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R E S U M E N

En células de la modula ósea de rat6n ín v¿vor se deter_

minó: i) la eficiencia de las radiaciones para inducir inter_

cambios entre cromátidas hermanas (ICHJ, así como el efecto

de la incorporación de bromodesoxiuridina (BrdUrdJ al ADN, -

ii) la eficiencia de 0.36 Gy de radiación gamma para generar

ICH y rupturas cromosómicas en ADN unifilarmente substituido

con BrdUrd y la correlación de estos eventos citogenéticos -

con variaciones en el índice mitótico y en el tiempo de gene_

raci6n promedio (.TGP) y iii} la frecuencia de ICH a varios -

TGP después de la irradiación con 1.9 Gy de rayos gamma como

índice de persistencia y reparabilidad de la lesión radioin-

ducida involucrada en la producción de ICH.

Se observó que la radiación gamma es capaz de inducir -

ICH en células de la médula ósea de ratón ¿n v-tuo y que la -

incorporación de BrdUrd al ADN incrementó dicha inducción.

Se obtuvo evidencia de que la frecuencia de ICH es mu-

cho mayor que la de rupturas cromosómicas después de la irra

diación con rayos gamma y que no hay una relación aparente -

entre los eventos citogenéticos antes mencionados y las va_-

riaciones de índice mitótico y TGP producidas por la radia-

ción ionizante. Algunos datos sugieren que las células con -

rupturas cromosómicas dobles (dicSntrico y/o 2 fragmentos

cromosómicos] tiene un mayor retardo mitfitico que las células

con rupturas cromosómicas sencillas (fragmento crómosómicoj.



Finalmente se observó que la frecuencia promedio de

ICH es significativamente mayor en las células irradiadas

que en los testigos aun 96 horas después de la exposición, -

sugiriendo que la lesión radioinducida generadora de ICH es

persistente y no fácilmente reparable.



I N T R O D U C C I Ó N

Los intercambios entre cromátidas hermanas (ICH) son

transposiciones simétricas equivalentes entre las cromátidas

de un laísmo cromosoma. La primera evidencia de dicho fenómeno

fue reportada por Taylor (1958) usando métodos autorradiográ-

ficos. Sus experimentos consistieron en la incorporación de

la timidina tritiada en la primera de dos divisiones subse_-

cuentes, al final de las cuales en las células en metafase -

observó que los cromosomas tenían una cromátida marcada y

otra sin marcar. Siendo esto evidencia de la duplicación se-

miconservadora y de la presencia de una sola banda de ácido

desoxiribonucleico (ADN) por cromátida. Además reportó que -

con cierta;.;frecuencia se intercambiaban segmentos de cromát_i

da marcada con segmentos no marcados de la cromátida hermana,

lo que constituyó la primera evidencia directa de intercam_-

bio entre cromátidas hermanas, evento que había sido propues_

to previamente al observar que los cromosomas en anillo en -

células de maíz, formaban eventualmente anillos dicéntricos

del doble del tamaño inicial (McClintock, 1938).

Recientemente han sido desarrolladas una serie de técni.

cas basadas en la incorporación de bromodesoxiuridina (BrdUrd)

durante dos ciclos celulares o en el primero de dos subsecuen

tes, después de lo cual las preparaciones de cromosomas son

sometidas a diversos tratamientos (Korenberg y Freedlender,

1974; Scheres et al., 1977; Takayama y Nakanishi, 1977), te-



nidos con- Giemsa o analizados en el microscopio de fluores_-

cencia usando tinciones especificas (Latt, 1973).

Estas metodologías que han permitido una excelente tin-

ción diferencial de las cromátidas hermanas, así como la de-

tección inequívoca del intercambio entre cromátidas hermanas

de segmentos tan pequeños como lo permite la resolución del

microscopio de luz.

El advenimiento de dichas técnicas dé tinción diferen^-

cial de las cromátidas hermanas ha permitido el desarrollo -

de múltiples sistemas, tanto Án vivo (BloomyHsu, 1975; Kli-

german y Bloom, 1976; Schreck, et al, 1979) como ¿n vítko

(Latt, 1974; Vogel y Bauknecht, 1976; Rafetto et al., 1979;-

Guerrero et al, 1979; Ikeuchi y Sasaki, 1981; Abe y Sasaki,-

1982), para el estudio del fenómeno ICH.

En términos generales, en la actualidad se está reali -

zando una intensa investigación relativa al posible signifi-

cado biológico de los ICH y a su uso como indicador de daño

sobre el ADN por agentes mutágenos carcinógenos físicos y

químicos.

Significado Biológico

No obstante que el significado biológico de los ICH no

ha sido establecido, hay actualmente una gran cantidad de in

formación pertinente que indudablemente será la base del es_

clarecimiento de dicho problema.

Se ha demostrado que el proceso de intercambio entre



cromátidas hermanas requiere el paso de la célula por la eta.

pa de síntesis CS) del AND (Wolff, 1974) aún más, se ha obte.

nido evidencia sugestiva de que es. durante o inmediatamente

después de que se ha formado la bifurcación en la síntesis -

de ADN, cuando se lleva a cabo el intercambio de doble banda

entre las cadenas de ADN (Kato, 1980b). Recientemente Anders_

son (1983) ha obtenido evidencia sugestiva de la inducción -

de ICH en la etapa Gz. Dichos datos de ser corroborados tie-

nen importantes implicaciones, tanto en relación con la for-

mación de ICH, como con respecto al proceso de condensación

de los cromosomas.

El hecho de que la duplicación del ADN fuera el momento

más apropiado para que se lleven a cabo los intercambios en-

tre cromátidas hermanas, podía predecirse con base en que du

Arante la duplicación del ADN es cuando las cadenas se encuen

tran lo suficientemente unidas en las zonas homologas, para

permitir que se realice dicho intercambio de una manera que

también parece ser simétrica y equivalente a nivel molecular.

Por lo que es el momento en que dicho proceso resulta menos

"costoso" energéticamente para la célula, ya que después de-

la síntesis se requeriría de sistemas de reconocimiento y de

asociación de las moléculas de ADN ya duplicadas.

Aunque parece ser concluyente la evidencia de que es du

rante la fase "S" el momento en que se lleva a cabo el intei-

cambio entre cromátidas hermanas, el mecanismo por el cual -

éste?se lleva a cabo no ha sido establecido, parece haber dî



versas causas que desencadenan el proceso; es decir, que el

ICH puede ser inducido por múltiples circunstancias como:

daño al ADN (Perry y Evans, 1975; Abe y Sasaki, 1977; Nakani

shi y Schneider, 1979) por inhibición del proceso de sínte_-

sis de ALN (Ishii y Bender, 1980; Rainaldi y Mariani, 1982),

por inhibición de las enzimas involucradas en dicho proceso

(Ishii y Bender 1980), por enzimas involucradas en la repara

cidn (Oikawa et_ al., 1980; Morgan y Cleaver, 1982) o por un

agente promotor de cáncer, no involucrado en la producción -

de lesiones sobre el ADN (Kinsella y Radman, 1978; Schwarts,

1982).

Por otro lado, este proceso parece producirse de manera

"espontánea" como se sugirió por la formación de anillos di-

céntricos (McClintocfc, 1938), en células que no fueron trata_

das o cuando menos no de una mantera intencional con algún -

agente conocido ahora como inductor de ICH. Por otro lado, -

con las técnicas basadas en la incorporación de BrdUrd se ha

puesto en duda si este compuesto pudiera jugar un papel im_-

portante en la frecuencia basal de ICH, aunque se ha observa

do tanto ¿ñ v-tvo (Tice £t al., 1976), como ¿n vlttio (Kato, -

1974) que por debajo de determinada dosis de BrdUrd, que per

mite aún la detección de ICH, la frecuencia de éstos permane_

ce constante. Por otro lado, ha sido descartada la idea de -

que las zonas ricas en AT y potencialmente más susceptibles

de incorporar BrdUrd, sean más sensibles a la inducción de -

ICH (Thust y Ronne, 1982). También se ha propuesto que la



BrdUrd que no se incorpora al ADN, pueda jugar un papel más

importante en la inducción de ICH, alterando las pozas meta-

bólicas de nucleñtidos (Davidson e_t al̂ . , 1980).

Los estudios previos en que se utilizaron métodos auto-

rradiográficos (Taylor, 1958), o la segregación de anillos d:L

céntricos (McClintock, 1938), permitieron inferir la existen

cia de una frecuencia basal o espontánea de ICH. Posterior -

mente a estos estudios se ha demostrado que existe la posibi

lidad de que los agentes externos usados en la detección de

ICH como sería el tritio incorporado en los métodos autorra_-

diográficos (Brewen y Peacock, 1969; Gibsen y Prescott, 1972)

e incluso las condiciones de cultivo, como el tipo de medio

y otros pueden alterar la frecuencia basal (Kato y Sandberg,-

1977; Morgan y Crossen, 1981). Con relación a esto se ha ob-

servado una frecuancia basal de ICH menor i.n u-Óvo que Áít ui_

£Ko (Kramet al', 1979).

Crossen e_t ÍQ. , (1977), en una revisión de frecuencias

de ICH básales de linfocitos humanos reportados por varios -

autores, concluye que dichas frecuencias varían de S.3 a

27.3 ICH/Célula, observándose dos valores modales, uno alre-

dedor de 6 y otro alrededor de 14. ín v¿vo en diversos teji-

dos de ratñn, rata y criseto (Takehisa, 1982) el valor basal

es entre 3.0 y 5.0 y siendo la excepción las espermatogenias

en las cuales se han encontrado consistentemente valores bá-

sales más bajos, de alrededor de 1.7 ICH/célula (Morales e_t

al., 1984, Takehisa, 1982). Estos sonlos valores básales por



dos ciclos de división en presencia de BrdUrd.

Recientemente Schvartzman y Goyanes (1980) mediante la

técnica de tinción diferencial de las cromátidas en "tres

vías de diferenciación" desarrollada por ellos mismos, la cual

permite determinar el numero de ICH que se han producido en

una célula en cada una de tres divisiones subsecuentes, han

observado que la frecuencia basal de ICH se incrementa en

las tres divisiones sucesivas en células de criseto chino ¿n

vZt&o. Morales e_t al., (datos no publicados), usando la adap_

tación para condiciones Án v¿vo de la técnica de tinción di-

ferencial de cromátidas en "tres tonos" han observado que -

las frecuencias de ICH para las 1a, 2 a y 3a divisiones en -

presencia de BrdUrd son de alrededor de 0.5, 1.7 y 2.6 ICH/

célula/ciclo de división en células de la medula ósea de ra-

tón. Considerando que la metodología implica la incorpora_-

ción de cantidades crecientes de BrdUrd al ADN, se puede con

cluir que la BrdUrd si influye de manera importante en el --

valor basal de ICH. Incluso observaron que alrededor del 60%

de las células en primera división no tenían ICH, lo que su-

giere que la frecuencia de ICH en ausencia de BrdUrd puede -

ser mucho menor que 0.5 ICH/célula/ciclo de división.

El problema de la existencia de ICH "espontáneos" o bá-

sales no es de ninguna manera trivial, ya que si estos ICH -

son producidos por un mecanismo distinto a los antes mencio-

nados es decir, bajo condiciones más naturales, tal vez esta

vía esté más relacionada con el significado biológico real -



del proceso, tomando en cuenta que la frecuencia espontánea

es más o menos constante y persistente. Incluso ha sido pos-

tulado que pudiera ser una característica heredable y ligada

al sexo (Cohén et_ al̂ ., 1982J.

Kato C1980a) ha propuesto que la presencia de ICH espon

táñeos o básales está ligada' con el proceso de síntesis de -

ADN, basándose en el efecto qce tiene la temperatura del cul^

tivo sobre la inducción de ICH, como el mismo menciona, el -

efecto de inducción de ICH por la temperatura fue analizado

basándose en una gráfica de Arrhenius en la cual observó la

presencia de dos pendientes, una en el intervalo de 31 y

39 °C y otra en el de 39 a 42 °C, sugiriendo la existencia -

de dos procesas que relacionan la inducción de ICH con la

temperatura. Sin embargo, al estudiar el efecto de la tempe-

ratura en diferentes etapas del ciclo celular sobre la induc

cifin de ICH, usa 41 °C, temperatura que no está comprendida

en el primer intervalo que incluye la temperatura considera-

da como fisiológica, es decir, que a 41 °C se está favore_-

ciendo la inducción de ICH mediante otro mecanismo que no es

el '•espontáneo", por lo que sus observaciones y otras consi-

deraciones que,hace sobre datos obtenidos a temperaturas ma-

yores de 39 °C no son válidos. Como por ejemplo la acumula_-

ci6n de fragmentos de ADN naciente a temperaturas de 40 °C.

Por otro lado, considera la posibilidad de daño espon-

táneo como las depurinaciones, el cual se ha demostrado es -

temperatura-dependiente iVerly et_ al. , 1973], sin embargo es_
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to implicaría que dicho proceso de inducción de ICH por la -

temperatura sería equivalente en cierta forma con el induci-

do por agentes que dañan al ADN causando depurinación.

El ICH como Indicador de Daño

La inducción de ICH por agentes mutágenos-carcinógenos,

ha sido ampliamente demostrada, tanto en sistemas ¿ñ v¿vo

(Morales-Ramírez et_ al.. , 1980; Nakanishi y Scheneider, 1979;

Schreck et̂  al. , 1979; Stetka y Wolff, 1976a), Como ln vltuo

(Abe y Sasaki, 1977; Perry y Evans, 1975; Popescu et_ al_. ,

1977; Stetka y Wolff, 1976) y tanto por agentes químicos de

acción directa (Perry y Evans, 1975; Morales-Ramírez e_t al. ,

en prensa; Nakanishi y Schneider, 1979) o indirecta (Morales

Ramírez, 1980; Schreck et al., 1979, Stetka y Wolff, 1976 a

y b) cono por agentes físicos como calor (Kato, 1980), luz -

U.V. (Wolff ejt al. , 1974; Mac Rae et al,. , 1979), ultrasonido

(Liebeskind et al., 1979) y radiación ionizante. Existe cier

ta divergencia con respecto a esta última, ya que algunos au

tores reportan una considerable inducción (Abramovsky et̂  al^,

1978; Morales et_ al_. , 1983) y otros una nula inducción (Lit-

tlefield, et_ aL. , 1979).

Se ha demostrado usando metil metano sulfonato (MMS)

que los sistemas de detección de mutágenos basados en el anS.

lisis de ICH son con mucho más sensibles que otros sistemas

de detección en mamíferos (Marquard y Bayer, 1977), teniendo
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además ventajas en cuanto a reproducibilidad y facilidad de

manipulación.

Se ha propuesto por el grupo sobre ICH del Programa

GENE-TOX de los Estados Unidos de America (Latt et al.,;1981)

que la metodología de ICH tiene tal reproducibilidad que bas.

ta el análisis de 25 células por dosis en los sistemas ¿n v¿

tA.o. Para los sistemas ín. v¿vo recomiendan un mínimo de 3

animales y 25 células por animal y tres dosis diferentes.

El mismo grupo hace las siguientes consideraciones so_-

bre el uso del análisis de ICH como método de detección de -

mutágenos:

a) Es excelente para detectar agentes que producen adu£

tos en el ADN.

b) Es mucho más sensible para detectar mutágenos quími-

cos que el método basado en el análisis de aberracio_

nes cromosfimicas.

c) HajE ensayos tanto ¿n v<Lvo como ¿n V¿£JLO para detec_-

tar tanto mutágenos directos o indirectos, es decir

que requieran o no activación metabSlica.

d} Es un método relativamente rápido.

e) Los sistemas ¿n v¿vo permiten el análisis en tejidos

diversos incluyendo células germinales.

£) Existen sistemas en organismos diversos incluyendo -

plantas y animales no mamíferos, los cuales pueden -

ser usados como monitores ambientales de agentes ge-

notóxicos.
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g) Este ensayo puede ser usado en poblaciones humanas,

h) Existen pocos falsos positivos.

En cuanto a las principales desventajas que ellos consi_

deran son:

a) Poco sensible para mutágenos que inducen rupturas dp_

bles

b) El desconocimiento de su significado biológico,

c) El desconocimiento de la correlación de ICH con el -

número de lesiones,

d) El efecto sinérgico o aditivo que puede tener la

BrdUrd respecto al mutágeno.

Se conocen entre los agentes químicos los denominados -

dependientes y no dependientes de la fase de "S", denominación

que se basa en el hecho de que se requiera o no que la célu-

la pase por la fase "S" para que su efecto se exprese como -

aberraciones cromosómicas; se sabe que los agentes "S" depen

dientes son los más efectivos para inducir ICH CLatt, 1974;

Perry y Evans, 1975; Nakanishi, 1979).

Hay evidencias importantes que sugieren que la inducción

de ICH mediante el daño sobre el ADN inducido por agentes mu

tágenos-carcinñgenos, implica daño persistente al momento de

llegar a la etapa de "S", lo cual fue evidenciado por el he-

cho de que dando una mayor oportunidad para la reparación de

daño sobre el ADN, ampliando el tiempo entre la inducción del

daño y la etapa de S, ya sea por confluencia (Nagasawa y Lit

tle, 1981; Nagasawa e_t al^., 1982), o por privación de argini
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na (Mac Rae eit al., 1979) o por la disminuci6n de temperatu-

ra en cultivos vegetales (Schvartzman y Gutiérrez, 1980)

trae como consecuencia que la frecuencia de ICH disminuya. -

De igual forma si se permite la fotorreactivación de los díme_

ros de pirimidina inducida por la luz U.V., el número de ICH

decrece (Kato, 1974; Natarajan e_t al/, 1980}.

El tipo de daño involucrado en la inducciSn de ICH no -

ha sido establecido, aunque dada la variedad de agentes que

provocan ICH, se puede postular que las lesiones son de indo

le diversa, aunque como los agentes en general producen di-

versos tipos de daño, pudiera ser que el daño generador de -

ICH fuera común para algunos agentes.

Se han hecho intentos con algunos agentes para estable-

cer qué tipo de daño es el que está involucrado en la induc-

ci6n de ICH.

La mitomicina C, la cual es un agente capaz de unirse -

al ADN por uno o dos extremos, ya que es bifuncional, se ha

comparado con decarbamoil Mitomicina C (DCMC), la cual tiene

una estructura química similar, pero solo produce monoaduc_-

tos y no enlaces cruzados. En dicho estudio se determinfí que

la DCMC es más eficiente, lo cual indica que los monoadúctos

son eí principal daño inductor de ICH (Carrano ejt aJU , 1979).

Por otro lado en un experimento en el que usaron mitomicina

C en células de pacientes con Xeroderma pigmentosum CXP) o -

con Anemia de Fanconi (AF), las cuales son deficientes para

reparar monoadúctos y enlaces cruzados, respectivamente, con



In-

cluyen que ninguna de esas lesiones son importantes en la ge_

neraciSn de ICH y proponen los enlaces ADN-Proteína como los .

candidatos más probables (Ishii, 1981). En una investigación

similar los autores analizaron la frecuencia de ICH produci-

dos por Mitomicina C y DCMC en células de XP y AF y concluye^

ron que la inducciñn de enlaces cruzados es la lesión más

eficiente (Kano y Fujiwara, 1981),

Con respecto a la inducción de ICH por el tratamiento -

con 8-metoxy-psoralen seguido de exposición a luz U.V. cerc§_

no de 313 nm de longitud de onda, el cual también puede pro-

ducir aductos y enlaces cruzados, se ha hecho un experimento

para definir cuál de los dos es el responsable de la inducción

de ICH, en dicho estudio concluyen que ambos tipos de lesión

pueden ser los causantes (Cassel y Latt, 1980); el mismo gru

po, usando rayos lasser en vez de U.V. cercano, los cuales -

producen básicamente monoaductos» concluyen que los ICH son

causados principalmente por monoaductos, aunque no descartan

del todo los enlaces cruzados, observando una eficiencia de

un ICH por cada 200 monoaductos CSahar et̂  al., 1981).

Otra dificultad que se ha presentado para establecer el

tipo de daño involucrado en la inducción del ICH es el hecho

de no haber una correspondencia entre el numero de lesiones

sobre el ADN y la cantidad de ICH, lo cual se ha observado -

para el tratamiento con psoralen mas luz U.V. cercano, (.Sa_ .

har et_al., 1981) y luz U.V. lejano (Reynolds et, al.. , 1979).

El número de lesiones por ICH va de 200 para psoralen -
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mas luz U.V. cercano (Sahar et al., 1981J» hasta 20,000 para

luz Ü.V. lejano tReynolds et_ al., 1979), aunque no se desear

ta que pudiera estar involucrado otro tipo de lesión no de_-

tectada, la cual se produzca con una frecuencia menor.

Otro aspecto interesante con respecto a las lesiones in_

volucradas en la inducción de ICH, es la posibilidad de que

en algunos casos éstas persisten por varias generaciones ce-

lulares, sugerido por la presencia de niveles altos de ICH -

en divisiones subsecuentes, lo cual se ha observado para tra

tamiento con Acetoxiacetylaminofluoreno, Etil metano sulfona

to (EMS) y metilmetano sulfonato (MMS) [Tice y Schvartzman,

1982), 9 metoxypsoralen plus U.V. cercano (Latt y Loveday, -

1978), Mitomicina C (Ishii y Bender, 1978).

En otros casos sí ha sido observada la desaparición de

los ICH como los provocados inducidos con cafeína (Tice y

Schvartzman, 1982) con BrdUrd plus laz visible (Schvartzman,

et al, 1979). La persistencia de los ICH ha sido interpreta-

da como falta de competencia para reparar el daño involucra-

do en su origen (Tice y Schvartzman, 1982):

_ La técnica de diferenciación de cromátidas en tres to_-

nos, además de permitir el análisis del número de ICH produ-

cidos en divisiones subsecuentes como se mencionó previamen-

te, permite detectar la posibilidad de que una misma lesión

produzca ICH en divisiones subsecuentes. Con dicha técnica se

ha demostrado que si bien el tratamiento con luz ultraviole-

ta o Mitomicina C producen lesiones persistentes, una misma

lesión no produce ICH en divisiones subsecuentes o cuando
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menos no en la mayoría de los casos (Schvartzman et_ al_. , 1984;

Schvartzman et_ a¿., manuscrito en preparación)..

Otra vía de producción de IGH independiente de la induc

ción de daño sobre el ADN, es la inhibición de la progresión

de la síntesis del ADN. Esta propuesta se basa en el efecto -

de la cafeína sobre la frecuencia de ICH generados por agen_

tes químicos (Shiraishi y Sandberg, 1980), que a semejanza -

con el síndrome de Bloom en que se asocia a la alta frecuen-

cia de ICH (Chaganti e¿ al_. , 1974) con una mayor duración

del ciclo celular y en particular de la duplicacián del ADN

(Hand y Germán, 1975). Sin embargo no es factible discrimi-

nar cuál es la causa y cuál el efecto, es decir, podría ser

que el proceso de formación de los ICH aumentará la duración

del ciclo celular en general y de la etapa de síntesis del -

ADN en particular o que efectivamente el aumento de la dura-

ción de la etapa S indujera mayor número de ICH.

Por otro lado, se ha obtenido evidencia de que es posi-

ble aumentar la frecuencia de ICH mediante tratamiento con -

calor durante la fase "S"; asociándose a su vez con un retar_

do en el curso de la síntesis de ADN (Kato, 1980).

La evidencia más directa ha sido obtenida mediante el -

uso de inhibidores específicos de la síntesis de ADN como hî

droxiurea (inhibidor de la ribonucleotidoreductasa), 1 6 D -

arabinofuronasil-citocina y Aphidicolin (inhibidores de la -

polimerasa o) los cuales incrementan los ICH tanto básales -

como inducidos por etil metano sulfanato (Ishii y Bender,
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1980; Rainaldi y Mariani, 1982; Nishi e_t al_., 1982).

Un rasgo característico con respecto a la generaciSn de

ICH mediante inhibidores de la síntesis de ADN, ha sido des-

crito recientemente, este se basa en la comparación de la dis_

tribuciSn de frecuencias de ICH/célula; la que para inducto-

res de ICH por daño en el ADN se comportan como una distribu

ción de Poisson tendiendo a la normalidad (Rainaldi y Maria-

ni, 1982) en cambio la observada para inhibidores de la sín-

tesis de ADN presentan una subpoblacion que se distribuye de

una forma similar a la de células no tratadas y una subpobla.

cidn con un intervalo muy amplio de frecuencias y con índi_-

ces muy altos de ICH (Rainaldi y Mariani, 1982).

Se ha observado que los agentes que bloquean la síntesis

de la poly-(adenosina difosfato ribosa) polimerasa (enzima que

se sintetiza en respuesta a extremos, de banda sencilla o do-

ble caudadas por duplicación, daño o reparación) producen un.

incremento en la frecuencia de ICH basal (Oikawá et ;a¿, ,

1980; Natarajan et_ al., 1981) o inducida por MMS (porgan y -

Cleáver, 1982). Otros agentes que inhiben la síntesis de prp_

teína inhiben los ICH generados por luz U.V., EMS y MMS (So-

no y Sakaguchi, 1981). En ambos casos el mecanismo esta lejos

de ser conocido, aunque se propone que para el primero la

falta de reparación causa los ICH y que para el segundo se -

puede explicar con base en que se requiere la síntesis de

proteínas para que el proceso de ICH se lleve a cabo.
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Recientemente se ha aislado una cepa celular imitante de

ovario de criseto chino (CHO) que entre otras característi-

cas como deficiencia en reparación, pTesenta una frecuencia

faasal de ICH similar a la observada en el síndrome de Bloom

(Thompson e_t al_., 1982). Es posible que el estudio de dicha

cepa pueda arrojar alguna luz sobre el mecanismo de produc-

ción de ICH.

Aunque es poco claro y también poco reproducible el

efecto que el promotor de cáncer 12-0-tetradecanoil forbol- .

13-acetato (TPA) tiene sobre la inducci6n de ICH (Gentil et

al. , 1980; Kinsella y Radman, 1978; Loveday y Latt, 1979; -

Popescu et_ al., 1980, Schwartz et_ al_. , 1982), ha creado gran

interés y controversia por las implicaciones que tendría el

realcionar la promoción de cáncer y la producción de ICH. Se

ha observado además, que algunos antagonistas del promotor -

como la antipaína y la leupeptina, inhiben el incremento de -

ICH causados por TPA (Nagasawa y Little, 1979). Por otro lado

algunos grupos no han observado inducción, (Fichman et al, -

1979; Fujiwara et_ a^. , 1980; Thompson et al_., 1980) e incluso

han demostrado impureza del agente promotor (Schwartz et_ aJL. ,

1982). Sin embargo es posbile que la frecuencia basal de los

diferentes sistemas, así como el pequeño incremento inducido

por el TPA, jueguen un papel importante en la controversia.-

Una observación interesante es que en un reporte se menciona

la inducción de células con "demasiados ICH para contarlos"

(Kinsella y Radman, 1978), en caso de que fuera un efecto del
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TPA, implicaría a la luz de la característica antes menciona_

da de la distribución de frecuencia de ICH por célula, que -

el TPA está inhibiendo la síntesis de ADN.

Distribución topográfica de los ICH

Utilizando bandeo cromosomico, se ha sugerido que la in

ducci6n de ICH no es homogénea a lo largo del cromosoma, sino

que hay zonas preferenciales. Latt (1974) ha demostrado usan

do bandeo con quinacrina que las uniones entre las bandas po_

sitivas y negativas presentan una mayor frecuencia de ICH. -

Se ha observado que la frecuencia de ICH en la heteroeromatjL

na constitutiva del cuello del cromosoma X es menor que en -

la eucromatina, en células de muntjac hindú, tanto para los

ICH espontáneos (Carrano, 1975}, como para los inducidos por

Mitomicina C (Carrano, 1977]. Se hicieron observaciones siitá

lares en los cromosomas de la rata canguro (.Bostock y Chris_-

tie, 1976); Criseto chino y Microtus montanus (Hsu y Pathak,

1976) y linfocitos humanos (Crossen, 1983). Sin embargo Nata

rajan y Klaterska, (1975) observan una frecuencia mayor de -

ICH en la heterocromatina constitutiva de los cromosomas X -

de MACt.o4.tiu agx.z&£¿&. La diferencia puede ser debida a las

limitaciones de resolución del microscopio de luz, la cual -

no permite de una manera absoluta establecer la correlación

entre las bandas y los ICH. No obstante si parece haber con-

senso en que las zonas entre la eucromatina y la heterocroma

tina ocurren ICHs con mayor frecuencia.

Una posibilidad que se exploró y que explicaría la dis_

tribuciSn no azarosa de los ICH debido a la presencia de
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agrupamientos de adenina-timina, en los cuales habría una ma

yor incorporación de BrdUrd. Thust y Ronne, [1982) usando ne

tropsina para determinar los agrupamientos de A-T concluyen

que no obstante que los ICH no se distribuyen al azar, no

hay una correlación entre su localización y los agrupamien_-
i

tos de A-T.

ICH en Padecimientos Genéticos

Se ha estudiado la frecuencia basal o la sensibilidad -

a la inducción de ICH por diferentes agentes en células con

síndromes diversos, relacionados con desarrollo de neoplas__-

mas, inestabilidad cromosómica o deficiencias en la repara-

ción, como Progeria,. síndrome de Werner (Darlington e_t al. ,

1981), Dyskeratosis congénita [Kano y Fujiwara, 1982) Anemia

de Fanconi (Latt e_t £Q. , 1975) y Ataxia telangiectasia (Ga__-

lloway, 1977), observando que sus frecuencias básales son s_î

milares a las normales, al igual que la respuesta a los agen̂

tes que son especialmente sensibles en términos de viabili-

dad o inducción de aberraciones cromosSmicas. Por otro lado

se ha observado en células de pacientes con Xeroderma pigmen_

tosum que tienen una frecuencia basal de ICH equivalente a -

las células normales (Wolff et_ aJU , 1975), sin embargo son -

más sensibles a la inducción de ICH por luz ultravioleta (de

Yíeerd-Kastelein et_ ¡a. , 1977) y mutágenos químicos (Wolff, -

1977), lo cual se explica por su deficiencia en la reparación

por escisión.

Sin embargo el caso más interesante es sin duda el sin
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drome de Bloom en el cual se ha demostrado que la frecuencia

basal de ICH es de aproximadamente 90 (Chaganti et_ al_. , 1974J.

No obstante que la inducción por Mitomicina C 1x10~9 M es -

de aproximadamente de 8 ICH/célula en células normales y de

48 ICH/cSlula en células de Bloom. Los autores basándose en

el incremento relativo (Shiraishi y; Sandberg, 19781 conclu_-

yen que las células de pacientes con síndrome de Bloom no son

más sensibles. El incremento relativo (No. de veces el valor

basal) para las células normales es de 2.2, para células con

Bloom de 1.6. Si se considera ia diferencia tan grande en

los valores básales, es claro que la comparación de la induc_

cidn por incremento relativo no es pertinente. Además habría

que considerar que es posible que en el caso de las células

con síndrome de Bloom se pudiera estar llegando a la satura-

ción o al límite de cuantificación de los ICH. Por lo que se

puede concluir que las células con síndrome de Bloom no sólo

tienen una basal de ICH aumentada, sino que también son más

sensibles a la inducción de ICH por Mitomicina C.

Tice (1978^ reportó que la cocultivación de fibroblas_-

tos normales y fibroblastos de pacientes con síndrome de

Bloom produce un aumento en la frecuncia de ICH en las célu-

las normales. Sin embargo, estudios similares con células de

crisetb chino (Van Buul, P.P.W. et al, 1978), fibroblastos -

humanos (Rudiger e_t a¿. , 1980) y células HPGRT (Hipoxantin -

guanin •xibosil transferasa deficientes) (Schonberg y Germán,-

1980) concluyen que el co-cultivo de estos tipos celulares -
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con células de pacientes con síndrome de Bloom disminuye, al

menos parcialmente las frecuencias elevadas de estas últimas.

Lo que indica que las células de pacientes con síndrome de -

Bloom no segregan ningún "factor" que induzca ICH; sino que

al contrario, la cocultivaciñn permite reducir este efecto.

Esto último fue confirmado mediante la fusiSn de células de

individuos normales y con síndrome de Bloom, obteniéndose

frecuencias normales en los dos tipos celulares (.Bryant et̂  al_. ,

1979). De lo cual se desprende que existe alguna enzima o

agente que no es sintetizado por las células de pacientes con

síndrome de Bloom y que trae como consecuencia la producción

de múltiples ICH.

Por otro lado se han reportado frecuencias elevadas en

diversos estados patológicos como hepatitis (Ghosh, 1982-)-'y

anemia megaloblástica (Knuutila, 1978). En otros no se ha ob_

servado como en leucemia y proleucemia (Knuutila, 1978).

En relación con la edad se ha visto que los ratones jó-

venes tienen una mayor sensibilidad a la inducción de ICH

por diversos agentes mutágenos (Nakanishi et_ a_l. , 1979 y 1980).

Modelos de FormaciSn de ICH

Dado que toda la evidencia obtenida al respecto indica

que los ICH son producidos durante la etapa de síntesis del

ADN resulta pertinente hacer una breve descripción de lo que

en la actualidad se sabe respecto al proceso de duplicación
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y respecto a la compleja estructura en la cual el ADN se en-

cuentra integrado dentro del núcleo de organismos eucariontes

En base a la combinación de análisis bioquímico, de di-

fracción de rayos X y de microscopía electrónica de cromati-

na aislada y reconstituida, se han obtenido logros importan-

tes en relación a la estructura y composición, de la cromati-

na en general y al nucleosoma en particular (Kornberg,1977;

Fisher y Williams, 1979; Me Ghee y Felsenfeld, 1980; Igo-Ke-

menes et_ aj., 1982; Champoux, 1978).

La unidad estructural de la cromatina es el nuclosoma -

que es una partícula aproximadamente esférica, con un diáme-

tro de aproximadamente 10 ni y constituido por alrededor de

200 pares de nucleótidos y dos moléculas de cada una de las

histonas H2A, H2B, H3 y H4. Se ha sugerido que los nucleoso-

mas se encuentran enlazados por un cierto numero de nucleáti^

dos, a los cuales se asocia otro tipo de histona la Hl, una

subfracción de la Hl denominada Hl°, la cual al igual que la

H5 substituye a la Hl cuando no hay síntesis de ADN* Esta -

composición general del nucleosoma ha sido demostrada en di-

versos tejidos de múltiples especies de eucariontes incluyen

do mamíferos.

Se ha demostrado recientemente la presencia de una se_-

rie de proteínas asociadas a mononucleosornas (aisladas por nu

cleasas)como las HMG14 y HMG17 equivalentes a la H6, las cua

les se unen al nucleosoma en proporción de 2 moléculas por -

nucleosoma. Se ha demostrado que las histonas como H2A y H2B
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al conjugarse con la Ubiquitina dando lugar a la proteína A24,

Esta proteína pudiera ser un buen candidato para regulación

de transcripción, ya que la transcripción de la cromatina nu-

cleolar. es acompañada por una disminución del contenido de -

A24. Se ha propuesto además que dado que los cromosomas meta

fásicos no contienen proteína A24, la remoción de dicha pro-

teína puede disparar la mitosis.

Hay evidencias de que en las células es posible encon_-

trar variedades menores de las histonas, las cuales se dis_-

tingueíi en algunos aminoácidos. En algunos casos se han aso-

ciado cambios en la frecuencia de dichas variedades relacio-

nados con el desarrollo o con el tipo de tejido.

No obstante que el nucleosoma se puede considerar la

unidad estructural de la cromatina y que parece ser indepen-

diente del estado fisiológico de la célula o de la etapa del

ciclo celular, existen otros niveles de organización o con_-

densaciñn, hasta llegar a la estructura de mayor orden: el

cromosoma metafásico.

Los primeros niveles de organización superiores a los -

nucleosomas lo constituyen las fibrillas de 10 nm y las fi_-

bras de cromatina de 25 a 30 nm, las cuales han sido eviden-

ciadas por microscopía electrónica, y pueden interconvertir-

se variando la fuerza iónica. Sin embargo hay que tener en -

cuenta que la reproducibilidad de la informaciñn acerca de -

estos niveles de organización no es adecuada, debido a los -

diferentes métodos de aislamiento de cromatina.



No se ha establecido la forma como los nucleosomas es_-

tán organizados en la fibra de 25 nm, si en forma globular -

supranucleosomal o siguiendo un patrón helicoidal denominado

selenoide incluyendo de seis a siete nucleosomas por giro. -

Se han demostrado las fibras de 25 nm en asas o zonas discre_

tas, tanto en cromosomas metafásicos y núcleos interfásicos

y en las cuales la histona Hl juega aparentemente un papel -

primordial.

Es posible que estas zonas discretas no solo represen_-

ten niveles estructurales, sino también tengan importancia -

funcional en transcripción o duplicación.

El análisis comparativo de la estructura y composición

de la eucromatina y la heterocromatina permitirá en un futu-

ro obtener información respecto a la regulación de la expre-

sión de la cromatina.

La relación del ADN con las proteínas, se ha estableci-

do en la subpartícula central del nucleosoma y en la cual de_

bida a su estabilidad ha sido posible hacer estudios físicos

y químicos.

Esta subpartícula está constituida por las histonas H2A,

H2B, H3.-H4 y aproximadamente 140 pares de bases. Esta partí^

cula es cilindrica con aproximadamente 10 nm de diámetro y -

6 nm de altura. El ADN se encuentra enrollado alrededor del

agregado de las histonas dando cerca de dos giros. Se consi-

dera que debido a esta estructura el ADN está formando una -

superhélice.
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Mediante la hidrólisis con nucleasas se ha determinado

que el ADN en el nucleosoma tiene determinados sitios suscep_

tibies, lo cual se ha interpretado que existen aproximadamen

te 80 pares de nucleótidos por giro, suponiéndose que la de-

formación para formar la superhélice estaría uniformemente -

distribuida a lo largo de la cadena, sin necesidad de ruptu-

ras.

Si la deformación ésta distribuida a lo largo de la ca-

dena, se piensa que el plegamiento sobre el eje de la cadena

no fuera de muchos grados y por lo tanto, se requiriera

(aproximadamente 0.1 kcal/mole) menos de la energía térmica

a temperatura ambiente. Habría que considerar además la enej:

gía de enlace entre los grupos amino de las lisinas y los

fosfatos del ADN, con los que el ADN se asocia a las histo_-

nas.

Se ha sugerido que otro origen de la superhélice además

del producido por asociación ADN-proteína, es una propiedad -

intrínseca de ADN circulares o de zonas discretas del ADN -

que tienen algún impedimento para el libre desenvolvimiento.

Se considera que hay una energía libre positiva asocia-

da con los giros de la superhélice, la cual predispone a la

molécula al desenrrollamiento de la hélice, por lo que esta

energía libre puede favorecer la separación de las cadenas -

complementarias del ADN.

El origen de las superhélices independientes de la aso-

ciación permanente del ADN con proteínas, es debido a ciclos
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de rupturas de una sola banda giro y reasociaciSn de las

turas mediante nucleasas más ligasas o algunas enzimas que -

específicamente pueden llevar a cabo esta reacción aumentan-

do o disminuyendo la superhélice como lo son las girasas o

las swivelasas.

En relación con el conocimiento del proceso de duplica-

ción del ADN en particular y de la compleja estructura antes

mencionada en general, se han obtenido también notables avan.

ees (Weissbach, 1977; Cozzarelli, 1977; Sheining y Hunibert,

1978; Pardee et, al,, 1978; Champoux, 1978; Ogawa y Okasaki,

1980; De Pamphilis y Wassarman, 1980; Geider y Hoffman-Ber_-

ling, 1981; Gellert, 1981; Loeb y Kunkel, 1982; Challbery y

Kelly, 1982^.

Como es bien sabido, la duplicación del ADN en eucaTion

tes se lleva a cabo en el núcleo de una forma controlada en

el tiempo y en el espacio. La duplicación del ADN que como -

se sabe es semiconservativo, se inicia, progresa y termina -

simultáneamente en diferentes unidades replicativas denomina_

das duplicones.

; Estas unidades varían de tamaño y van de 4 mieras (1.3

X 10 pares de bases) hasta 280 mieras (9.0 x 105 pares de -

nucleotidos) habiendo una mayoría entre 10 y 100 mieras.

La velocidad de desplazamiento del punto de crecimiento

durante la síntesis de ADN varía de especie a especie, in_-

cluso puede haber variaciones entre diferentes tejidos. Se

ha calculado que la velocidad de desplazamiento de la hor_-
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quilla es entre 0.1 a 2.0 mieras (300 a 6000 residuos) por -

minuto. No obstante que la velocidad de duplicación es rela-

tivamente constante, una importante excepción son las células

embrionarias en las cuales procede hasta 100 veces mas rápi-

do que en los adultos. La razón de este fenómeno es la exis-

tencia de una gran cantidad de pequeños duplicones que fun-

cionen simultáneamente.

Se ha obtenido evidencia en el sentido de que los dupli_

cones pueden agruparse en "racimos" que varían de 2 a 250 du

plicones y cuya duplicación se regula de una manera coordina_

da. Esto parece ser el caso de las unidades repetitivas de -

los genes para histonas y para ARN ribosomal.

La duplicación de la doble banda se realiza bidireccio-

nalmente es decir para ambos lados del sitio de iniciación.

El proceso de síntesis de ADN se puede dividir en tres

etapas: iniciación, alargamiento y terminación.

La iniciación se lleva a cabo en lugares específicos

del genoma, según evidencias obtenidas. Dichas zonas presen-

tan secuencias repetitivas muy peculiares denominadas palín-

dromes, en analogía con los enunciados que se pueden leer en

ambas direcciones. Estos palíndromes son regiones de ADN dê

doble banda que en cadenas opuestas tienen la misma secuen_-

cia de bases, pero en sentido contrario y con un eje transa-

versal de simetría que podría permitir teóricamente la com_-

plementaciSn intracadena.

Se ha propuesto que estos palíndromes podrían generar -
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asas al producirse enlaces intracadena, dichas asas pudieran

por un lado constituir zonas de reconocimiento para duplica-

ción o transcripción, particularmente considerando que se

formarían zonas de una sola banda en el centro del palíndro-

me que pudieran ser los precursores para el desenrollamiento

de la doble banda

La duplicaciñn del ADN se lleva a cabo de una manera se-

midiscontínua, ya que debido a que la ADN polimerasa alfa, -

que es la enzima que encadena los nucleétidos en base a un -

patrón, sólo es capaz de unir residuos en la dirección de 51

a 31, una de las cadenas debe creceT en sentido opuesto al -

movimiento de la bifurcación; por lo que requiere la inicia-

ción continua de pequeños segmentos de aproximadamente 135 -

nucleótidos. Estos fragmentos se les denomina fragmentos de

Okasaki.

La polimerasa alfa requiere además de un patrón, un ex-

tremo 3 - OH para iniciar la síntesis, éste extremo es apor-

tado por un ARN "primer", el cual no tiene una secuencia

constante, pero si un tamaño regular de 10 nucleótidos. Des-

pués de que la polimerasa ha aumentado el tamaño de la cade-

na, el RNA "primer" es removido por otra actividad enzimática.

Se sabe poco de las enzimas encargadas de la síntesis del

"primer" y de su remoción. El segmento unifilar pToducto de

la remoción es llenado por la polimerasa y finalmente los -

fragmentos de Okasaki son unidos por una ligasa.

Se ha propuesto el concurso de otras proteínas que son
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capaces de aumentar la eficiencia de la ADN polimerasa y que

reciben el nombre genérico de proteínas "enlazables" al ADN.

Entre estos estarían las proteínas "desestabilizadora de la

hélice" y la enzima "desenrrolladora" del ADN. Se piensa -

que éstas y otras proteínas son necesarias para la síntesis

del ADN.

Las ADN polimerasas son las enzimas mejor conocidas del

proceso de síntesis de ADN y en el caso de mamíferos se han

aislado tres tipos denominados alfa, beta y gamma. Estas en

zimas se distinguen en su localizacion dentro de la célula,

la correlación entre su mayor actividad con la etapa S y por

su sensibilidad a diferentes inhibidores que por lo tanto in

hiben la síntesis de ADN.

Mediante estos parámetros.se ha establecido que la ADN

polimerasa alfa es la que está involucrada en la síntesis -

del ADN celular, ya que además de estar localizada en el nü

cleo, su actividad aumenta en la etapa "S" y a que inhibido-

res específicos de su actividad inhiben la duplicación del -

ADN celular.

Respecto a la ADN polimerasa beta, no ha sido establecí.

do claramente su funcibn, aunque pudiera estar relacionada -

con reparaciSn, ya que aunque es una enzima nuclear no aumen

ta en la etapa "S".

La ADN polimerasa gamma es una enzima citoplásmica y su

actividad se ha relacionado con la síntesis de ADN mitocon_-

drial.
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Se ha propuesto que la iniciación de la síntesis en los

fragmentos de Okasaki se realiza en sitios específicos, sin

embargo considerando que estos fragmentos tienen tamaño simi-

lar al contenido de-ADN por nucleosoma, se ha postulado que

el nucleosoma pudiera actuar como espaciador de las zonas de

iniciación de la síntesis de los fragmentos de Okasaki, lo -

cual estaría de acuerdo con el hecho de que los ARN "primer"

no.tengan secuencias específicas.

Es bien sabido que la síntesis de histonas se lleva a -

cabo en la etapa de "S", de ahí que s.e haya sugerido que la

cromatina y en particular los nucleosomas se van formando a

medida que el ADN se va duplicando. Otra evidencia en el mis_

mo sentido es el hecho de. que el ADN se encuentra asociado -

a los nucleosomas en cualquier etapa del ciclo celular, in-

cluyendo -la etapa, de síntesis.

Existe evidencia de que las histonas se van ensamblando

para formar los nucleosomas de una manera conservativa, es -

decir que los segmentos de las cadenas que se duplican conti^

nuamente mantienen las histonas "viejas" y que las histonas

"nuevas" se ensamblan en los segmentos de.la cadena sinteti-

zada, discontinuamente, es decir mediante los fragmentos de -

Okasaki.

Se puede considerar que la temxnaci&n de la síntesis

consistiría en la reunión de los extremos de replicones sub-

secuentes y la reparación de las dobles cadenas mediante el

concurso de alguna de las topoisomerasas conocidas en celu-
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las de mamífero, la topoisomerasa I que produce rupturas sim

pies y la Topoisomerasa II que induce rupturas y reasociaciSn

de cadena doble.

Considerando la complejidad de la estructura de la ero-,

matina .y del proceso de la síntesis del ADN, así como el des_

conocimiento de muchos aspectos de la estructura y la duplica,

cifin del ADN en eucariontes, resulta aventurado proponer un

modelo formal del mecanismo mediante el cual se lleva a ca-

bo el ICH; sin embargo resulta conveniente proponer modelos

operacionales, los cuales puedan ser descartados o modifica-

dos en base a las evidencias que al respecto se vayan obte_-

niendo.

Con respecto al mecanismo involucrado en la formación -

de ICH hay varios modelos, en los que se realciona el tipo -

de evento generador principalmente a daño, retraso en el ci-

clo, eventos espontáneos o al mecanismo propiamente dicho.

Uno de los mecanismos considera: a) presencia de las

rupturas al mismo nivel generadas por reparación o duplica_-

cidn, b) formación de la estructura de Holliday, la cual ha

sido propuesta para recombinación bacteriana (Holliday, 1964),

en. la cual se contempla la posibilidad de intercambio de do-

ble banda (Fig. 1), y c) ruptura de las bandas no involucra-

das con el daño. De hecho este modelo se basa en el mecanis-

mo de recombinacián bacteriana de Holliday, ampliado con la

explicación del posible origen de las rupturas necesarias pa

ra generar la estructura de Holliday (Kato, 1977).
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Otro modelo propuesto CPainter, 1980) implica: a) la -

producciSn de daño que retarda la duplicación, aquí se podría

agregar con base en los datos recientes los eventos que se -

ha visto que también inhiben la síntesis de ADN, b) lo ante-

rior trae como consecuencia que los duplicones terminen la -

síntesis a muy diferente tiempo a nivel de los agrupamientos

de duplicones que separan a duplicones subsecuentes y permite

c) la ruptura en la continuidad de la banda parental a nivel

del "cluster" y d). que cuando el duplican retrasado termine

•de duplicarse, la asociación sea aleatoria entre bandas pa_-

rentales e hijas, es decir que puede haber reasociaciones en

tre las bandas parentales e hijas, produciéndose con esto el

intercambio de doble banda (fig. 2).

Este modelo se basa en: a) que los agentes cuyo daño r¿

tarda la progresión de la síntesis de ADN inducen un mayor -

número de ICH como lo hace la Mitomicina C, b) en el hecho -

de que el número de lesiones sobre el ADN es mucho mayor que

el número de ICH (Sahar et̂  al., 1981; Reynolds et_ a¿. , 1979)

pero que pudiera corresponder con el número de replicones, -

c) en el hecho de que en el síndrome de Bloom la síntesis --

de ADN procede más lentamente y hay un número basal muy alto

de ICH (Chaganti e_t ajU , 1974; Hand y Germán, 1975), y final,

mente, d) en la existencia de una topoisomerasa en Qfi.o&opk¿~

ta. que es capaz de producir y reunir rupturas dobles (Liu et,

al., 1980).

Se puede considerar que hay dos diferencias fundamenta^
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a) El lugar en el ADN donde se lleva a cabo la recombi-

nación de doble banda. Así uno propone que es cerca

6 donde se producen las lesiones y el otro propone -

que es en los agrupamientos que separan replicones -

subsecuentes.

b) El mecanismo intrínseco. Uno sugiere un proceso de -

recombinación mediante una estructura tipo Holliday,

producida por rupturas generadas por daño y/o dupli-

cación y el otro propone un proceso de ruptura y rea_

sociación aleatoria de la doble banda a nivel de los

agrupamientos de duplicones, condicionado por el re-

traso relativo de la progresión de la síntesis de

ADN entre replicones contiguos.

Con base en los hallazgos recientes se puede decir, que

los dos modelos no son excluyentes, ya que como se mencionó

anteriormente no parece haber un mecanismo único de produc-

ción de ICH e incluso se pueden distinguir cuando menos dos

vías basándose en las curvas de distribución de frecuencias de

ICH/célula (Rainaldi y Mariani, 1982).

Hay otros modelos (Hender, et al, 1974; Comings, 1975)

que difieren sólo en matices del modelo por recombinación.

Un modelo denominado de la "desviación duplicativa"

(Ishii y Bender, 1980) propone que los ICH espontáneos son -

el resultado de una ruptura ocasional de las bandas parenta-

les a nivel de la bifurcación del ADN durante la síntesis y
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su reasociación con las bandas hijas de igual polaridad; por

otro lado sugieren que los ICH causados por daño son debidos

a que el daño sobre una de las bandas parentales hace que é"s_

ta sea rota a nivel del daño en la bifurcación del ADN duran

te su síntesis y que pudiera reasociarse con la banda hija -

recién sintetizada y de la misma polaridad. Después la banda

parental no dañada podría romperse cerca del extremo terminal

de la banda hija que es complementaria a la banda parental -

que tenía el daño y continuarse con ella,.complementándose -

con la banda que tenía el daño (.fig- 3) > es decir, que sería

como un cambio de vía durante la duplicación que permite lle_

naT el espacio opuesto al daño.

El modelo se basa en los datos obtenidos por Ishii y -

Bender (1980), con inhibidores de la síntesis de ADN, los

cuales; incremetan de una manera proporcional los ICH básales

e inducidos con luz U.V. a una misma concentración. Proponen

además que el fenómeno espontáneo se incrementa en el síndro_

me de Bloom, porque en estas células la síntesis del ADN cur

samas lentamente (Hand y Germán, 1975).

Lo interesante de este modelo es que además de proponer

una explicación al mecanismo, le da un significado biológico

importante, el cual es el de permitir el progreso de la sín-

tesis de ADN a pesar de la presencia de lesiones.

ICH y Radiación Ionizante

Ha quedado bien establecida la inducción de ICH Por mu-
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tágenos - carcinógenos químicos (Schreck et al_., 1979; Stet-

ka y Wolff, 1976 a y b) y luz U.V.. (White y Hesketh, 1980; -

Mac Rae e_t al_. , 1979J, sin embargo se han reportado datos

contradictorios con respecto a las radiaciones ionizantes. -

Desde la publicación del trabajo realizado por Perry y Evans

en 1975, en el cual probaron además del efecto de varios rau-

tágenos químicos el efecto de los rayos X, han aparecido una

serie de publicaciones relacionadas con el efecto de la ra_-

diacion ionizante sobre la inducción de ICH (Abramovsky ejt -

al., 1978; Littlefield et_ al., 1979; Nakanishi y Schñeider,-

1979; Renault et_ al. , 1982; Solomon y Bobrow, 1975) en cuyos

resultados se observa desde una inducción considerable a do-

sis tan bajas como 0.15 o 0.25 Gray (Gy) (Abramovsky et al.,

1978; Morales et al., 1983), hasta ausencia total de induc_-

ci6n (Littlefield et al_., 1979; Nakanishi y Schneider, 1979J.

Basándose en experimentos con linfocitos humanos irradia,

dos antes de la estimulación con fitohemaglutinina y por lo

tanto, sin haber incorporado BrdUrd en ningún ciclo, se con-

cluyó que la inducción de ICH por radiaciones observada por

algunos autores, se debe a la sensibilización producida por

la incorporación de BrdUrd al ADN (Littlefield ^ al., 1979).

En el trabajo de Perry y Evans (1975) usando rayos X en

cultivo de células CHO con su AUN unifilarmente sustituido -

con BrdUrd, concluye que la inducción de la clase de lesión

que produce ICH por rayos X, es relativamente ineficiente

con respecto a los eventos.que resultan en aberraciones cro-

mosómicas, o bien que las lesiones que producen ICH son repa.
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radas en su mayoría; a esta conclusiñn llegan después de la

comparación de la dosis de doblaje para ambos eventos, es de_

cir, a las dosis en que se duplica la frecuencia basal (Perry

y Evans, 1975).

Por otro lado, se ha obtenido cierta evidencia acerca -

del tipo de daño producido por algunos agentes químicos que

pudiera, estar relacionada con la inducci&n de ICH, como el

caso de Mitomicina C (Ishii, 1981) u 8 methoxy psoralen mas

U.V. (Sahar et al., 1981J, pero no para radiación ionizante,

además se ha propuesto que los ICH observados después de irrâ

diación ionizante, en realidad representan translocaciones e

inversiones, aparentando ICH sencillos y dobles, respectiva-

mente, basándose en la baja frecuencia radio inducida de ICH

y en una posible relación cuantitativa entre translocaciones

e inversiones con la frecuencia observada de ICH (Wolff et al.,

1974).

Hay una serie de evidencias que sugieren que el daño in

ducidp por diversos agentes sobre el ADN es persistente no

sólo a lo largo de un ciclo celular, sino incluso después de

la división celular. Un tipo de evidencia se deriva de la -

persistencia de frecuencias altas de ICH en las células mucho

tiempo después de haber sido tratadas ¿n v¿vo, tanto experi-

mehtalmente con agentes mutágenos como Mitomicina C (Stetka

et. al,., 1978) y Ciclofosfamida CHuff et_ al.. , 1982), como por

tratamiento contra el cáncer con ciclofosfamida (Raposa,

1978). No obstante que la persistencia pudiera estar relacio
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nada con la velocidad de recambio de los linfocitos, implica

también que el daño no es reparado y permanece hasta que las

células entran en etapa de.síntesis y se forman los ICH (Sch

vartzman y Gutiérrez, 1980). Otro tipo de evidencia de la

persistencia se puede obtener mediante el análisis de los

ICH que ocurren en la la., 2a, y 3a. divisiones después de

la inducción del daño mediante el análisis de células endodu

plicadas, por la comparación de la frecuencia de ICH en 3a.

división y por el protocolo de las "3 vías de diferenciación"

recientemente desarrollado (Schvartzman y Goyanes, 1980).

Con el método de las células endorreduplicadas se ha de

mostrado persistencia del daño generador de ICH por Acetoxy-

acetil amino. fluoreno, Etilmetano sulfonato (EMS), metilmeta

no sulfonato CMMS) y 4-Nitroquinolin 1 ± Oxido (Wolff, 1978).

Con el método de células de 3 divisiones se observa peí:

sistencia del daño inducido por 8-Methoxypsoralen mas U.V.

cercano (Latt y Loveday, 1978) y Mitomicina C tlshii y Ben_- •

der, 1978).

Con el método de "3 formas de tinción" se ha demostrado

la persistencia del daño inductor de ICH por luz Ultraviole-

ta (Schvartzman ££ al-> en prensa).

Sin embargo, no hay evidencia disponible en relación

con la persistencia de la lesión generada en el ADN por ra_-

diación ionizante, que es capaz de producir ICH.
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O É J . E T I V O S

Con es te t rabajo en cé lu las de la médula ósea de ratón

¿n v¿vo, se pretende obtener información en re lac ión con los

s igu ien tes aspectos del fenómeno de ICH:

aj Probar s i l a radiación gamma induce ICH y s i l a in_-

corporación de BrdUrd a l ADN t iene algún efec to .

b) Comparar la respuesta a l a radioinducci6n de ICH y

aberraciones en l a s mismas cé lu las ÁM VÁMO y su co_-

r r e l ac i6n entre s í , y con la duración del c i c lo ce lu

l a r y e l índice mitfi t ico.

c) Analizar la . e s t ab i l i dad de l a i es ión radioinducida

que genera ICH, como evidencia i nd i r ec t a de l a posi-1

b i l i dad de que és ta sea reparada.

El i n t e r é s por r e a l i z a r los experimentos ¿vi vivo rad ica

por un lado, en comparar los resu l tados con modelos experimen

t a l e s ixi vJ,ttio y por otro lado , en poner l a s bases para e l -

desa r ro l lo de modelos ¿n v¿vo, en los que se pueda e s tud i a r

l a s consecuencias que t i e n e e l daño inducido por radiaciones

y o t ros agentes mutagénicos sobre l a s cé lu las o poblaciones

ce lu l a re s dentro de un organismo.

MATERIALES Y MÉTODOS

El desa r ro l lo de t écn icas de t inc ión d i f e renc ia l de cro_

mátidas hermanas u t i l i zando l a incorporación de BrdUrd (Ko_-
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renberg y Freedlender, 1974; Latt, 1973) descrita inicialmen

te por Zakharov y Egolina, 1972, y la posibilidad de anali-

zar de esta manera la existencia de ICH, ha permitido el de_

sarrollo de mültiples sistemas de detección de ICH, tanto ¿n

v¿vo (Bloom y Hsu, 1975; Kligerman y Bloom, 1976; Schreck e_t

al., 1979), como Á,n MÍtuo (.AbeySasaki, 1982); Guerrero et_ -

al., 1979; Ikeuchi y Sasaki, 1981; Latt, 1974; Raffetto et.

al., 1979; Vogel y Bauknecht, 1976).

Estas técnicas al igual que el método, autorradiográfico.

se basan en la duplicación semiconservadora y la segregación

diferencial de la BrdUrd incorporada al ADN, por lo que se -

requiere que dicha incorporación sea por cuando menos duran-

te la primera de dos divisiones subsecuentes.

Debido a que cada una de las cromátidas del cromosoma -

tiene una cadena de ADN de doble banda, después de la prime-

ra división celular en presencia de BrdUrd, cada cromátida -

contiene su cadena unifilarmente sustituida con BrdUrd, des-

pués de la segunda división en presencia de BrdUrd, el cromp_

soma tiene una cromátida unifilarmente sustituida y otra bi-

filármente sustituida; en divisiones subsecuentes en presen-

cia de BrdUrd, la frecuencia de cromátidas unifilarmente sus_

tituídas, es decir, las que contienen la cadena con timidina,

se van diluyendo, de tal manera que en las cSlulas la propor-

ción de cromosomas con una cromátida unifilarmente sustitui-

da, va disminuyendo geométricamente, así es de 1/2 en la tei:

cera división, 1/4 para la cuarta, 1/8 en la quinta, etc.
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(fig- 4).

Estas diferencias en incorporación pueden ser analiza__-

das por tinciones específicas que discriminan entre cromáti-

das unifilar y bifilarmente sustituidas con BrdUrd. Hay va__-

rias técnicas, algunas de las cuales usan tinciones para el

microscopio de fluorescencia, siendo la más usual la que uti

liza bibenzimida H 33258 mejor conocida como Hoechst 33258,

con esta tinciSn las cromátidas unifilarmente sustituidas brî

lian intensamente al igual que las que no- han incorporado

BrdUrd, sin embargo las cromátidas bifilarmente sustituidas

se observan muy opacas (Latí, 1973). otra técnica que es una

variante de ésta., mediante la cual después de ser teñidos

los cromosomas con Hoechst 33258, se tratan las preparaciones

con luz negra fluorescente o solar (Goto et_ al_. , 1975; Perry

y Wolf, 1974; Wolff y Perry, 1974) por diferentes períodos -

dependiendo de la incorporación de BrdUrd y finalmente son -

teñidos con Giemsa; con esta técnica la cromátida bifilarmen

te sustituida con BrdUrd se tiñe muy levemente con Giemsa, -

en cambio la cromátida unifilarmente sustituida se tiñe nor-

malmente, esta última técnica permite tener laminillas perma

nentes CFig- 5).

Hay otra técnica sencilla que en vez de tratamiento con

luz, usa amortiguador de fosfatos 1.0 pH 8.1 a 89UC por 15 -

min. y después tinción con Giemsa (Korenberg y Freedlender,

1974).

El principal problema para el desarrollo de sistemas ¿n

VÁ.VO para el análisis de ICH, consistió en el suministro de
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BrdUrd, ya que la duración de los ciclos celulares es de va-

rias horas y se requiere de esta substancia cuando menos du-

rante el primero de los ciclos subsecuentes, lo cual implica

un suministro de alrededor de 7 horas. Este problema fue re-

suelto de varias formas como: la aplicaci&n de inyecciones -

intraperitoneales múltiples de solución de BrdUrd (Alien y -

Latt, 1976) y por infusiones subcutáneas (Pera y Mattias, r

1976), o intravenosas (Schneider et_ al., 1976) o por la im-

plantación de una tableta con BrdUrd pura (.Alien, ̂ t al..,

1977), cubierta con parafina (McFee et_ al., 1983) o con agar

(.King et_ ai. , 1982).

En esta tesis se usó un método desarrollado por Morales

-Ramírez (.1980), el cual está basado en la inyección intrape_

ritoneal de BrdUrd adsorbida a carbón activado de acuerdo

con un método desarrollado por Russev y Tsanev, (1973).

El sistema de suministro de BrdUrd adsorbida a carbón -

activado además de ser sencillo, permite una clara diferen_-

ciaci6n entre las cromátidas hermanas, habiéndose obtenido -

evidencia de que permite el aporte de BrdUrd por cuando me_-

nos 24 horas, lo cual fue sugerido por haberse observado cé-

lulas de 3a. división para periodos de 24 horas después de la

inyección con BrdUrd-carb8n activado (Morales _et_ al. , 1983).

Un método similar fue desarrollado simultáneamente por

Kanda y Kato (.1979), en cuyo reporte indican que no fue fac-

tible bajo sus condiciones, diferenciar células de la médula

ósea, observando diferenciación solo en espermatogenias y en



43

células inyectadas-en la cavidad peritoneal de ratones. Con-

cluyen que la incorporación de BrdUrd en las células se rea-

lizaba por difusión directa del carbón a las células. No obs_

tante como fue demostrado por Morales-Ramírez (1980) es posi^

b-le mediante este proceso no sólo marcar células de la médu;--

la 5sea., sino otras tan alejadas de la cavidad peritoneal co_

mo lo son las células de la glándula salival de ratones, por

lo que es factible que pueda usarse para cualquier tejido en

proliferación. Además en el mismo trabajo se demostró que se

puede observar él efecto de la Ciclofosfamida, conocido agen

te iitutágeno indirecto, es decir que requiere activación meta,

bolica, tiene en la inducción de ICH tanto en células de la

médula osea como de la glándula salival de ratón y de igual

manera se ha observado producción de ICH por otros mutágenos

químicos (Morales-Ramírez ejt al., 1980; Morales-Ramírez e_t -

al., en prensa), así como por rayos gamma en células de la -

médula ósea de ratón (Morales e£ al..» 1980; Morales-Ramírez

e_t al.. , 1983). Con este método se obtienen consistentemente

valores básales de ICH relativamente bajos de alrededor de -

3.5 tFig. 6).

Animales

Se usaron ratones machos de la cepa Balb C reproducidos

en el bioterio del laboratorio de Radiobiología Humana y de

Mamíferos del Instituto Nacional de Investigaciones Nuclea_-

res (ININ), alimentados con comprimidos Purina ad t¿b¿£um y

bajo condiciones controladas de temperatura y de circulación
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de aire.

Incorporación de BrdUrd

A ratones machos de entre 30 y 40 g de peso y de entre

3 y 4 meses de edad, se les suministro intraperitonealmente

una suspensión acuosa de BrdUrd {.Sigma Chemical) adsorbida a

Carbón activado (MerckJ e n ^ a d0Sls de 1. U mg/g de peso.

La adsorción de BrdUrd al caTbón activado se lleva a CEI

bo mediante la agitación de una solución acuosa de BrdUrd

(20 mg/ml) con 100 mg de carbón activado por mi de solución

de BrdUrd, durante 2 horas.

Mediante este procedimiento se observa que hay una ad_-

sorción de más del 95$ de la BrdUrd de las marcas utilizadas

(tabla IJ, lo cual se demostró midiendo la adsorción a 280 -

nm que corresponde a la longitud de onda de máxima adsorción

de la BrdUrd (fig. 7), en el sobrenadante de latsuspensión.-

La adsorción se realiza bajo condiciones estériles; el car-

bón es esterilizado por calor a 150 °C por 2 horas y vuelto

a esterilizar y desecar al mechero antes de preparar la sus-

pensión. La solución acuosa de BrdUrd se esteriliza por fil-

tración en filtro Millipore de 0.2 micrometros.

Cosecha y obtención de preparaciones de cromosomas

Después de 19 a 24 horas de la inyección intraperito_-

neal de la suspensión de BrdUrd-carbón activado a los rato-
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nes, los animales fueron inyectados con una solución acuosa

de colchicina (sigma) a una dosis de 15 yg/g de peso y 2 ho-

ras más tarde sacrificados por narcosis con éter o por dislp_

cación cervical. Se extrajeron ambos fémures en cada ratón,

los que fueron cortados por ambos extremos y se les inyectó

medio Basal Eagle por un extremo, el contenido se recuperó

en un tubo de centrífuga. La suspensión celular se centrifu-

gó a aproximadamente 1000 G en una centrifuga clínica por 5

min, el precipitado se resuspendió en 0.5 mi de medio basal

de Eagle, se le agregó 7.0 mi de solución hipotdnica de clo_

ruro de potasio [KC1 0.075 M) y se incubó a 37 °C por 15 mi-

nutos. Después de la incubación se centrifugó la suspensión

celular a ± 1000 G por 5 minutos, se quitó la solución hipo-

tónica, las células se resuspendieron en 5 mi de fijador Car_

noy (ácido acético :metanol, 1:3) y se les incubó" por 10 min.

El fijador se cambió 3 veces por centrifugación, después del

último cambio las células fueron resuspéndidas en aproximada.

mente 0.5 mi de fijador.

La suspensión celular en fijador, es goteada sobre por-

taobjetos muy limpios y fríos. Finalmente estas preparacio_-

nes.se dejan secar al aire en la oscuridad.

Tinción Diferencial de las cromátídas hermanas

Se usaron dos técnicas de tinción diferencial, una basa_

da en el método reportado por Goto e_t al_ (1975) usando

na y el otro basado en el método de Wolff y PeTry
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usando bibencimida 33258 de Hoechst.

Para diferenciar las cromátidas por el método de Tioni-

na, se trató a las laminillas con una solución acuosa 10" M

de este colorante durante 10 minutos, se lavaron con agua, -

se montaron con amortiguador de Fosfato monobásico D.Í6 M y

Citrato tribásico 0.04 M pH 7.0. Se expusieron a la luz> de -

una lámpara Fluoromeric de 7S0 watts durante 40 minutos a 6

cm de distancia y finalmente se tiñeron con colorante Giemsa

al 3% en amortiguador de fosfatos 0.01 M pH 6.8.

Para la diferenciación con Bibenzamida 33258 de Hoechst,

se montaron las laminillas con el colorante a una concentra-

ción de 5 microgramos/ml en el mismo amortiguador fosfato-ci

trato antes mencionado y se expusieron a una lámpara de luz

negra General Electric de 25 watts a un centímetro de distan

cia durante 60 a 90 minutos.

Después de la exposición a la luz, las laminillas se in

cubaron a 60 °C en 0.3 M NaCl-0.03M citrato trisódico (.SSC

2X) en baño maría duante 20 minutos. Finalmente se lavaron

con agua y se tiñeron con Giemsa como se mencionó para el mé_

todo anterior.

Análisis

ICH, Los intercambios entre cromátidas hermanas se ana-

lizaron en al menos 30 células en metafase, que tuvieran sus

cromátidas hermanas claramente diferenciadas y con su número
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cromosñmico completó (.40 cromosomas]. En ocasiones se reali-

zaron conteos por más de un observador, o se les tomó una £o_

tomicrografía a cada célula para análisis posterior y cori-o-

boraci6n. A menos que se mencione en las tablas o figuras, -

se analizaron cinco animales por grupo.

Los ICH dudosos no fueron tomados en cuenta. Las fotonü

crografias se tomaron en fotomicroscopios Zeiss usando pelí-

cula "High Contrast" o "Technical Pan" de Kodak.

Rupturas cromosíSmicas. Las rupturas cromosómicas fueron

analizadas en las mismas células en que se hizo el conteo de

ICH. En caso de duda se solicito la opinión de otro observa-

dor y al igual que para el análisis de ICH se tomaron fotos

para análisis.posteriores. En caso de no haber concenso se

descartaba la célula. Se consideró que la presencia de un dî

céntrico y/o dos fragmentos cromosómicos representan 2 ruptii

ras y el caso.de un fragmento cromosómico representa una -

ruptura.

índice MitStico (IM)

Se hicieron dos conteos independientes de cuando menos

1,000 células en cada uno de cinco animales y se considera

en división mitótica únicamente a las células en metafase.

Tiempo de generación promedio (TGP)

Como.se mencionó anteriormente es posible distinguir me
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diante la tinción diferencial de las cromátidas hermanas,

las células que han pasado por uno, dos o tres ciclos de di-

visión; Ivett y Tice (.1982) desarrollaron una ecuación que

permite establecer la duración promedio del ciclo celular en

la forma siguiente:

T
(£1a. Div. XI) + (%2a. Div. X 2) + (%3a. Div. X 3) = T G P

Donde:

T = Tiempo de administración de la BrdUrd

TGP = Tiempo de generación promedio

Por lo que para calcular el TGP se contaron los porcen-

tajes de células en la., 2a. o 3a. división, en cuando menos

500 células. Los datos obtenidos se sustituyeron en la fórmu

la anterior.

Estadística

Los datos se expresan como el promedio más o menos la -

desviación estándar o el error estándar, según el caso, y en

las tablas o gráficas se hace mención de esto.

Para el análisis de significación se usó la prueba de t

"Student" o la prueba de Chi cuadrada (x2) c o n Ia corrección

de Yates en el caso de comparar proporciones. En ambos casos

se usó un programa incorporado en una calculadora Texas Ins-

truments 59.
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Irradiación

La irradiación" de los animales a los tiempos descritos

en los protocolos se efectuó en una fuente Vick Rad de G0Co

de exposición geométrica. Esta fuente presenta una razón de

dosis de aproximadamente 6.9 Gy/min. Las dosis de exposición

fueron corroboradas por terraoluminiscencia, en el laborato_-

rio de actinometría del Instituto Nacional de Investigaciones

Nucleares (ININ)• La irradiación fue individual y los dosíme_

tros dentro de cápsulas de gelatina fueron colocados con te-

la adhesiva, uno én cada pata del ratón. No se hicieron co_-

rrecciones para atenuación, ya que era de esperarse que ésta

fuera mínima.

Protocolos

Protocolo I

Para determinar el efecto de las radiaciones sobre la -

inducción de ICH se irradiaron cuando menos 5 animales antes

del suministro de BrdUrd (Fig. 8A) y para establecer el efec_

to de la BrdUrd incorporada al ADN sobre la producción de

ICH por radiación, número similar de animales se irradiaron

después de 9 horas de haber sido suministrada la BrdUrd (.Fig.

8B). En ambos casos se inyectó colchicina a los animales, 19

horas después del suministro de BrdUrd y se les sacrificó 2

horas más tarde. Se hicieron testigos paralelos. Este proto-

colo se basó en estudios previos (Morales e£ al̂ ., 1980).
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Protocolo II

Para comparar la frecuencia de ICH y de aberraciones ra

dioinducidas en células con su ÁDN unifilarmente sustituido

con BrdUrd, se irradió a dos grupos de cinco animales 9 ho-

ras después de haberse suministrado la BrdUrd y se sacrifica

ron 12 (Fig. 9 A) y 18 (Fig. 9BJ horas después de irradiar. -

La colchicina se les inyectó 2 horas antes del sacrificio.

Los testigos no irradiados fueron sacrificados a los mismos

tiempos (fig. 9). Considerando que el tiempo de generación -

promedio en las células de la medula ósea es de alrededor de

1 3 hs, se supuso que en el grupo sacrificado a las 12 hs

postirradiación, la mayoría de las células serian "irradiadas

en la etapa Gi; respecto al grupo sacrificado a las 18 hs -

postirradiación se intentó compensar el retarda mitótico de-

bido a la irradiación, el cual afectaría principalmente a la

segunda división.

Protocolo III

Para determinar la estabilidad del daño radioinducido -

generador de ICH, se irradiaron varios grupos de animales an

tes del suministro de BrdUrd, sacrificándose un grupo cada -

24 horas hasta las 168 horas después de irradiación.

En todos los casos se suministro BrdUrd 24 horas antes

y la colchicina 2 horas antes del sacrificio. Los grupos tes_

tigo se corrieron en paralelo con los lotes irradiados.
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R E S U L T A D O S

1.- Inducción de IGH por radiación gamma y efecto de la

incorporación de BrdUrd al ADN

Como se observa en la figura 11 y tabla 11, la radiación

gamma es capaz de inducir IGH antes o después de la incorpo-

ración de BrdUrd al ADN (Protocolo I,. A y BJ, no obstante se

nota claramente que la BrdUrd aumenta de manera notable la -

frecuencia de ICH_ radioinducidos. El comportamiento de las

curvas de inducción de ICH por radiaci&n antes o después de

la incorporación de BrdUrd es completamente diferente, en el

caso de inducción de ICH por radiación gamma después de la -

incorporación de BrdUrd la respuesta es lineal cuando menos

en el intervalo probado. Con:.una relación dosis-efecto de

8.4 ICH/Gy. En cambio la inducción de ICH por radiación gam

ma antes de la incorporación de BrdUrd, además de ser bastan

te menor aparentemente tiene dos pendientes, una entre 0 -

0.6 Gy con una relación de 2.5 ICH/Gy y otra entre 0.6 y 1.9

Gy con una relación de 0.62 ICH/Gy.

La distribución de frecuencias de ICH/célula (Fgis. 12}

se comporta como tipo Poisson tanto para las células irradia_

das antes de la incorporación de BrdUrd como para las irra_-

diadas después de esta, no obstante debido al número de célu

las analizadas esto se ve más claramente en las células irra.

diadas después de la incorporación. Aparentemente se requie_
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ren alrededor de 200 células para un buen ajuste entre la -

distribución teSrica y la observada, para un incremento de -

hasta 6 ICH/célula respecto al control.

Por otro lado, parece ser común la presencia de células

con una frecuencia alta de ICH, que se salen completamente -

de la distribución teórica y las cuales representan menos

del H . Es posible que el origen de los ICH en dichas célu-

las no sea daño radioinducido, sino por ejemplo inhibición -

de las síntesis de ADN por la BrdUrd.
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II. Comparación de las frecuencias de inducción por radiación

de ICH y rupturas cromosómicas y su correlación entre -

sí y con el IM y.el TGP

Como se describió en los protocolos el efecto de las ra

diaciones sobre ICH y las rupturas cromosómicas fue analiza-

do a las 12 y 18 hs y después de la irradiación en células -

de 2a. división, es decir que fueron irradiadas después de -

haber incorporado ErdUrd por un ciclo.

En la tabla III se puede observar que la inducción de -

ICH, para las células cosechadas a las 12 o 18 hs después de

la irradiaciSn es prácticamente igual y en ambos casos fue

altamente significativa (p. < 0.001 t de student) respecto a

sus testigos. Con relación a las aberraciones se nota una -

ciara inducción para ambos períodos postirradiaci&a, siendo

mayor a las 18 horas, no obstante la diferencia entre ambos

períodos no fue significativa debido a la variación, la cual

se explica por el tamaño de la muestra por animal* Con res_-

pecto a los índices mitóticos, éstos fueron significativamen

te diferentes en ambos períodos postirradiación en relación

a sus controles (tx p < 0.02, t2 p < 0.05 t de student) aun-

que la diferéncai neta es de s6lo 7 y 1.5 metafases por 1000

células, respectivamente.

De lo anterior se desprende que los ICH y las rupturas

cromos5micas constituyen una respuesta clara a la exposición

a las radiaciones.
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Al comparar la inducción de ICH con la de rupturas cro-

mosómicas, se puede observar que la frecuencia de ICH/célula

es hasta 2 órdenes de magnitud mayor que las rupturas cromo-

sfjmicas/célula comparadas bajo las mismas condiciones y en -

las mismas células siendo similar dicha respuesta para los

dos períodos postirradiación.

Es importante tomar en cuenta que si bien el número de

células analizado no es el más apropiado para establecer de

una manera precisa el número de aberraciones radioinducidas

sí es suficiente para establecer el orden de magnitud de la

respuesta.

Dado que la frecuencia de ICH es igual en ambos perío_-

dos postirradiación, a diferencia del TGP que es mayor en el

segundo periodo, se puede proponer que no hay una correlación

entre la variación del TGP y la frecuencia de ICH.

Para establecer la existencia de alguna correlación en_

tre la inducción de ICH y de aberraciones, se comparó la fre_

cuencia de ICH en células con o sin rupturas (.Tabla iv). De

dicha comparación se desprende que las células con o sin rup_

turas presentan prácticamente la misma frecuencia de ICH, lo

que sugiere que los fenómenos operan de una manera indepen_-

diente.

Del análisis de las frecuencias acumulativas de ICH en

los dos períodos postirradiación (£ig. 13) se desprende que

la respuesta a nivel de poblaciones celulares es prácticamen

te la misma.
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Con respecto a las rupturas cromosómicas se observó un

dato interesante, dado que se obtuvo una frecuencia más alta

de rupturas dables en el segundo período postirradiación que

en el primero (Tabla V), sin embargo, debido al numero de c|_

lulas analizadas y a la variación entre los ratones no és po_

sible determinar la importancia de dicha observación. No obs_

tante es posible que -tu vZvo las células con dos rupturas

tengan un mayor retardo mitótico que las células con- ruptu_-

ras sencillas.

En la figura 14 se puede observar las frecuencias de cé̂

lulas en 1a., 2a. y 3a. divisiones a los dos tiempos postirra.

diación. Con relación a los testigos se nota una disminución

de las células de la 1a. división (371, p •< 0.005 t student)

y un incremento en las células de 2a. (12%, p.<0.03 t stu_*-

dent) y 3a. división C19$» P <0.02 t de studentj, dichos

cambios son de esperarse, debido a la proliferación continúa

de las células en la médula ósea.

Por otro' lado, las células irradiadas en tj demuestran

una acumulación de metafases de 1a. división (35%, p <0.Q8

t de student) y una disminución en el número de metafases en

2a. división (26%, p <0.03 t de student) con respecto a su

testigo. Por otro lado las células con 18 h postirradiación

tienen una importante disminución de las células de 3a. divi

sión (92$, p < 0.001) con relación al testigo correspondien-

te.

Dichos cambios se reflejan en el TGP, (Tabla III), ha_-
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biendo una diferencia altamente significativa (p < 0.001 t -

de student) de dos horas y media para el, período de 18 h post.

irradiación.
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III. Persistencia del daño radio inducido generador de ICH

Usando el protocolo III (Fig. 10) en el cual los anima-

les son irradiados con 1.9 Gy al tiempo cero y se analiza la

frecuencia de ICH/celula a las 24, 48, 72, 96 y 168 postirra.

diación. Se suministró la BrdUrd necesaria para el análisis

de ICH 24 h antes del sacrificio del animal. Para el primer

período C24 h) la BrdUrd se inyecta inmediatamente después -

de la irradiación.

En la figura 15 se observan los resultados en 2 diferen

tes experimentos para cada tiempo postirradiaci5n (.a excep_-

ci6n de 168 h postirradiaciónj, en los cuales se observa una

buena reproducibilidad de los cambios de frecuencia en fun_

ciSn del tiempo, dé igual forma que en los testigos simultá-

neos.

En la Tabla VI que es un resumen de los datos de la fi-

gura 15, se observa que la frecuencia de ICH sufre variacio-

nes importantes en el tiempo postirradiacifin. A las 24 h

postirradiacion la frecuencia de ICH se incrementa al doble

del valor basal tP < 0.0001, t de student). Dicho incremento

disminuye significativamente a las 48 h con respecto al ob_-

servado a las 24 h tp <0.03, t de student). Sin embargo a -

las 7Z h hay un incremento inesperado a una frecuencia igual

a la observada a 24 h. A las 96 h una nueva e importante dis_

minuci6n que {24 vs 96 p < 0.0002 t de studentJ sin embargo

sigue siendo significativamente mayor que el valor basal
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Cp. < 0.001 t de studentj.

A las 168 h postirradiación hay una clara disminución -

en la frecuencia de ICH radioinducidos, no habiendo ya dife-

rencia significativa con el valor basal.

Es importante hacer notar que la presencia de algunas -

células con una frecuencia muy alta de ICH especialmente a -

las 72 y 96 hs postirradiación (fig. 16) influye de una mane

ra importante en la frecuencia de ICH/célula en algunos ani-

males, lo que repercute de cierta forma en el promedio, pero

de una manera más importante en la desviación estándar y en

los rangos (Tabla VI).

En la figura 16 se observan las distribuciones de fre_-

cuencias de ICH/célula para los diferentes tiempos postirra-

diación,, así como su comparación con las distribuciones de -

Poisson teóricas. Se .puede observar que para el testigo y 24

h postirradiacián el ajuste con la distribución teórica es

muy bueno. Para 48, 72 y 96 h no obstante que el numero de

células analizado es suficiente para obtener un buen ajuste

con la distribución teórica, este no es tan bueno. A las 48

h hay una aparente tendencia hacia los valores básales sien

do la moda entre 3 y 4, en el ajuste la moda es entre 4 y 5.

A las 72 h aunque la moda es de alrededor de 6.0 ICH/célu-

la persiste un número relativamente alto de células con fre-

cuencias entre 2 y 4 ICH. Esto sugiere la presencia de 2 sub_

poblaciones. A 96 h hay una clara tendencia a distribuirse

de una manera similar al testigo, pero en una frecuencia al-
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go mayor de células de más de 3 ICH/célula.

Para calcular la distribución teórica para 72 y 96 hs -

no se tomó en cuenta las células con frecuencia muy alta (Fig.

16 en negro}, ya que afectan de manera importante el ajuste

de la curva. Se supuso que en dichas células la frecuencia a¿

ta de ICH es debido a mecanismos o eventos diferentes del da

ño radioinducido, con base en dos datos previamente reporta-

dos (Rainaldi y Mariani, 1982}.

La. proporción de células con 1 a 3 y 6 a 8 ICH para ca

da período postirradiacion fueron comparadas con el testigo ,

usando la prueba de Chi cuadrada con modificación de Yates -

(Tabla VTI). De esta comparación se puede concluir, que la -

diferencia importante observada a las 24 hs es claramente

disminuida en 48 hs (40.4 - 24.2 y 29.1 - 16.1} notándose -

además que la proporción de células con 3 y 8 ICH no fueron

significativamente diferentes al testigo. Por otro lado las

diferencias observadas a 72 h postirradiación son similares

á las obtenidas a 24 h tanto para 1-3 como para 6-8 ICH. A

las 96 h no se obtuvo diferencia significativa respecto al

testigo, con excepción de la observada para 6 ICH en la cual

sí hubo significatividad (p < 0.002}.

Para descartar la posibilidad de que las diferencias ob_

servadas en los diferentes tiempos postirradiación fueran de

bidas a diferencias entre los animales, las proporciones de

células con 1 a 3 y 6 a 8 ICH_ fueron comparadas entre los

animales para cada tiempo postirradiación, las diferencias -
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de dicha comparación no fueron significativas (Chi
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D I S C U S I Ó N

I. Inducción de ICH por radiación gamma y efecto de la In-

corporación de BrdUrd al ADN

Existen en la l i teratura varios trabajos relacionados -

con la generación de ICH por radiación ionizante, realizados

en sistemas y condiciones muy diversas. Los resultados ahí -

reportados, como se mencionó anteriormente, van desde una -

considerable inducción de ICH a dosis tan bajas como 0.15 Gy

(Abrámovsky et_ al. , 1978; Anderson et_ al,. , 1981; Morales et

a l . , 1983) hasta una nula inducción (Nakanishi y Schneider,

1979; Littlefield et ai., 1979).

Litt lefield et_ aJU,(1 979) basándose en la ausencia de -

respuesta a la generación de ICH por rayos gamma en linfoci-

tos humanos irradiados en Go, propone que la BrdUrd sensibi-

liza al ADN para la producción de ICH por radiación ioinizan

té . Por otro lado Morales et_ aJU , (1983), observaron un in__-

cremento significativo de ICH en células irradiadas con 0.36

Gy después de incorporación de BrdUrd en comparación con las

irradiadas antes del suministro de BrdUrd. La propuesta de

Litt lefield et_ al.., coincide con los resultados obtenidos

previamente por diferentes autores, ya que en general los -

trabajos en los cuales la irradiación se efectúa antes de la

incorporación de BrdUrd al ADN obtienen frecuencias menores

de ICH (Eornace e£ a l . , 1980; Lit t lefield ot a l . , 1979; Naga

sawa y Li t t le , 1979; Nakanishi y Schneider, 1979), que los -
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que irradian después de la incorporación de BrdUrd durante -

un ciclo de división (.Abramovsky et al., 1978; Anderson et̂  -

al.» 1981; Perry y Evans, 1975; Salomón y Bobrow, 1975; Mora

les e£ al., 1983).

Los resultados obtenidos en esta tesis concuerdan clara

mente con el necno de que la BrdUrd sensibiliza al ADN para

inducir ICH por radiaciSn gamma, así cuando los animales son

irradiados después de la incorporación de BrdUrd, la respues_

ta es lineal en el ragno de 0 a 0.6 Gy con una eficiencia de

8.4 ICH/célula/Gy; en cambio cuando las células son irradia-

das antes de la incorporación del BrdUrd la curva dosis-ICH

no es lineal con aparentemente dos pendientes, una en el ran

go de 0 a 0.6 Gy con una eficiencia de 2.5 ICH/célula/Gy y -

otra en el rango de 0.6 a 1.9 Gy con una eficiencia de 0.62

ICH/célula/Gy, lo que implica que la BrdUrd incorporada al -

ADN aumenta de 3 a 13 veces la inducción de ICH.

El comportamiento lineal de la curva de dosis respuesta

para la irradiación después de la incorporación de BrdUrd es_

tá de acuerdo con los datos de Perry y Evans, 1975, en célu-

las de criseto chino (hámster).

Por otro lado el comportamiento no lineal de la curva -

de dosis ICH en células irradiadas antes de la incorporación

de BrdUrd no está de acuerdo con los reportes previos obteni^

dos en células de la médula ósea de ratón ¿n v¿vo (Nakanishi

y Schneider, 1979J y en células de criseto chino ixi vX.tno (Re_

nault et al., 1982), en los cuales reportan, un comportamiento
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lineal. Sin embargo, el primer reporte no incluye datos para

dosis menores de 2.0 Gy y el segundo no obtiene un comporta-

miento claro entre 0.5 y. 2.0 Gy. En linfocitos humanos esti-

mulados con fitohemaglutinina <6i vÁXtio, Tice (comunicación -

personal) ha obtenido una respuesta no lineal irradiando en

G0.

Recientemente Chad y Rosenstein (19840, han obtenido da

tos con radiaci6n gamma lGnCo) de los que se desprende la -

presencia de dos pendientes, una hasta 0.5 Gy y otra de 0.5

hasta 5.0 Gy, con pendientes muy similares a las presentadas

en esta tesis.

La presencia de dos pendientes pudiera estar de acuerdo

con el modelo de Painter (1980] en el cual postula que las

radiaciones ionizantes inducen pocos ICH, porque el daño que

produce, este tipo de radiación inhibe \La iniciación de la -

síntesis de ADN a diferencia de los buenos inductores que in

hiben la progresiSn, por ejemplo luz U.V. En el caso de es-

ta tesis, el efecto del daño producido a dosis bajas que es

capaz de generar ICH con relativa eficiencia es inhibido a -

dosis más altas por otros tipos de daño, por ejemplo: ruptu-

ras dobles y rupturas simples cercanas en la misma o en dife

rente banda del ADN, las cuales aumentan su probabilidad de

ocurrencia con la dosis. Chao y Rosenstein (1984) han obteni

do evidencia de que la radiaci5n gamma si es capaz de inhi-

bir la inducción de ICH producidos por luz U.V.

Con respecto a la eficiencia de inducción de ICH por la
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irradiación con rayos gamma antes de la incorporación de

BrdUrd, en esta tesis los resultados indican que es mayor

que la de aproximadamente 1.0 ICH/célula observada por otros

autores (Fornace Qt_ al_., 1980; Nakanisni y Schneider, 1979;-

Popescu, 1979; Renault et al. , 1982) usando rayos X. Es poŝ L

ble que las discrepancias en respuesta sean debidas a las d¿

ferencias en energía de la fuente de radiación; Fornace y cp_

laboradores (1980) y Renault y colaboradores (.1982) usan £uen

tes de rayos X de aproximadamente 200 KeV y en esta tesis se

usaron rayos gamma de 1,3 MeV han sido propuestos argumentos

similares para explicar diferencias en los resultados obteni^

dos, respecto a la radioinduceion de rupturas cromatídicas -

(Ludmik et̂  aĵ . , 1981) Chao y Rosenstein (1984) han reportado

datos muy similares usando rayos gamma (.60Co). Por otro la-

do nuestros resultados no coinciden con los obtenidos por

(Littlefield et al., (1979) en linfocitos irradiados con ra-

yos gamma antes de ser estimulados por fitohemaglutinina, ya

que no observaron diferencias significativas en ICH a dosis

de 1.5 y 3.0 Gy con respecto al testigo. Esta discordancia -

en los resultados tal vez sea debida a las diferencias fisio_

lógicas entre los linfocitos en G y las células de la médu-

la ósea que está en proliferación continua o bien a la dispo_

nibilidad de tiempo para reparar el daño involucrado en la -

producción de ICH (Schvartzman y Gutiérrez, 1980). Otra posi

bilidad pudiera ser la dificultad de distinguir diferencias

pequeñas en los valores básales de 7 a 9 ICH/célula obteni_-
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dos en su trabajo.

Con relación a la eficiencia en la inducción de ICH por

radiación gamma en células que han incorporado previamente -

BrdUrd al ADN, Perry y Evans (1975), reportan alrededor de -

4 ICH/Gy, para rayos X en célila de criseto chino ¿n \r¿£tio;

por otro lado Abramovsky et al. , (1978,), observan una eficien

cia.de alrededor de 6.U ICH/Gy para rayos gamma en linfoci-

tos humanos. Las diferencias con los datos de esta tesis, en

los cuales se obtuvo tina eficiencia de 8.4 ICH/Gy pueden ex-

plicarse por las diferencias en los tipos celulares, aunque

parece ser que también la energía de la fuente pudiera estar

jugando un papel importante, en particular con respecto a -

las eficiencias obtenidas en esta tesis y por Perry y Evans

(1975).

Las diferencias entre las curvas de dosis-respuesta su-

gieren que la BrdUrd sensibiliza al ADN en la inducción de -

ICH por radiaciñn ionizante como fue propuesto previamente -

(Littlefield, ejfc al.. , 1979; Morales-Ramírez et_ al̂ . , 1983). -

Ya que la diferencia entre la timidina y la bromodeoxyuridi-

na es el átomo de Bromo que sustituye al metilo de la timidi^

na, resulta interesante investigar el papel que juega este -

átomo en la sensibilización. En particular como un modelo pa_

ra el estudio de la clase(s) de lesió"n(es) involucrada(s) en

la producción de ICH.

El análisis de las poblaciones celulares permite obser-

var que la distribución de frecuencia de ICH/célula se ajus-
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ta de una manera muy aproximada a la distribución de Poisson

como ha sido previamente descrito (.Rainaldi y Mariani, 1982;

Morales e£ al_. , 1983]) tanto para las poblaciones testigo co-

mo para las irradiadas, antes o después de la incorporación

de BrdUrd al ADN. Resulta más aparente en la población irra-

diada después de la incorporación de BrdUrd, lo cual puede -

ser debido al tamaño de la muestra.

Es interesante el hecho de encontrar algunas céluas fi%)

que tienen frecuencias extremadamente altas de ICH y con una

probabilidad muy baja de que sus ICH hayan sido inducidas o

al menos directamente por la radiación, lo cual es apoyado -

por el hecho de que también se presentan en los testigos no

irradiados. En estos casos los ICH son aparentemente induci-

dos por el efecto inhibidor de la BrdUrd sobre la síntesis -

de ADN ya que en las células los ICH así inducidos se presen

tan en frecuencias muy altas y no se ajustan a la distribu_-

cidri de Poisson (Rainaldi y Mariani, 192; Morales e£ al.,

1983).
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II. Comparación de las frecuencias de ICH y rupturas cromosd

micas inducidas por radiación y correlación de estos even

tos entre sí y con el IM y el T.G.P

La radiación ionizante produce principalmente 3 tipos -

de lesión sobre el ADN, rupturas de una sola banda, rupturas

dobles y daño sobre las bases.

La proporción de estas lesiones se ha estimado de 10 a

20 rupturas sencillas por una doble. El daño sobre las bases

es aproximadamente igual al de lesiones sencillas. Debido a

que el ADN se encuentra estrechamente asociado a proteínas -

en la cromatina de células eucariontes, existe la posibili-

dad de que la radiación produzca enlaces ADN - proteína o in

cluso con algunas otras moléculas.

La relación de estas lesiones radioinducidas con la pro_

ducción de los diferentes tipos de aberraciones tiene un in-

terés especial tanto para el establecimiento del significado

biológico de dichos eventos citogenéticos, como para estable_

cer las consecuencias que tienen para las células y los orga,

nismos en las cuales suceden.

Se ha propuesto que las rupturas cromosómicas son produ

cidas por rupturas dobles, por rupturas sencillas muy cerca-

nas en cadenas opuestas e incluso por daño en las bases del

ADN. De igual forma se ha propuesto que dichas rupturas son

el producto de la lesión, más la actividad de reparación o -

por la falta de la misma. Sin embargo la mayoría de las evi-
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dencias apoyan el que las rupturas dobles son la principal,

sino es que la única causa de las rupturas cromosómicas (Na-

tarajan, 1976).

Entre las evidencias mas significativas se pueden citar

las siguientes:

1) Ha sido establecido que las radiaciones inducen abe-

rraciones de tipo cromosSmico cuando las células son

expuestas en la etapa Gi, es decir antes de la dupl̂ L

cacifin del ADN, en cambio las células irradiadas en

Gz presentan aberraciones de tipo cromatídico (.Evans

y Savage, 1963).

2J En estudios utilizando uridina tritiada con actividad

específica muy alta induce únicamente aberraciones

cromatidicas en células en etapa Gi. Lo cual es in__-

terpretado como que en las zonas de transcripción

las partículas beta producen rupturas, las cuales so_

,1o afectan a la banda que se transcribe, y que dicha

lesión se puede expresar como ruptura cromatídica en

la siguiente metafase (Kiessling ejt ¡al_. , 1971 y Nata

rajan y Sharma, 1971J.

3)'Natarajan y colaboradores U980, 1982) han realizado

una serie de experimentos utilizando la Endonucleasa

de Neurospora (E.C.J.I.4.), enzima cuyo sustrato es

el ADN de una sola banda, transformando rupturas de

banda simple en rupturas dobles. Dicha enzima es in-

troducida en células de ovario de criseto chino (CHO)
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das con rayos X. Usando este protocolo se demostró -

que la endonucleasa aumenta Las frecuencias de aberrsi

ciones cromosSmicas radioinducidas cuando las célu_-

las son irradiadas y tratadas con la enzima en la

etapa Gj y de aberraciones cromatídicas cuando las -

células* son irradiadas y tratadas con la endonuclea-

sa en G2.

Una cuantificación apropiada de las rupturas inducidas

por radiaciones es entorpecida por la reparabilidad de lesi£

nes, tanto en una banda como en las dos bandas, así como

otros eventos como sensibilidad o muerte celular que van a

alterar el número de rupturas observables en metafase. Recieii

temente Cornforth y Bedford (1983) han desarrollado un ele__-

gante sistema para establecer el numero de rupturas induci-

das en la etapa Gi por rayos X. Dicho método consiste en in-

ducir la condensación prematura inmediatamente después de la

irradiación de los cromosomas, de fibroblastos humanos en eta_

pa Gi mediante la fusión con células HeLa en mitosis marca_-

das con BrdUrd.

En este protocolo analizan los cromosomas prematuramen-

te condensados después de teñirlos con la técnica de FPG evi_

tando la interferencia de los cromosomas que inducen la con-

densación, los cuales van a estar pobremente teñidos. Median

te este protocolo determinan que la eficiencia de inducción

de rupturas cromosomicas es de 0.063 rupturas por célula por

0.01 Gy.
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Sin embargo se ha estimado que las radiaciones ionizan-

tes producen aproximadamente de.10 a 20 rupturas sencillas -

en el ADN por célula por 0.01 Gy, es decir del orden de 1 a

2 rupturas dobles por célula por 0.01 Gy, asumiendo que la -

relación de rupturas simples a dobles es de diez a una (Ryd-

berg, 1980).

Si estas estimaciones son apropiadas implicaría que una

de cada 15 o 30 rupturas dobles no se expresan como rupturas

cromosdmicas o que las estimaciones del numero de rupturas -

sobre el ADN por métodos bioquímicos introduce algún error,

tal vez produciendo rupturas en algunos sitios frágiles du_->

rante el proceso de cuantificación.

En el mismo trabajo Cornforth y Redford, verifican que

bajo sus condiciones de exposición a las radiaciones en la

etapa Gi, estas células presentan sólo aberraciones de tipo

cromosdmico cuando son analizadas en metafase.

La eficiencia de las radiaciones ionizantes para indu-

cir rupturas cromosárnicas, analizadas en metafase, es de -

aproximadamente 0.0032 ± 0.0017 (% ± S) rupturas/célula por

0.01 Gy. Estimada a partir de los resultados obtenidos por -

diversos autores, en diferentes sistemas y para el Tango de

entre 0.5 y 3.0 Gy (Brewen y Luippold, 1971; Lloyd e£ al., -

1973; Moore, 1980; Natarajan et al., 1980; Tremp, 1981; Wy_

szynska y Liniecfci, 1980).

Es interesante considerar que de las rupturas cromosónü

cas por radiación en etapa Gj (0.063/célula/Q.Ol Gy solamen-

te el 5? (0.003/célula/0.01 Gy) permanecen, se expresan o
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son detectables en 'metafase. Esto puede ser explicado en ba-

se a la posibilidad de que estas lesiones sean reparadas.

Conforth y Bedford (1983J observaron que las rupturas -

cromosómicas inducidas por radiación son reparadas muy efi-

cientemente en las primeras 6 hr. después la eficiencia dis-

minuye aunque continua la reparación. Esto resulta relevante

en relación con el tiempo de que dispone una célula para repa.

rar dicho daño antes de que la célula entre en división, es-

pecialmente en células en proliferación continua.

Los datos anteriores coinciden con los experimentos de

Chao y Rosenstein (1984).en los cuales observan que la inhi-

bición por radiación gamma de la inducción de ICH por Luz Ul_

travioleta va.disminuyendo de una manera importante en las-

primeras 6 horas después de la irradiación. Si esta correla-

ción es pertinente implicaría que en ambos sistemas las rup-

turas dobles son reparadas y que dichas rupturas son respon-

sables de la inhibición de la formación de ICH.

No habiendo evidencia experimental previa, Perry y Evans

(1975) partiendo de los resultados obtenidos de la exposición

con rayos X de células con su ADN unifilarmente sustituido

con Brdürd concluyen que la radiación induce un incremento

mínimo de ICH comparado con la incidencia de aberraciones -

cromosómicas y cromatídicas sugiriendo que la inducción de

ICH por rayos X es muy ineficiente o que la lesión involucra^

da es rápidamente reparada. Para comparar las eficiencias se

basaron en la dosis de doblaje (incremento relativo), es de-
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cir, la dosis en que se duplica el valor basal de ICH y que

en su caso fue de 4.0 Gy. Estimando que a esta dosis la fre-

cuencia basal de aberraciones se incrementa aproximadamente

veinte veces, sin precisar la fuente de dicha estimación.

En la literatura con frecuencia se utiliza indistinta-

mente dos índices de la sensibilidad de métodos o de células

frente a agentes: el incremento relativo y el incremento ne-

to. El incremento relativo definido en términos del número -

de veces que se aumenta el valor basal y el incremento neto

definido como la diferencia con respecto al valor basal.

Es importante tener en consideración que si bien el in-

cremento relativo es un buen Índice de la eficiencia, no lo

es para comparar eficiencias de eventos con valores básales

muy diferentes, ya que en sí las diferencias en los valores

básales hacen que la comparación se pueda llevar a cabo en-

tre diferentes ordenes de magnitud e incluso la aplicación

de los criterios de incremento relativo e incremento neto sp_

bre los mismos datos se pueden llegar a conclusiones contra-

dictorias.

Un ejemplo lo constituyen las conclusiones obtenidas por

Shiraishi y Sandberg (1978) en relación con la sensibilidad

a la inducción de ICH por Mitomicina C en células de pacien-

tes con síndrome de Bloom. En dicho estudio compararon el in

cremento relativo de ICH inducido por Mitomicina C en c£lu_-

las de pacientes con síndrome de Bloom y el obtenido en cSli»

las de individuos normales.
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Sus datos indican que la frecuencia de ICH a una. concen

traci6n de mitomicina C 1 x 10" M para células normales au-

menta 2.2 veces el valor basal (6.4 ICH/célula) y para célu-

las de pacientes con síndrome de Bloom aumentan 1.6 veces su

valor basal (80 ICH/célula) concluyendo que las células de -

pacientes con síndrome de Bloom no son sensibles a Mitomici-

na C. respecto a la inducción de ICH.

Si se comparan los mismos datos por incremento neto se

tendría que a la misma concentración de mitomicina en las c£

lulas normales se producen 7.8 ICH/célula sobre el valor ba-

sal y en las células de pacientes con síndrome de Bloom se -

producen 48 ICH/célula; de lo cual se puede concluir que las

células de pacientes con Bloom sí son más sensibles a la in-

ducción de ICH por Mitomicina C.

En los resultados reportados en esta tesis se observó -

un incremento significativo de ICH a dosis tan bajas como

0.12 Gy, siendo la dosis de doblaje de 0.4 Gy, es decir, 10

veces menor que la obtenida por Perry y Evans (.1975). Esta -

discrepancia se puede explicar con base en la diferencia de

frecuencias espontáneas, las cuales son tres veces mayores

en las células CHO usadas por Perry y Evans (.1975) que las

obtenidas en células de médula 6sea ixi MAMO. Esta situación

permite poner en duda la utilidad de la dosis de doblaje pa-

ra comparar resultados de sistemas con diferentes valores ba

sales de ICH. Siendo esta objeción más pertinente en la com-

paración de eventos con valores básales tan diferentes como
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lo son los ICH y las aberraciones cromosómicas (Morales e_£ -

al., 1983). En este trabajo con base en los incrementos ne-

tos de ICHs y rupturas cromosámicas por célula, inducidos

por la radiación, se puede concluir que los daños observados

como ICH son aproximadamente 80 veces más frecuentes que los

expresados como rupturas cromosómicas. Aunque pudiera argu_

mentarse que el número de células analizadas no permite una

estimación muy precisa de las rupturas, sí es evidencia su1

ficiente dada la magnitud de la diferencia en respue.sta. De

igual forma, los resultados de Anderson e_t a¿. , (1981) indi-

can que hay una eficiencia 30 veces mayor en la inducción de

ICH por radiación ionizante que de rupturas cromosómicas, en

condiciones similares de sustitución de BrdUrd en el ADN,

que en el trabajo de Perry y Evans (1975) y en la presente

tesis.

Estos resultados no son sorprendentes, ya incluso compa

raudo la eficiencia neta de ICH obtenida por Perry y Evans

(1975) con la de rupturas cromosoraicas reportada aquí, resul_

ta una relación de 20 a 60 veces.

Otro aspecto que tiene que ser considerado, es el hecho

de que las células en medula ósea no están sincronizadas,

por lo que no es posible definir de una forma precisa la eta

pa del ciclo celular en que las células fueron irradiadas. -

Sin embargo, si consideramos el tiempo de generación prome_-

dio y analizamos solo células en metafase de la segunda divî

sión se tiene una mayor posibilidad de predecir o establecer
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en qué etapa del ciclo se encontraban la mayoría de las célu

las al ser irradiadas.

Es por lo que en el protocolo (II A) se consideró que -

siendo el tiempo de generación promedio para las células de

médula ósea de alrededor de 13 hs., si se irradian las célu-

las 12 hs antes del sacrificio (mitosis), las células se en-

contrarían en "Gi" del segundo ciclo y en caso de retardo IÓ

tótico en "Gi" o principios de la etapa "S".

Sin embargo, debido a que el retardo mitótico puede

afectar en mayor o menor grado a las diferentes células, se

decidió analizar células (.II B) en nieta fase de 4 a 6 horas

más tarde que para el primer grupo. Se supuso que al anali-

zar células de segunda división se descartaba en cierto gra-

do a las células que estuvieran en etapas previas a "Gi" o -

"S" del segundo ciclo, las cuales tenían la posibilidad de

habeT pasado, por 3 ciclos de división. Por lo que se conside_

ró que analizando células en segunda división en el.segundo

tiempo post-irradiación se tendría una población compuesta

por células con ciclos de división mayores, tanto por condi-

ciones naturales, por efecto de la irradiación o la combina-

ción de ambos, habiendo por lo tanto la posibilidad de que

hubieran sido irradiados en G¡ o S del segundo ciclo de divi

si6n.

Dos datos apoyan lo anterior; la frecuencia de ICH en

los 2 períodos es igual y la presencia en nuestra muestra de

únicamente aberraciones de tipo cromosómico.
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En el caso de células con su ADN no substituido con

BrdUrd existe una dificultad técnica para analizar en las

mismas células las rupturas cromosómicas y los ICH inducidos

por radiaciones, puesto que los ICH solo pueden analizarse

en la segunda de dos divisiones subsecuentes, en cambio las

aberraciones, lo mas conveniente es analizarlas en la prime-

ra mitosis después de irradiación. Sin embargo, de los datos

de la l i teratura se obtiene que la frecuencia de rupturas

por célula por 0.01 Gy es de 0.003 en el rango de 0 - 3.0 Gy

(Lloyd et a l . , 1973; Moore, 1980; Wyszynska y Liniecki, 1980;

Na tara jan ejt ÍU. , 1980; Tremp, 1981), en cambio la frecuencia

de ICH/célula por 0.01 Gy obtenida por Chao y Rosenstein -

(1984) y en los datos presentados aquí, es de 0.025 ICH/célu

la/0.01 Gy en la 1a. pendiente (de o a 0.6 GyJ. y de 0.006

ICH/célula/0.01 Gy en la segunda, de ta l forma que la dife-

rencia entre las frecuencias de ambos eventos es de 8 veces

más ICH qué rupturas para la primera pendiente y de 2 veces pâ

ra la segunda pendiente. Es conveniente recalcar que dado

que se ha obtenido evidencia muy sugestiva de que las ruptu-

ras dobles en el ADN pueden inhibir la formaciSn de ICH y da

do que las rupturas dobles van a producir las rupturas cromo_

sÓmicas, es factible pensar que la disminución en la eficien

cia de las radiaciones para inducir ICH a dosis mayores de -

0.S Gy sea debida a la presencia de un mayor número de ruptu

ras dobles.

Se puede inferir de lo anterior que la eficiencia de -
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un agente para inducir ICH es inversamente proporcional a su

eficiencia para inducir rupturas cromosómicás, es decir rup-

turas de doble banda. Es importante tener en cuenta que las

radiaciones producen una importante reducción en la viabili^

dad aún a dosis alrededor de 0.5 Gy por lo que la viabili-

dad en si puede ser otra limitante para que las radiaciones

puedan expresar su capacidad de inducir la lesión involucra-

da en la producción de ICH. La frecuencia de rupturas por cé_

lula a dicha dosis serla 3.15, en células inmediatamente de£

pues dé la irradiaci5n (.Cornforth y Bedford, 1983) y de apro-

ximadamente 0.15 en células en metafase.

Con respecto al origen de las rupturas cromosómicas y -

los ICHs, el hecho de que la frecuencia de ICH en células con

o sin rupturas cromosómicás sea igual, sugiere que los dos -

eventos son independientes, es decir, que el daño o evento -

radioinducido que produce rupturas cromosómicas parece ser -

independiente del que induce ICH. Hay otra serie de observa-

ciones, además de las ya mencionadas que apoyan la diferencia

de origen de las rupturas cromosómicas y los ICH, por ejem_-

plo:

a) la recuperación postirradiación de las aberraciones

cromosómicas, pero no de ICH al tratamiento con ra-

yos X y luz U.V, (Fornace et al.., 1980; Mac Rae eX_ -

a¿. 1979);

b) la inhibición por antipalna de las aberraciones cromp_

sómicas, pero no de los ICH inducidos por N-metil-N-



78

nitro-N-nitroso guanidina tKinsella y Radman, 1980) y

cj la inducción por daunomicina de una alta frecuencia

de aberraciones, pero no de ICH (Shiraishi y Sandberg,

1979).

Una observación interesante es la presencia de una fre-

cuencia mayor de rupturas dobles en el segundo tiempo post_-

irradiación, lo cual sugiere que las células con daños dobles

pudieran retardarse más en entrar en división. .

Finalmente, el hecho de no haber diferencia en la fre_-

cuencia de ICH en los distintos tiempos postirradiación, su-

giere que no hay relación entre la inducción de ICH y el re-

tardo mitótico; ni tampoco con la disminución del índice mi-

tótico.
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III.-.Persistencia del daño radioinducido generador de ICH

Los datos obtenidos en los experimentos relativos a per

sistencia del daño generador de ICH (Fig. 15 y Tabla VI), su

gieren que la lesión o evento que induce ICH por radiación -

es sorprendentemente estable, ya que si correlacionamos el -

tiempo postirradiación al cual aún se encuentran diferencias

significativas con el testigo (96 h) con el tiempo de generji

ción promedio (TGP) que es de alrededor de 12 n, se puede

concluir que el daño persiste hasta por 8 ciclos de división.

Sin embargo, el cambio encontrado a las 43 h en el cual

hay una aparente tendencia a que la frecuencia de ICH dismi-

nuya con respecto al observado a 2.4 h (6.1 a 5.0) y a las 72

h a las cuales hay un incremento de la frecuencia a niveles

similares a los observados a las 24 h (6.4 ICH/célula); sugie

ren que algún otro factor está interviniendo.

Del análisis de las distribuciones de frecuencia de ICH

por célula (Fig. 16) se desprende que sólo las poblaciones -

testigo y la analizada 24 h después de la irradiación se aju§_

tan adecuadamente a la distribución de Poisson, como era de

esperarse (Rainaldi y Harían i, 1982; Morales e^ al.. , 1983).

A las 48 h la distribución tiene tendencia a retornar a los

valores testigo, pero manteniendo un cierto número de células

con frecuencias de ICH altas, a las 72 horas aumenta el nüme_

ro de células con una frecuencia elevada de ICH hasta ser -

equivalente a la observada 24 h postirradiación; sin embargo
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persiste una frecuencia relativamente alta de células con

ICH bajas como las observadas a 48 h; esto da a la distribu-

ciñn la apariencia de bimodal, en particular si se compara -

con la distribución teórica de Poisson. A las 96 hs el com_-

portamiento es semejante al obtenido a las 48 h postirradia-

ci6n.

El incremento de células con frecuencias altas de ICH -

observadas a las 72 h postirradiación pudiera explicarse por

la presencia de una población celular no proliferativa que -

entra en división entre las 48 y 72 h postirradiación, para

compensar la pérdida de células producida por la radiación.

Por otro lado el hecho de que el TGP (Tabla VI). disminuya -

una hora para las células analizadas a las 48 h postirradia-

ción O2.4 vs 11.3 p < 0.0001) y dos horas en las células -

analizadas a las 72 horas (12.4 vs 10.3 p. < 0.0001), apoya

la existencia de un mecanismo homeostático para compensar la

muerte celular radioinducida. El hecho de que las células

que no proliferan fueran las responsables del incremento en

la frecuencia de ICH observado a las 72 horas, implicaría

que el daño radioinducido generador de ICH es estable y no -

reparado por dichas células.
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C O N C L U S I O N E S

De los resultados antes analizados en células de la mé-

dula ósea de ratón ¿n vivo, se puede concluir que:

1) La radiación gamma es capaz de inducir ICH de una ma

ñera significativa a dosis tan bajas como 0.4 Gy.

2) La BrdUrd incorporada al ADN sensibiliza cuando me_-

nos 3 veces a la célula para la inducción de ICH por

radiación gamma. '

3.) Las frecuencias de ICH/célula en células irradia_-

das y no irradiadas se comporta como una distribución

de Poisson, sugiriendo que la inducción de ICH es me_

diante daño y no mediante inhibición de la síntesis

de ADN.

4) La frecuencia de ICH por célula provocada por radia-

ción es mucho mayor que la de rupturas cromosSmicas

en células con- su ADN unifilarmente sustituido con -

BrdUrd, lo cual es aparentemente válido también para

células con su ADN no sustituido con BrdUrd. Lo cual

indica que el daño radioinducido generador de ICH es

más frecuente que el que causa rupturas cromosóraicas.

SJ No hay relación entre el daño, evento o mecanismo in

ductor de ICH y el inductor de rupturas cromosómicas.

6) Probablemente -Cn v¿vo, las células con rupturas do_-

bles sufran un mayor retardo mitotico.

7) El daño radioinducido generador de ICH es aparentemen=>
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te1 persistente tanto en cSlulas no proliferativas co_

mo en células en proliferación continua.
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T A S LA IV

FRECUENCIA DE ICH EN CÉLULAS COK Y SIN RUPTURAS CROMOSOMICAS

TIEMPO POST-IRRA0IACION ICH/CELULA X ± S

CON RUPTURAS SIN RUPTURAS

HORAS SENCILLAS DOBLES TOTAL

12 (T,) 7.7 ± 3.6 5.0 7.3 ±3.5 7.4 ± 4.1
n = 7* n - 1 n = 8 n = 242

18 (TZ) 7.0-± 4.8 7.0 ±3.5 7.0 ± 4.1 7.1 * 3.5
n.« 8 n = 7 n - 15 n = 325

* n »-nüraero de células.



T A B L A V

NUMERO DE CÉLULAS CON RUPTURAS CROMOSOMICAS RADIOIMDUCIDAS
(0.36 GY)

12 h (Ti) POST-IRRADIACIQN 18 h (Ta) POST-IRRAPIACION*

TOTAL

SENCILLAS*1

0
1 •

1
2
3
7

DOELESC

0
0
0
0
1
1

TOTAL

0
1
1
2
5
9

b
SENCILLAS

2
1
1
1
3
8

DOBLESC

0
1
1
2
3
7

TOTAL .

2
3
3
5
9
22

a VALORES EXPRESADOS POR CADA UNO DE 5 RATONES EN CADA GRUPO
(50 CÉLULAS CONTADAS/RATO.N)

b RUPTURA SENCILLA = 1 FRAGMENTO CROMOSOMICO

C RUPTURA DOBLE - 2 FRAGMENTOS CROMOSOMICOS Y/O 1 DICENTRICO,
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FIGURA 1.- MODELO DE RECOMBINACION DE HOLLIDAY (1964)

I) CADENAS APAREADAS CON LAS BANDAS HOMOLOGAS.

II) INTERCAMIBO DE BANDA SENCILLA ENTRE BANDAS

DEL MISMO SENTIDO.

III) PLEGAMIENTO Y ROTACIÓN DE LAS DOS CADENAS EN

LA ZONA DE LA RECOMBINACION.

IV) FORMACIÓN DE LA ESTRUCTURA DE HOLLIDAY EQUI-

VALENTE A LA ESTRUCTURA CHI OBSERVADA RECIEK

TEMENTE AL MICROSCOPIO ELECTRÓNICO.

V) SEPARACIÓN DE LAS CADENAS DESPUÉS DE LA RE-

COMBINACION DE DOBLE BANDA.
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FIGURA 2.- MODELO DE PAÍNTER Q980J PARA LA INDUCCIÓN DE ICH.

I) PROGRESIÓN DE LA DUPLICACIÓN DEL ADN ENTRE

LOS ÁGRUPAMIENTOS DE REPLICONES (CÍRCULOS)

QUE SEPARAN REPLICONES SUBSECUENTES.

II) RETARDO EN.LA DUPLICACIÓN DEBIDO A DAÑO E

INCREMENTO DE LA POSIBILIDAD DE INTERCAMBIO

DE DOBLE BANDA.



FIG:3 MODELO DE DESVIACIÓN REPLICAT1VA (ISHII Y BEiMDER , 1930 )

DAÍIO

II

/ REASOCIACION

IV

i n

FALLA DE ORIGEN
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FIGURA 3.- MODELO DE DESVIACIÓN REPLICATIVA (iSHII Y BENDER,

1980).

I) BIFURCACIÓN DEL ADN DURANTE LA SÍNTESIS DEL ADN

A NIVEL DE UNA PORCIÓN DAÑADA.

II) RUPTURA DE LA BANDA PARENTAL NO DAÑADA DESPUÉS

DE SER COPIADA A NIVEL DEL SITIO DEL DAÑO.

III) REASOCIACION DE LA BANDA PARENTAL QUE NO COM-

PRENDE EL DAÑO, PRODUCIENDO INTERCAMBIO DE -

UNA BANDA Y RUPTURA DE LA BANDA PARENTAL-QUE

CONTIENE LA LESIÓN.

IV) REASOCIACION DE LA BANDA CON EL DAÑO CON LA -

BANDA EQUIVALENTE RECIENTEMENTE SINTETIZADA.

V) SEPARACIÓN DE LAS CADENAS DESPUÉS DEL INTER-

CAMBIO DE DOBLE BANDA.



DIFERENCIACIÓN ENTRE CROMATIDAS HERMANAS

FLUORESCENCIA HAS GIEM5A

9
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FIG. 5 INDUCCIÓN DE INTERCAMBIOS ENTRE CRQMATIDAS
HERMANAS ICH

- ICH ICH
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FIGURA 6.- FRECUENCIA ACUMULADA DE ICH/CELULA PARA LOS

VALORES BÁSALES DE ICH, OBTENIDOS A PARTIR DE

44 TESTIGOS. LA LINEA REPRESENTA LA CURVA PA-

RA UNA DISTRIBUCIÓN NORMAL.
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FIG. 6 PROTOCOLO I

BríUrd
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FIG. 9 PROTOCOLO I I
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FIG.IO PROTOCOLO
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FIGURA 11.- CURVA DE ICH RADIOINDUCIDOS A DIFERENTES DOSIS

ANTES (!) V DESPUÉS (0) DE LA INCORPORACIÓN DE

BRDIIRD CADA PUNTO REPRESENTA EL PROMEDIO DE -

CUANDO MENOS 5 ANIMALES, MAS O MENOS EL ERROR

ESTÁNDAR. CUANDO MENOS FUERON ANALIZADAS 30 -

CÉLULAS POR ANIMAL.



Fíg. I2A DISTRIBUCIÓN DE FRECUENCIAS flCH/Celulo] RADIO! NDUCJDAS ANTES DE
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25 -

20 -

16 -

10 -

5 -

C

1
\

TESTIGO

3.3:1.9

11=365

20- i

15 -

10 -

5 -

C

f 0.3G Cy
4.5 « E.4
n=209

0 2 4

20-,

15 -

10 -

s -

o

\

8 10 12 • 14 16 16

0-6 Gy
5.0 * 2.6

O Z 4 6 8 10 ¡2 14 16 IB

15 1

10 •

¿Cx

\
1.0 Gy

5.5 * 2.9

n ' 147

0 2 4 6

20 -i

10 •

5 -

10 IZ 14 16 15 20

1.9 Gy
6.1 « 2.7
n'2D5

0 2 4 € a 10 12 14

(CH/CÉLULA

1.08



Fig.128 DISTRIBUCIÓN DE FRECUENCIAS (JCH/célula) RADIOIMDUC1DAS DESPUÉS
DE LA INCORPORACIÓN DE Brd Urd
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FIGURAS 12 A Y B.

A, REPRESENTA LA DISTRIBUCIÓN DE LAS FRECUENCIAS

DE CÉLULAS CON DIFERENTE NUMERO DE ICH RADIO-

INDUCIDOS ANTES DE LA INCORPORACIÓN DE BRDURD.

LA LINEA CONTINUA REPRESENTA LA DISTRIBUCIÓN

DE POISSON TEÓRICA EN CADA CASO. SE INDICA LA

DOSIS, EL PROMEDIO MAS O MENOS DESVIACIÓN ES-

TÁNDAR DE ICH/CELULA Y EL NUMERO DE CÉLULAS.

B, REPRESENTA LA DISTRIBUCIÓN DE LAS FRECUENCIAS

DE CÉLULAS CON DIFERENTE NUMERO DE ICH RADIO-

INDUCIDOS DESPUÉS DE LA INCORPORACIÓN DE

BRDURD.

LA DESCRIPCIÓN ES IGUAL QUE PARA A.
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FIGURA 13.- FRECUENCIA ACUMULATIVA ICH/CÉLULA A 12 Y 18 h

POST-IRRADIACION, LOS DATOS DE CADA CURVA PRQ.

VIENEN DE CUANDO MENOS 30 CÉLULAS ANALIZADAS

PARA C/U DE 5 RATONES,
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FIGURA 14.- PORCENTAJE DE CÉLULAS EN 1A,

Y 3A. I
, 2A.m

DIVISIONES, 12 (lTl)Y 18 h

DESPUÉS DE IRRADIACIÓN ASI COMO DE SUS TESTIGOS

CORRESPONDIENTES tCTl Y C^J . LAS LINEAS REPRE-

SENTAN EL ERROR ESTÁNDAR. DE 5 RATONES/ ANALI-

ZÁNDOSE CUANDO MENOS 500 CÉLULAS POR RATÓN.
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FIGURA 15,- PERSISTENCIA DE L05:TCÍi'r':RÁDI0INDUCID0S RESULTADO

DE DOS EXPERIMENTOS DIFERENTES. PARA MAYORES DA-

TOS VER TABLA VI.



Fig.)6 DISTRIBUCIÓN DE FHECUEHCFAS (ICH/celulo) POSTIRRADIACIÜÍI
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FIGURA 16.- DISTRIBUCIÓN DE LAS FRECUENCIAS DE CÉLULAS CON

DIFERENTE NUMERO DE ICH PARA DIVERSOS TIEMPOS

POST^IRRADIACION. LOS DATOS SE DERIVAN DE LAS -

CÉLULAS ANALIZADAS PARA LOS DATOS DE LA TABLA VI.

LA LINEA CONTINUA REPRESENTA LA DISTRIBUCIÓN DE

POISSON TEÓRICA, SE INDICA EL TIEMPO POST-IRRA-

DIACION, EL PROMEDIO MAS MENOS DESVIACIÓN ESTÁN

DAR, ASI COMO EL NUMERO DE CÉLULAS TOTAL. LAS -

BARRAS NEGRAS REPRESENTAN LAS CÉLULAS CON UNA

P < 0.01 DE PERTENECER A LA POBLACIÓN, ENTRE -

PARÉNTESIS SE INDICA EL PORCENTAJE DE ESTAS CE-

LULAS, ASUMIENDO COMO PARECE QUE SUS ICH NO SON

EL RESULTADO O CUANDO MENOS NO DIRECTO DEL DAÑO

RADIOINDÜCIDO.
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