su
ciclo celular cuando son colocadas en concentraciones limitadas
de nutrientes, de factores de crecimiento o si se les anade un
inhibidor de la sintesis de proteinas (10). Eatas podrian ser en
parte las razones por las cuales, como se menciond anteriormente,
la duracion del ciclo celular de los linfocitos humanos depende
del medio de cultivoe wutilizado (&, 7)), de la presencia de 5FB,
aungque en este caso los resultados son contradictorios (3, &6, 8),

o de plasma autologo.

El pH intra y extracelular también afecta al ciclo. Cuando
el pH extracelular estd entre 7.2 vy 6.8, el crecimiento es
exponencial y ademds se induce la proliferacion de las células en
reposo. 5i el pH extracelular se mantiene entre 6.7 vy 6.4, la
tasa de crecimiento se reduce vy por 4dltimo con valores de pH
menores de 6.3, se inhibe casi por completo (19). Los linfocitos
que se encuentran proliferando tienen un pH mas alcalino que los

que estdn en reposo (19).

Estudios sobre la duracisdn del ciclo celular en un misma
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individun, a quien se le tomaron muestras consecutivas con
intervalos de algunas semanas, muestran diferencias en la
duracidn del mismo (20) . También hay variaciones

interindividuales en cuanto a la cing¢tica de proliferacién de los
linfocitos humanos "in vitre", ya que mientras algunos individuos
tienen hasta un S50% de células en segundas divisidn en cultivos
de 48 horas (&, 21, otros investigadores describen que en una

muestra de 100 donadores, el 63% de ellos wsolo tienen entre O vy

S% (22).
LLos agentes alquilantes, los plaguicidas y la mayoria de las
drogas citostaticas wutilizadas en los pacientes con cancer

aumentan el tiempo del ciclo celular (22, 23, 24, &%),

Aunque la duracien del ciclo celular no afecta la frecuencia

de intercambios de c<romatidas hermanas, dentro dge ciertos
limites (26), ¢ésta si{ wvaria al wutilizar distintos medios de
cultivo (26, 27), habiéndose dado como una posible explicacidn

las diferencias en la concentracion de timidina de dichos medios.

INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS

El intercambio de cromatidas hermanas (ICH) es un cambio
reciproco de secuencias de ADN en loci homdlogos entre cromdtidas
en el estadio de cuatro cadenas durante la replicacion del ADN

cromosemico. Este intercambio molecular puede ser facilmente
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visualizado al microscopio de campo claro en las metafases
después de una autorradiografia por la incorporacién de timidina
tritiada (28), o por la técnica de tincien diferencial que se
basa en la utilizacidn de un andlogo de base de la timidina, la
S-Bromodesoxiuridina (BrdlU) o 3-Clovodesoxiuridina en las células
(29, 30). Este parece ser un fensdmenoc natural gque ocurre solo
durante la replicacidén de ADN, ya que una célula somdtica normal
se observa cierto nivel basal de ICH y estos no pueden observarse
en células que no han sufrido replicacién de ADN en presencia de
los marcadores (24).

Actualmente se enmplea una técnica descrita hace 16 afos por
Latt (89) y posteriormente modificada por Perry y Wolff (30),
conocida como ¢l método de fluorescencia mads Giemsa (FPG). Esta
se basa en la incorporacion de un andlogo de base del ADN, la 5-
Bromodesoxiuridina , por dos ciclos consecutivos de replicacion.
Al final del segundo ciclo de replicacién del ADN, en las
metafases de segunda divisidon, wuna cromdatida de cada cromosoma
metafdsico estd unifilarmente sustituido con BrdU mientras que su
hermana esta bifilarmente substituida., La substitucison
diferencial de las cromdtidas con BrdU produce cromatidas
facilmente diferenciables gracias a la tincien apropiada. La
técnica de FPG provoca cromdtidas claras y oscuras (Fig. 2), para
las cromatidas bi y unifilarmente sustituidas respectivamente y
cualquier intercambio entre estas cromdtidas pueden ser
detectadas con claridad y alta resolucion en el microscopio de

luz.
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FIGURA 2. Aspecto al microscopio de iuz de una metafase que ha
compietado un ciclo en presencia de BrdU (A}, dos cicios (B) y
tres o més cicios (C).
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Se ha postulado que este fenémeno de tincion diferencial
puede deberse a la fotélisis que sufre el ADN en la cromatida
bisustituida , seguida de la extraccién de ADN degradado (31,
32)., Esta fotolisis ocurre cuando las preparaciones se exponen a
la luz U.V. o con longitudes de onda cercanas a ella, después de
la tincion con fluorocromos como el Hoescht 33258 o la naranja de
acridina, los cuales sensibilizan al ADN que ha incorporado Brdu

e incrementando la fotdlisis.

Desde su desarrolle, esta técnica se ha convertido en parte
del grupo de pruebas para la deteccién de mutdgenos vy/o
carcinsgenos quimicos (26}, con la ventaja que permite al mismo
tigmpo, observar la cinética de prolaferacien celular, mediante
la cuantificacion de la frecuenciras de primeras, segundas y

terceras divisiones “in vitro®, a diferentes tiempos de cultivo.

Los mecanismos moleculares wmplicados en la induccieon de ICH
no han sido aclarados (26), sin  embargo Lienen que involucrar
rompimiento de la hebra de ADN y reunion. Se ha sugerido que
formando ICH las células puedan superar el da”ro no reparado
durante las replicaciones de ADN. Esto parece logico, ya gque hay
un doble rompimiento y reunion reversible y concertade del ADN
que ocurre espontaneamente durante la replicacion del material
geneético. Por 1lo tanto se espeara que un incremento en

rompimientos de la cadena durante 1la fase § produzca un
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incremento de ICH (26). También se piensa que pueden deberse a
recombinacian somatica o a procesos de amplificacidn o

diversificacién de genes (33, 34).

Existen diferentes modelos que intentan explicar los
mecanismos moleculares que dan origen a los ICH. Painter, en 1980
(35), propone que 1 ADN al estar darado retarda su duplicacion
por lo que los duplicones terminan la sintesis a diferentes
tiempos en el replicén, lo que produce una ruptura en la
continuidad de la hebra parental. Esto fgvoreceria la posibilidad
de una asociacién aleatoria entre hebras parentales e hijas, lo
que produciria un intercambio  de doble cadena. Como este modelo
se basa en que el retardo en la duplicacion es producido por el
darnoc que se evidencia posteriormente en ICH, se le critica el
hecho que se pueda realmente discernir si son los ICH los que

inducen el retraso en la divigsion celular o viceversa (3&6).

Morales en 1990 (3&), propone un modelo que se basa en los
modelos propuestos por Commings, Kato, Shafer e Ishii y Bender, vy
en datos obtenidos en su laboratorio. Este consiste en considerar
que durante la duplicacien del ADM, como consecuencia de una
lesién que no permite la sintesis de la hebra hija, se induce la
recombinacion de la hebra opuesta al daro con la cadena de la
misma polaridad. Este intercambio de cadena unica, cruza la zona
en donde estd la lesidgn y permite que la brecha frente a la

lesion pueda ser subgsanada wutilizando la complementaridad de la
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hebra recientemente sintetizada.

En cultivos de linfocitos de individuos no expuestos a
mutégenos el numero bassal de ICH por célula varia de 0 a 16, a
s@a una frecuencia de 0 a 0,348 por cromosaoma (27). bLos ICH se
observan tanto en cultivos "in vitre” como en estudios realizadas
"in vivo" , en sstos Gltimos la frecuencia es siempre menar (37,
38, 39. Esto parece estar dado por variaciones en las
concentraciones de BrdU usadas, ya que esta substancia induce ICH

(40, 419,

Dado que el ICH es un fendmeno dependiente de la replicacion
del ADN, existen factores celulares camo las niveles de
nucledtidos, biarritmos, enzimos de repacacion y replicacidn gue

pueden jugar un papel impor tante en su farmacion (26),

A pesar de sericg intentos para  minitmizar lo  influencia de
una serie de factores potenciales, exitsten todavia variaciones en
los resultados entre laboratoriou 1% a veces dentro de
laboratorics (86). Los medios de cultivo comerciales que se usan
comanmente pueden producir ditervncias significativas en la
cinédtica de proliferacisn celular y en la frecuencia de [CH
espontdneos en linfocitos humanes (b6, 40, 41, 42). B8harma y Das
(40), han reportado que distintos medios de cultivo requieren
diversas cantidades de BrdU para proveocar la tincien diferencial

de los cromosomas, posiblemente par 1la heterogeneidad en los
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contenidos de timidina y 4cido folica. Lamberti vy col. (41)
encuentran uwna gran variacion en la frecuencia basal de ICH
cuando las células son crecidas en tres formas diferentes del

mismo medio TC 199: TC 109, TC 199 y TC &40.

El suero, componente esencial del cultivo celular, afecta la
frecuencia de I1ICH, dependiendo del tipo y de la concentracidn
usada (43, 44, 43, 4b&, 47). En numerosos laboratorios se ha
observado una variacien significativa del ICH si se usan
alternativamente, suero autélogu, humano AB o SFB. Generalmente
el suero autoalogo da una menor frecuencia de ICH que el SFB. En
cuanto a los efectos producidos por la concentracién de suero
usada, los resultedos gon contradictorvivs. Gosh y  Nand (45),
encuentran que la frecuencia de ICH incrementa en funcion de la
cantidad de suero agregado ol medio de cultive, mientras que Mc
Fee y Sherrill (46) asi como también Das y Sharma (47) no hallan
esta relacion. Par otro lado, un estudio reciente de Wiencke (48)
muestra que factores del suero  pueden bhasta modificar la
sensibilidad a mutdgenos cuando we  inducen ICH en linfocitos

humanos.

MITOMICINA C

La mitomicina C (MMC) es un antibidtice aislado de

Streptomyces_ _caepitosus. Es un poderoso agente alquilante,

propiedad que adquiere cuando es activado poar reductasas
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intracelulares (4%9). Su mecanismo de accidn consiste en formar
enlaces cruzados de ADN actuando en la guanina y citocina, esta
accidn se presenta de manera mas importante durante la fase S vy
G2 del ciclo celular, a pesar que se le considera un agente no
especifico. También, a dosis altas, inhibe la sintesis de RNA y

de proteinas (50).

La MMC, en distintos sistemas de prueba, ha resultado ser

mutagénico e induciv un marcadoe incremento de ICH en células

tratadas, tanto "in vitro" como "in vivo", a concentraciones que
inducen muy pocas aberraciones cromosémicas estructurales (51).
Cuanda los tratamientos producen una alte frecuencia de

intercambios, también causan retraso en el cicle celular (29%)
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PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO

El cultive de linfocitos tiemne gran relevancia como sistema
de prueba para el estudio del dafo genético inducido tanto "in
vive" como “"in vitro" por diversos agentes mutagénicos y/o
carcinogénicos. Es importante, que los (atos 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 cinetica de proliferacion, la frecuencia basal de
ICH vy la inducida por un agente alguilante como la mitomicina C,
en linfocitos humano« tultivados en condiciones lo  mas
fisiologicas posibles como o4 el cawo de una solucidn salina
balanceada enriquecida con plausma autsélogo, yva que los nutrientes
esenciales son provistos por el plasma  del mismo individuo y no
por un medio de cultive o por SFE, mientras que la solucidn
salina isoténica aparta 1ones como ke, Nar, Cat+r y Mg++, glucosa

como fuente de energia y un sistema amortiguador de pH.

Debido a esta situacidn experimental, la hipdtesis de
trabajo es, que las condiciones de cultivo propuestas, afecten la
cinética de proliferacion y la frecuencia de ICH, principalmente
cuando esta se hace en presencia de un agente genotdxico como 1la

MMC .
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MATERIAL Y METODOS

Preparacién de las Soluciones

fLa solucion salina balanceada de Hank (858) se prepara de
acuerdo a Jo especificade por Paul (8), con reactivos de J.7.
Baker, a excepcién del rojo fenol gue fue de Harleco y el cloruro
de magnesioc que fue de E. Merck, todos ellos can pureza de grado

analitico.

Las soluciones s esterilizaron evn  autoclave a 20 lbs de
presion durante 20 mindgtes, despuds se dejaron enfriar, se repuso
el agua ewvaporada durante el proceso de esterilizacisn, se

agregaron antibidticos y s¢ almacenaron a 42 € hasta su uso.

El amor tiguador o tosfatos wutilizado en la tincién
diferencial de cromatidas hermanas se hiza con fosfato
monopotdsico 9.08 g/1 (1715 ™M) y 11.88g/1 de fosfato disedice

(1713 My,
El colorante empleado en la tincidn diferencial fue el azul
de metileno Giemsa de Merck, a una concentracidn 1:10 en el

amor tiguador de fosfatos antes mencionado.

La solucion hipotdénica usada en la cosecha de los linfocitos
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fue hecha con KC1 a una concentracien 0.073 M (5.39 g/1).

El medio de cultive elegido coma testigo fue el RPMI 1640
con L-Glutamina y bicarbonato de sodio de laboratorios GIBCO en

sy presentacion de frascos de 100 ml.

La colchicina se prepard disolviendeg 20 pastillas de | mg
c/u de Cochi-Quim (Lab. Quimica y Farmacia 85.A. de C. V.) en 100
ml de agua bidestilada y filtrando en Millipore (0.2 Um} para su

esterilizacion.

t.a solucién de BrdU (SIGMA) se elabard disolviendo 4 mg en
40 ml de agua bidestilada y esterilizando por filtracidn en

Millipore, de igual mamera quue la colchicina.

La solucieon de MHoescht~332851 para la tincién diferencial de
craomdtidas hermanas o realtge disolviendo | mg del fluorocromo

en 10 ml de agua bidestilada.
El plasma autslogo utilizado en los cultivos se obtuvo de la

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

durante 10 minutows,

Cultivos de linfocitos



18

Se extrajeron &0 ml de sangre periférica en jeringas
heparinizadas, a cuatro individuos sanos, daos hombres y dos
mujeres. La mitad de la sangre se dejsé sedimentar para extraev el
paguete de leucocitos y posteriormente plasma de la manera antes

mencionada.

Se disefaron cuatro tipos diferentes de cultivos, todos con
un volumen final de 3 ml, con 3 x 10 leucocitos por frasco, 0.2
ml de PHA y 350 ug/ml de Hrdd , de Ja siguiente manera: lLos
cultivos tipo A con medio de cultivo RPMI 1640, los tipo B con
solucion salina balenceada de Hank y los tipo Cy D con solucidn
de Hank suplementada con 1| ml de de plasma autdlogo. De acuerdo

al namero de globulos blances contada en cdmara de Neubauer, la

cantidad de ocangre total agregada a los tres primeros tipos de
cultivos (A, B y ) wvaria entre 0,85 y 0.5 ml, cantidades
similares se wutilizaron del pagquete de leucocitoas para los

cultivos del tipo D.

Se adicine colchicina, 5 x 10-3 mg/ml, a cada frasco de
cultivo, noventa minutos antes de cosechar a 36, 48, &0 y 72
horas. Al momento de la cosecha, los cultivos se centrifugaron en
tubos cénicos a 1000 rpm durante 3 min., se extrajo el
sobrenadante y se incubaron con solucien hipotdénica durante 20
min, a 372 C . Esta se desechd luego de una nueva centrifugacion,
y las células del paquete se fijaron en 5 ml con metanol-dcido

acetico glacial ( 3:1) durante 10 min. La suspension celular asi{
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fijada se centrifugé a 1000 rpm durante 5' y se quité el
sobrenadante y el paquete celular se lavé con fijador dos veces
mas y se resuspendio en 0.5 ml de fijador y se procedié a
gotearlo sobre laminillas. En cada una se depositaron S gotas y
se dejaron secar al aire, se codificaron para un andlisis ciega vy
se trataron para obtener la tincidn diferencial de cromatidas
hermanas descrita por Perry y Wolff (30). Esta consistid
brevemente, en teldir a las laminillas durante 20 wmin. con una
solucioén del fluorocromo Hoeschst 33258, enjuagarlas con agua
destilada v exponerias a una lampara de luz negra montadss en
solucidn tampen de fosfatos, pH 6.8, durante 1.30 -2 horas.
Despues de este lapso, sev velvieron a enjuagar con agua destilada
y se tifderon con Giemsa:solucion tampén de fosfatos ( 1:10)

durante .50 minutos y se secaron al aire.

Después de haber observade que los cultivos del tipo C
tenian una cindgtica de proliferacién similar a los del tipe D
entre las &0 y 72 horas y siendo su implementacion mds sencilla,
se decidio que para estudiar la induccion de ICH por MMC, se
hicieran cultivos de! tipo A y C de diferentes donadores, cada
uno con diversas concentraciones de MMC: 10, 15, 20 y 40 ng/ml.
El alquilante al igual que la BrdU se adicionaron a las 24 haoras
de iniciados los cultivos. Estos se cosecharon a las 66 horas,

procesandolos de igual manera que en los cultivos anteriores.

Hallazgos previos (4B), sugirieron que 1los linfocitos



20
expuestos a 40 ng/ml se cultivaran, asimismo, en SSB enrigquecida
con  suero bovino, y en RPMI  con plasha autdlogo y con suero

boving respectivamente.

Anadlisis al microscopio

Indice mitéticos y Cinética de proliferacién

Como los cultives se hicieron por duplicado, para el
registro de los indices mitdticos (IM) , se tomé el promedio de
ambos frascos contando el nimero de metafases presentes en el
andlisis de mil nicleos consecutivos en  las leminillas de cada
frasco. El mismo procedimiento se siguid paré el analisis de la
cindtica celular, contdndose 100 woetafases consecutivas de cada
frasco de cultivo para cada tiempo de cultive y el promedio de
las proporciones de las metafases de primera (M1), segunda (M2),

tercera o subsecuente (M3), divisaiones "in vitro® fue el qgue se

uso para cada individuo.

Intercambios de cromatidas hermanas

En los cultivos tipo A, C y D se determind la frecuencia

basal de ICH analizando 30 metafases de segunda division "in
vitro" con mas de 43 cromosomas (52), obteniéndose en cada una de
ellas la frecuencia de ICH/cromosoma. (En los cultives tipo B no

hubo suficientes M2 para el andlisis). Como la distribucion de
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los ICH no es narmal, para poder efectuar el andlisis
estadistico, ge realizé 1la transformacion logaritmice de los
resultados para ajustarlos a wuna distribucién normal, de la
siguiente manera: se le sumé 1 a la frecuencia de 1CH/cromosoma y
se@ obtuvo el valor de su logaritmo decimal: log ({1 +
ICH/cromosoma) (53). Para establecer la frecuencia de ICH
inducida por MMC, en las diferentes condiciones de cultivo, se

procedie de la miasma manera.

Se utilize Ja prueba de Ji cuadrada para comparar la
distribucidén de frecuencias de M1, M2 y M3 en los distintos tipos
de cultivo, vy se decididé normatizar las frecuencias de ICH para
aplicar una prueba de F, lo que permite analizar al mismo tiempo,
la contribucidn, en los rvesultados obtenidos, de las diversas
condiciones de cultives y del hecho que los linfocitos analizados

provienen de diferentes donador es.

RESULTADROS

En la tabla 2 se muestran las pyvoporciones de M1, M2 y M3 de
cada individuo, para las diversas horas de cultivo. Los promedios
y las desviaciones estandar 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 a 36, 48, 60 y 72 horas de cultivo.

Tipo de Donador 36 Hs 48 Hs 60 Hs 72 Hs
cultivo 1 2 1 2 3 1 2 3 1 2 3
A 1 29 1 0 45 55 0 45 36 19 7 226 67
2 100 0 0 52 46 2 33 63 4 46 31 23
' 3 100 0 0 NC* 39 43 18 43 36 18
4 100 0 0 87 13 0 69 3 0 39 497 14
B 1 100 0 [ 100 0 0 42 3 22 75 25 0
2 100 0 0 98 2 0 7 23 0 80 17 3
3 100 0 0 NC 53 47 0 43 53 4
4 100 0 0 100 0 [} 100° 0 0 98 2 0
c 1 100 0 0 80 20 0 .38 29 33 50 36 4
2 99 1 0 % A 1 51 44 4 16 33 51
3 100 [ 0 100 [ 4 36 S6 8 42 42 16
4 100 0 0 929 H 0 94 6 0 76 4 1
D 1 99 1 0 40 50 4 30 52 18 67 18 15
2 100 4 0 L H 2 49 39 12 19 40 41
3 100 0 [ 83 1 0 65 35 0 43 4 16
4 100 0 4 o M [} 40 57 3 38 4 18

* NC: Mo crecio



Tabla 3. Promedios y D.E. de las frecuencias de M1, M2 y M3 en las diferentes condiciones
de cultivo a 36, 48, 60 y 72 horas.

Tipo de foras de cultivo
cultivo 3600 'y 6ot 72( M)
A Ml 949,7+0,5 61,5¢22.8 46,5¢15.8 34,0418,2
M2 0,250.5 38,1922.5 43,5¢14.3 34,9 9.0
M3 0.070.0 0.57 0.8 10,07 9.6 3117243
B M 100.040,0 99,3+ 1,1 08,)425.8 73.8+22.8
M2 0.070.0 0,7V 1,1 26,5%20.4 24,4%21.3
M3 0.0:0.0 0.0+ 0.0 5.4210.7 ].92 1.9
C Ml 54,8+26.9 46,1424.7
M2 34.1921.8 33,6+ 7.7
M3 1.0714.7 20.2721.6
D M 46,2:14.9 42.4414.9
" 15,6910,6 15,2%12.2
M3 8,17 8.0 22.4912.8

At 3 x 10° Joucucitasn e sangre total cultivados en REMI 1640

B: 3 x 10° loucociton en wangre total cultivadon e 550

C: 3 % 10* leucotitos en sangre total cultivados en 85D ¢ planms autbloga
D: 3 x 10" loucocitos cultivadon en SH0 y plasma autbloga

{1}: to hubo difarencias ettre A, B, Uy D (p * 0,09

(2): Ay D difieren de € (p < 0.0%), Ay D no differen entre al (p > 0.05)

{3})+ Ay Cadifigren de A s « 0.0%, Ay C no difieren entre sf (p > 0.0%)
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Los promedios de las proporciones de M, M2 y M3, no
manifiestan diferencias entre los diversos tipos de cultivo ni
entre los individuos a 36 horas de incubacidén, ya gue todas las
metafases registradas son de primera divisidn. A las 48 horas, se
cbserva lo mismo para los cultives tipo B, pero en los C ya
existe un valor de 11.1% de M2, mientras gue en los cultivaos tipo
Ay D se encuentran mds de tres veces esta cantidad de M2 v una
pequeia proporcion de M3, Una prueba de Ji cuadrada revela que no
existen diferencias estadisticas entre la distribucidn de
frecuencias de ML, M2 vy M3 entre A y D con una p> 0.05, mientras
que ambos son distintos de £ (p<0.05), A las 60 horas, una cierta
cantidad de M2 se halla on Jos cultivos de tipo B. Los cultivos A
y D muestran patrones de cinetica celular muy similares
(p>0.05), que son estadisticomente diferentes de los de C

(p<0.03) dado que este Gltimo presents una mayor proporcién de Ml

y una menor cantidad de M2, A las 7 haras, ese encontran namevos
muy similares de Ml, M& y M3 (pr0,0% en los cultives C vy D, las
que ahora difieren estadisticamente de las de A (p<0.0%), debido

que en  este dltimo se observe wunag menor cantidad de MI y una
mayor de M3. Los valores oblenidos en los cultives del tipo B
difieren estadisticamente con los demdas o partir de las 48 horas
debido a que las células mostraron una cinética mucho mas lenta
en estas condiciones. 5S¢ puede observar tambien en la tabla 3 la
variacion interindividual en la cindtica de proliferacidn, en

todas las condiciones de cultivo, después de las 34 horas.



a3

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 duracién del
ciclo celular del linfocito en estas condiciones de cultivo, de
aproximadamente 24 horas, mientras que para los tipos Ay D es
menor, alrededeor de 12 horas, y un poco mds de 12 horas para los

cultivos del tipe C.

Los resultados del cdlcule del indice de replicacidn (IR)
sugeridos por Ivett y Tice (54), que se muestran en la tabla 4,
confirman lo mencionado por estos autores. los cultivos que
evidencian los valores mds altos en sus IR tienen el ciclo mas

corto, como los tipo N, T y D,

Ciclo celular en presencia de MMC

En la tabla S se presentan los promedios y las desviaciones
estdndard de las pruporciones de i, M2 y M3 obtenidas en los
cultivos de linfocitos de dos donadores, despues de &6 horas de
incubacién, cuando se estudié la induccisén de ICH por 40 ng/ml de
MMC. En ausencia del alquilante, los cultivos iniciados con SSB y
suero bovino, muestran la proliferacién mds lenta, seguidos luego
de los linfocitos cultivados en SSB suplementada con plasma
autdologo, en éstos Jlitimos, la frecuencia promedio de M1, M2 y M3

es similar a la obtenida en el estudio de cinética inicial (ver



Tabla 4. Indices de replicacibn obtenidos despubs de 36, 48, 60 y 72 horas en los cultivos
tipos A, B, Cy D,

Horas de Cultive

Tipo de

cultive 36 48 60 72
A 1.00 1.39 1.63 1.92
B 1.00 1,00 1,37 1,28
C 1.00 (2] 1.66 1.74
b 1.00 1.4 1,62 1.78

3 x 10* leucocitos en sangre total cultivados en RIMI 1640
3 x 0% ewcocitos en sangre total vultivadus en SSH

3 x 10* Jewocitos en sangre total coltivados en SSHy PA
3 x 10 lewcovitos en 558 y PA

:ﬁ!:-‘>.



TABLA 5. Proaedios y D.E. de las frecuencsas de NI, 2 y W3 en diferentes condiziones de cultive

cowprCcloONES DECULTIVD

5 Hank 55 Hant wonl RPN Remt
¢fS.8. t/P.A, [ A c/Pd
- e o gt .t ot -’ omnc® -t "
n 0.54.% - 00,8 15,5008 4nsel 2.00.% 885477 2.50.7  13.019.8
4 18,010 . FXTRS .00 305020 WS LS B50.T 20198
3 1509 - IR IR 30.8:3.3 13 815007 0 15.000 [}

MC; 40 Jh/el

teling difieren ntadisticanente 920,43

tolyloy ®

telime ‘ *
tebplat: . "

pi0.83

$Ea
oy
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tabla 3, cultivos tipo £). En cambio, los cultivos testigos
iniciados con RPMI solo y enriquecido con plasma o SB, revelan la
cindtica de proliferacion mds rdpida. Una prueba de Ji cuadrada,
sin embargo, demuestra diferencias significativas (p<0.03), entre
los cultivos con RPMI solo y RPMI suplementado. Mientras que,
entre estos Altimos, el ciclo no es distinto (p>0.095), ya sea que

se emplee suero o plasma.

En presencia de 40 ng/ml  de MMC, tos linfocitos mo son
capaces de proliferar en la $58 suplementada con suero bovino. El

resto de los cultivos evidencia un retraso en su ciclo celular,

siendo ahora mayor on donde ¢l RPMI fue suplementado . Las
frecuencias de Hi, t2 M3 gue  se obtuvieron en los cultivos
iniciados tanto con RPMI solo, como con SSB y PA, fTueron muy
similares (p>0.0%) Yy eatadisticamente diferentes de las

observadas en los cultivos de linfocitos con RPMI suplementado.

Indices mitdticos

En la tabla 6 se presentan los indices mitoticos (IM) 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 distribucién de
los valores obtenidos a 36, 48, 60 y 72 horas para los cultivos
A, B, €y D. Los promedios muestran que A y C tienen valores

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



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

Tipo de Individuo Horas de cultivo
Cultivo 36 48 60 72
A 1 14.5 20.5 12,0 17.0
2 0 14.5 14.5 14.0
3 NC* 17.0 10.5
4 3.0 8.0 18.0 11.0
B 1 0 14.0 .o 3.0
2 1] 2 7.5 4.0
3 0 0 2.0 5.0
4 0 2.0 2.0 5.0
C 1 9.0 20,0 13.5 8.0
2 3.0 18.5 8.5 15.0
3 0 10.5 10.5 11.5
4 0 NC 4.5 NC
D 1 35.0 19.5 7.5 7.5
2 2.5 29.0 25.5 5.0
3 3.0 3.5 24.0 6.5
4 15.5 12.0 13.0 6.0

*NC: no crecio

3 x 10% leucocitos en sangre total cultivada en RPMI 1640
3 x 10° leucocitos en sangre total cultivada en SSB

3 x 10° leucocitos en sangre total cultivados en SSB y PA
3 x 10° leucocitos en SSB y PA

gow=x
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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 v 16
mitosis por 1000 ceélulas mononucleares. Los IM de los cultives

tipo A y D son similares también a 40 horas, y mayores que los

del tipo C que comienzan a decaer lentamente, a las 72 horas,
mientras que A mantiene su promedio, en los del tipa D se
manifiesta un pronunciado decrementa. Los indices mitdticos
obtenidos en los cultivos del tipo B, tienen una curva de

distribucidn muy plana con valores entre 0 a las 36 y no mas

elevados de 5.6 a las &0 horas.

Intercambios de _cramatidas hermanas

Los promedios y las desviaciones estdndar de las frecuencias
basales de ICH por cromosoma, para los individuaos 1, Il y 111 en
los cultivos tipo A, C y U pueden observarse en la tsbla 7. Los
resul tados entre paréntesis son los valores obtenidos después de
la transformacien logaritmica. Una pruebe de F demuestrd que no
existen diferencias estadisticamente significativas de las
frecuencias de ICH entre los individuos ni entre los diferentes

tipos de cultivo (p>0.05).

En la tabla B se presentan las frecuencias de ICH por
cromosoma inducidas por distintas concentraciones de MMC en
cultives de diversos individuos. Una prueba de F en los grupos

testigos demuestra que no existen diferencias estadisticamente



TABLA 7. Promedios y D.E, de las frecuencias basales de ICH en dife-
rentes condiciones de cultivo

Tipo de individuo
cultive
1 2 3
A 0.15540.045 0.184£0,068 0.14920.074
10,06240,0251¢ 10,073£0,0251¢ 10,059.40,0271%
¢ (:18340.070 0.205:0.081 0,13220,052
10,00520.02414 10.0B0s0. 0280 (0,052+0,0201¢
] 018420, 091 0.14740.053
1908500, 6320 10.053:0.02004

tlog (1+ICk/crom)

i sangre total en AP 1347

bi sangre total en 35F y ;lisaa autei.
£: Leuzotitos en 38F v plasse autol,
Foentre cultives=3,94:819,9%.12 412494
foendre ndiv.20,08 Fie, 95 2 vk, 54



TABLA 8. Frecuencias de ICH inducidas por NAC en diferendes condiciones de cultivo

Condiciones L) AL MAC

de cultive Testigos ‘20ng/sl Testigos ing/a) Testigos 10ng/sl
RP#} 0.14710,086  0.51840.159 0,17740.063  0,32840.099 0.180£0,080  0.29320.095
1640 0.070+0.0288  0.1B420,0370 0.07020,022¢  0,32d40.032¢ 0,07140,0308  0.11030.031¢
SS8 0.15120,079  0.48720.185 0.14340,000  0,252+0.094 0,16140,064  0.241+0,073
PA 0.06240,0270  0.175:0.001¢ 0,05620,023¢  0.09600.032¢ 0.05720,017¢  0.09310,025¢

tlog {1+1CH/crom.)
F entre cultivoss1.2¢F10,95)41,2)+18,51
F entre testigos=14.3¢F10.95112,2)9)9.00



26
significativas ni entre los individuos ni entre las condiciores
en que se cultivaron los linfocitos (p>0.03). lLas diferencias
entre testigos vy expuestos fueron significativas en todos los
casos (p<0.05) cuando se comparararon a través de una prueba de
"t" , la que sin embargo, mostro que no hay diferencias
significativas (p>0.03) entre los ICH provocados por la MMC en
RPMI 1640 versus los inducidos en los linfocitos cultivados en

solucidn de Hank suplementada con PA.

Por 1a falta de una cantidad adecuada de segundas divisiones

"in wvitro", no se pudieron comparar las frecuencias de ICH
inducidas por 40 ngs/ml de MMC on solucien salina y plasma
autslogo versus las producidas  en jos linfocitos cultivados en

medio RPMI.

DISCUSION

Cindtica celular

lLos resultados obtenidos demuestran que la proliferacion de
los linfocitos humanos en SSB de Hank suplementada con plasma

autdlngo es similar a la observada en medio de cultive RPMI 1&40.
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Este thecho es especialmente evidente si comparamos 1la
cinética celular en los cultivos donde se utilizé sangre total en
RPMI versus la obtenida con el paquete leucocitario en SSB y PA

(cultivo tipo DY a 48 y 40 horas. Las proporciones de M2 en estos

cultivos son mayores que las encontradas por Wolff y col. (B8) can
RPMI y comparables con las halladas por Crossen y Morgan vy
Mutchinick y col., (6, 21), gquienes usando diferentes medios de

cultivo descubriercn que a 48 horas de incubacion, cerce de la

mitad de las metafases fueron sequndas divisiones .

Si bien, a las 72 horas se nold una mayor cantidad de M1 en

los cultivas enriquecidos con A (tipos € y D) que en los
iniciados c¢on RPMI, estaa proporriones de primeras divisiones,
fueron menores aan que las reportades por Gidliotto y col. (87) y

Sinha y col. (7) a 77 y 72 horas usando medio minimo esencial de
Eagle y/0 medio TC 199 reapectivaments2, siendo sus resultados
comparabiles a Jos obtenidos en los cultivos testigos con 66 horas
de incubacidén en 5SB suplementada con SB (Tabla 5). En ellos, la
proporcion de Ml fue de casi dos veces la observada en S58B
suplementada con PA para el mismo periocdo de incubacion, lo que
sugiere que el 5B rno resulta tan adecuado como el plasma autologo

para enriquecer la solucion salina de Hank.

Las diferencias observadas entre !os linfocitos cultivados
en 8B y en 55B suplementada con PA, hace evidente que es el

plasma autelogo el que contiene los factores y nutrientes
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necesarios para la proliferacién adecuada de los linfocitos
humanos "in vitro". Sin embargo, estas células pudieron dividirse
por algunos ciclos en SSB sola (Tablas 2, 3), probablemente
porgue la sangre que las contenia aporte la cantidad minima
necesaria de nutrientes. Este hecho puede representar una
herramienta 4til para estudiar la expresion de sitios fragiles en
los cromosomas, inducidos por privacion de nutrientes en los

medios de cultivo (535),

Estos hallazgos sugieren que, osungue ¢l medio sintético es
de 4 a 5 veces mds rico en vitaminas y aminoadcidos (2) gue la
solucion salina de Hank emrigquecida con plasma humano  (S54), una

cantidad comparable de mitosis v una cinética de proliferaciaon

celular similar pueden ogbtenerse en estas condiciones, gue
representan una situacion fisiologica mads natural para estudios
de genotoxicidad, ya  qgue los nutrientes y  factores no son

aportados por wuna mezcla formulada artificialmente, sino por el
tejido de cada individuo de donde fueron extraidas las células

para iniciar los cultivos.

La similitud observada entre los cultivos testigos y los
iniciados con G8B y PA, en cuanto a cinética, indice mitotico,
indice de replicacién y reproducibilidad, sugieren que la
solucion de Hank suplementada con plasma autélogo puede
reemplazar exitosamente el medio sintético enriguecido o no con

SFB en cultivos breves de linfocitos. Estas observaciones son
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consistentes con hallszgos previos de Ling y Kay (4) y otros (5},
que demuestran que la transformacidon es mayor vy el ciclo mas

rapido cuande el medio de cullivae estd enriquecido con suero

humano o con PA en vez de SFB, respectivamente,

Sequn la tabla 5, en los cultivos testigos iniciados con
RPM1 suplementado con PA o con suero bovine, se nata un retraso
en la proliferacion celular, comparados con los iniciados con
RPMI sclo, similar a la descrita por Wolf y col. (8). Este
retraso puede estar medisda por la activacion de un forma
inhibidora de la proteina cinasa €, via receptores en la membrana
a factores del suerao (o plasmal, segin hallazgos reportados en

lineas celulares de ratdén y de congjo (9577,

Por otra lado, cuando los linfocitos fueron expuestos a 40
ng/ml de MMC, los cultivos que tienen mayor retraso en su CC en
presencia del alquilante SOnN los iniciados con  RPMI,
ESpECialmeﬁte las enriquecidos con suero a plasma. Morimoto (25),
observé que cuande las dosis del alguilante producen altas
frecuencias de 1CH, tnducen concomi tantemente, 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 SSB
con plasma autdélogo. Es factible que, como la MMC adquiere sus
propiedades alquilantes cuando es agctivada por reductasas

intracelulares (G90), esta accien enzimdtica sea mayor en los
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cultivos 1iniciados con RPMI  suplementado, y de esta manera la
cantidad de MMC activada en ellaos seria mayor (58), explicandose

+

asi el retraso en su ciclo celular,

Este hallazgo de la proliferacion diferencial de los
linfocitos en presencia de concentraciones de MMC que inducen no
solo ICH sino también, aberraciones cromosdmicas (25), puede
correlacionarse con los requerimientos farmacoldgicos gque hacen
de Ja MMC un agente antineoplédsico utilizado preferentemente en

tumores cancerosos con alta actividad reductora (50).

t.a confirmacidn de estas ohservaciones con estudios
posteriores, permitiria implementar un sistema de prueba con
actividades metabdlicas diferenciales de una manera sencilla,
simplemente variando la cantidad de plasma autdélogo con la que se
enriquece la SSBH y/e reemplazando a esta Gltima por medio

sintética,

Intercambigs de_cromdtides hermanas

Se ha postulado que distintos tipos de medios y de sueros
influyen en las frecuencias de ICH, debido a las diferencias que
existen entre ellos en cuanta a niveles de acide félico y de
timidina, par lo que para cada medio de cultivo, de acuerdo con
esto, habria que determinar la concentracidn dptima de BrdU a

agregar, para no influir en la generacion de ICH (246). Siguiendo
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este razonamiento, se podria pensar, que como no se encontraron
diferencias ni entre las frecuencias basales ni entre las
inducidas por 10, 15 o0 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 5SB con PA.

CONCLUSIONES

~La solucién salina balanceada  de Hank suplementada con

plasma autologo, resulta una mezcla adecuada para la
proliferacion de linfocitos humanos "in vitro',
~Las frecuencias de ICH basales en estas condiciones de

ccultivo, al igual que las inducidas por 10, 15 y 20 ng/ml de MMC,

Nno varian con las obtenidas en RPMI 14640,

~Constituye un sistemas de cultivo muy barato que permite
obtener una cantidad adecuada de metafases tanto para los
estudios de citogenética clinica como para la investigacidn de

efectos genotdéxicos.

~La alteracion de la proliferacién de los linfocitos por
xenobidticos, estd influenciada por las susbstancias presentes

en el medio de cultivo.
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