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PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO. 

Los medicamentos, las radiaciones ionizantes y otros -

factores ambientales son capaces de inducir alteraciones genéticas 

(mutaciones) cuyos efectos pueden resentirse a corto o a largo plazo-

e incluso heredarse a generaciones posteriores. 

{ 

Aunque no ha podido establecerse directa o inequívoca-

mente que la frecuencia de enfermedades de origen genético se haya 

elevado por consecuencia de la exposición a fármacos u otros agentes-

ambientales la posible interacción de las substancias con el ADN y 

la producción de mutaciones, es causa de preocupación. 

Las mutaciones pueden tener dos niveles: cromosómic~ A 
I v\ ,_()_#-1f-<L 

génico. Las mutaciones cromosómicas afectan bloques de genes ~ 

..1-'"' 
j:erigt.. dé urfJ ~~Dm! H 'I1fa o entre diferentes cromosomas. Las muta -

\>- ,..' ~ w,'"D-- !J 
ciones génicas afectan~n genen particular, lo inactivan o cambian 

.1 

su expresión. 

;; \1.."' L 
-¡<-(-l" ,1l~ 

de( aberraciones 1 -Con el fin de evaluar la producción 

o de mutaciones génicas por agentes químicos se han desarrollado di -

versos sistemas de prueba; estas pruebas van desde el daño físico 

al ADN aislado hasta la utilización de mamíferos completos. 



sin embargo, mientras mas alejado evolutivamente se 

encuentre del humano el sistema empleado, la extrapolación de datos-

se dificulta mas. Se considera que las pruebas establecen la poten -

cia1idad de los agentes probados para dañar el material genético, p~ 

t J4... J-P ~< J l..l .~.A 'i-L ~ 
'{'>r,<¡¡ 

ro no reproducen todos los eventos que en el organismo humano pueden 

modificar esa potencialidad. De aquí el interés de contar con prue -

bas directas en el humano, capaces de medir el daño real que sufren-

las células cuando el organismo se ve expuesto in vivo a algún muta-

geno. 

Para medir daño in vivo en humanos, se cuenta con pru~ 

bas que miden la inducción de aberraciones cromosómicas e intercam -

bio de cromatidas hermanas como pruebas directas de mutagenicidad en 

células humanas. Mas existe la necesidad de una prueba que mida mut~ 

ciones a nivel génico, por lo que diversos grupos han dirigdo sus 

esfuerzos al establecimiento de una prueba de este tipo. 

S 
En 1979, Strauss y Albertini (~) propusieron la detec 

ción de mutaciones en locus de la enzina hipoxantina, guanina-fosfo-

nibosil transferasa ( HGPRT) en linfocitos de sangre periférica como 

una prueba directa de mutagenicidad. En el laboratorio de Mutagenos-

Ambientales del Instituto de Investigaciones Biomédicas se han inte-

grado una serie de sistemas biológicos de prueba para la evaluación 

de una amplia gama de efectos genotóxicos. 



El poder contar con una prueba que mida mutaciones gé -

nicas in vivo en humanos es de gran interés para los estudios de mu -

tegenicidad de agentes ambientales. 

Así,el trabajo que aquí se presenta tiene como metas: 

1.- Incorporar al laboratorio de Mutagénesis una prue -

ba que permita la detección de mutaciones génicas -

ocurridas in vivo en los linfocitos humanos de san­

gre periférica. 

2.- Obtener una frecuencia basal de mutación para 

a) poder estudiar efectos mutagénicos, 

b) comparar la frecuencia obtenida en nuestro labo­

ratorio con lo obtenido en estudios realizados -

en otros laboratorios del mundo. 



INTRODUCCION. 

RIESGOS CLíNICOS DE LA MUTACIÓN. 

El desarrollo cultural, desde la Revolución Industrial, 

ha seguido el camino de una evolución tecnológica que se basa en el -

consumo de grandes cantidades de energéticos corno el petróleo y sus -

derivados, y mas recientemente los elementos radiactivos, que sostie­

nen en funcionamiento innumerables y variados tipos de empresas que -

transforman materias primas en artículos de uso para el ser humano.El 

consumo de energéticos y la transformación de materias primas produ -

cen residuos de desechos que han contribuIdo en gran medida al dete -

rioro del ambiente que habitamos, es decir, del ambiente mundial, y -

no sólo esto, sino que los mismos productos resultado de la transfor­

mación de las materias primas y que son de uso cotidiano?corno los de­

tergentes, los alimentos conservados, los aparatos electrónicos y los 

medicamentos ( entre otros ), se han constitufdo en agentes que 

aunados al deterioro ambiental, amenazan la salud y la calidad de la­

vida de las poblaciones humanas. 

Uno de los daños mas temibles, por el tipo de consecue~ 

cias que produce, es el daño al material genético que se traduce en 

mutaciones, las cuales tienen consecuencias tanto a nivel del indivi 

duo, corno de las poblaciones. 



Diversos estudios han señalado la existencia de relacio­

nes causa efecto entre la producción de mutaciones y la transformación 

maligna de las células somáticas ( carcinogénesis ) así como entre la­

mutagénesis y las alteraciones en el desarrollo embrionario ( teratog~ 

nesis ), lo cual lleva a malformaciones congénitas (tabla r.l) o muer 

te fetal. 

Tanto para las alteraciones congénitas, como para el 

cáncer, no se conoce una curación efectiva, sin secuelas. Por este 

motivo, gran parte de los esfuerzos de la investigación se dirigen a­

la prevención de estos males y una estrategia de prevención adecuada­

debe contemplar la determinación de los eventos mutagénicos que repr~ 

sentan un riesgo para la salud. 

Existen más de 70000 sustancias producidas por la indu~ 

tria, diseminadas en el medio ambiente. Es necesaria la identificación 

de aquéllas capaces de producir mutaciones y para ello la evaluación­

más directa es en el hombre, por lo que se ha utilizado el estudio 

epidemiológico; sin embargo, en general este tipo de estudio tiene la 

desventaja de que se registran hechos consurnados,cuando ya se produjo 

un daño en el acervo génico de las poblaciones expuestas, además en -

muchas ocasiones la correlación directa es dificultada por los largos 

períodos que transcurren entre la exposición a un agente determinado­

y la aparición de sus efectos, así corno también por la multitud de 
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agentes a los que nos exponemos. 

Estos hechos han llevado al uso de sistemas biológicos 
(j.1 

de prueba como modelos en la evaluación de riegos (tabla I.2V, y es-

tán basado en el hecho de que los seres vivos compartimos caracterí~ 

ticas generales como es, fundamentalmente, el que todos poseemos un-

código genético con mecanismos de transcripción y traducción, cabe -

señalar sin embargo que existen diferencias, por ejemplo: los orga -

nismos procariontes carecen de cromatina y de las barreras protecto-

ras que a los organismos complejos nos brindan los sistemas como el-

inmunológico, el digestivo y el de excreción; las plantas poseen sis 

temas de transporte diferentes y la presencia de una pared celular -

es una barrera con la que no cuentan las células animales. Estas di-
-1;\. ~ (.\ j {. Li é. 

ferencias modifican la ~€ncia de alteraciones indevidas por la -

exposición a mutágenos. Estos hechos hacen que la extrapolación de ~ 

datos al hombre es menos confiable cuanto más alejado funcionalmente 

de éste se encuentre el organismo de prueba. 

En un esfuerzo por evaluar la mutagenicidad de las 

sustancias en sistemas más cercanos al hombre se han desarrollado -

diversas pruebas en las que se utilizan células huronas: fibroblas -

tos, linfocitos y líneas celulares transformadas, principalmente 

linfoblásticas. Estas células en cultivo son expuestas a la activi-

dad de la sustancia que se quiere investigar y su efecto se analiza 



MARCADOR G E N E TIC O 

Mutacio- Daño le Recom- Aneu- Mosaicis Aberr. Micro- Síntesis Trans-
Sistema de nes géni,. tal al- bina - ploidia mo de Cromo I.C.H. núcleos no pro - forma-

Prueba cas ADN ción. alas gramo ción. 

BACTERIAS: 

Salmonella typhimurium + 

Escherichia coli + 

Bacillus subtilis + 

LEVADURAS : 

Saccharomyces 

Cerevisiae + + + 

Schizosaccharomyces 
pombe + 

Aspergillus nidulans + + + 

DCOSOPHILA + + 

CELULAS DE MAMIFERO + + + + + + 

CELULAS HUMANAS 

Linfocitos in vivo + + + ---
Linfocitos in vitro + + + + 



en el marcador elegido: puede ser una evaluación a nivel cromosómico 

(aberraciones o intercambio de cromatidas hermanas') o una evaluaci8n 

del efecto de un daño en un locus específico (tabla I.3) (1 ). De -

esta manera se mide el efecto que se produciría en las células en v~ 

vo en caso de que el mutageno alcanzara su blanco dentro del organi~ 

mo. Pero estas pruebas in vitro todavía tienen la desventaja de que-

no pueden representarse en ellas todas las acciones metab81icas y 

farmacocinéticas que en el organismo vivo afectan directamente la ac 

tividad de las sustancias ( ). Así, estos ensayos se limitan a ser-

una fuente mas de información acerca de los muchos aspectos que afee 

tan a un evento mutagénico, son útiles en el monitoreo de posibles -

agentes que causen mutaciones y sirven como base para el desarrollo-

de pruebas que permitan medir la ocurrencia de daño directamente en-

el organismo íntegro, in vivo. 

PRUEBAS DIRECTAS DE MUTAGENICIDAD. 

Se consideran como pruebas directas de mutagenicidad-

aquellas que permiten cuantificar el evento mutagénico que tuvo lu -

gar en el individuo, in vivo, aunque se detecta en un ensayo in vitro 

cuyas condiciones estan controladas para permitir el reconocimiento-

de las células afectadas por el agente. 

Las pruebas citogenéticas son las que han tenido mayor 



TABLA 1 . 3 SISTEMAS MUTACIONALES EN CELULAS SOMATICAS EN CULTIVO. 

Sistema 

Fenotipo variante 

Resistencia a drogas: 
Resistencia a análo 

logos de guanina e h!po 
xantina (8-azaguanina, 
6-tioguanina, etc.). 

Resistencia a análogos 
de adenina 
(2,6-diaminopurinas) 

Resistencia a análogos 
de nucleósidos de piri 
midina (BrdU, IdrU) 0-

exceso de timidina 

Resistencia a exceso 
de adenosina 

Resistencia a AMP 
cíclico 

Loci genéticos o funcio­
nes bioquímicas involu-­

eradas. 

Hipoxantina-guanina 
fosforribosil transfe 
rasa. 

Adenina fosforribosil 
transfera sa 

Timidina cinasa 

Adenosina cinasa 
o biosíntesis de novo 
de pirimidinas 

Proteína que se 
adhiere al CI\MP 

Líneas y estirpes celulares 

Fibroblastos diploides 
humanos 

Líneas celulares humanas 
(Glen¡ D98s¡WI-L2¡ PGLC 33H) 

V 79 (Línea de pulmón de hamster 
chino) 
CH O (línea de ovario de hamster 
chino) 
Otras células de hamster chino, 
sirio y de ratón. 

Fibroblastos humanos diploides 

Diversas líneas celulares prove­
nientes de mamíferos 
Una línea haploide de rana y otra 
semidiploide 

CHO y ;>'9 (línea de ratón) 

Células de linfoma de ratón 

* 

Número de 
Referencias 

-±2 S; 

7~ "'18 

35- ...30 

q - " 

9 b'l 

,¡, 19 

-i'r ..3 

-d-I 

.2 Si 

~ Sl 



sistema 

Fenotipo variante 

Resistencia a cuavaína 

Resistencia a a-amanitina 

Resistencia a actinomicina D 

Resistencla a 2-desoxigalac­
tosa. 

Resistencia a inhibidores de 
síntesis de proteínas en eu­
cariotes 
(cicloheximida, puromicina) 

Resistencia a concanavalina-A, 
fitohemaglutinina-P y otras 
lectinas 

Resistencia a antagonistas a 
folato 
(aminopterina,ametopterina, -

metasquina) . 

Resistencia a colchicina 

Loci genéticos o funciones 
bioquímicas involucradas 

AT~ asa+activ~~a por 
Na - K - Mg 

RNA polimerasa 11 

Transporte a través de mem­
brana. 

Ga1actocinasa 

Proteínas ribosomales, es­
tructura de membranas 

Estructura de membranas 

Dihidrofolato reductasa 

Proteínas de membrana 

Línea y estirpes celulares 

He La , V 79, CHO y otras 

CHO 

Líneas celulares de hamster 

Línea de hamster 

COO 
Línea de riñón de cerdo 
Líneas celulares de rana 
(ICR 2A, ICR 132) 

CHO 

Líneas de hamster y ratón 

CHO 

-

Número de 
Referencias 

~6 

?-

;z ;l 

,3:"19 

it J 
.1 19 
~ 'il 

.A-.J8 

~J 

YI 



Sistema 

Fenotipo variante 

Sensibilidad y Temperatura 

Loci genéticos o funcio­
nes bioquímicas involu-­
eradas. 

Síntesis de macromoléculas 

Requerimientos nutricionales 

Utilización de galactosa 
HGPRT 

G-6-PD 

Ciclo de Krebs 

Citocinesis 

* Tomado de Abbondando10, 1977. (3) 

Línea y estirpes celulares 

Diversas líneas de hamster 

y una de mono (BS-C-l) 

CHO 

V 79 
V 79 

Fibroblastos humanos 

Líneas de hamster 

Línea de hamster 

Número de 
Referencia 

15 , , 
"'" 

l ' .1 

1 
1 

l ' 

;t ' S; 

,1 



us~ en la detección de daño genético en células somáticas in vivo 

corno fibroblastos y linfocitos de sangre periférica, en las que se 

evalúa el daño a nivel de: a) alteraciones en la estructura de los 

cromosomas ( aberraciones estructurales ) y b) intercambio de cromáti 

das hermans ( Le .H.) 

a) Aberraciones cromosómicas estructurales: 

Son alteraciones en la apariencia normal de los cromo-

somas que consisten en rupturas de una o de las dos cromátidas que a 

menudo resultan en pérdida de material o translocaciones de porciones 

de un cromosoma a otro; también pueden producirse inversiones en la -

secuencia de material del cromosoma. Las figuras a las que esto da 

.• I Y JO. or1gen son muy var1adas: pueden ser simples como una grecha comat1d1-

ca o complejas como los cromosomas trirradiados o los anillos. 
~ 

Diversas sutancias mutagénicas son inductoras de estas 

alteraciones, de ahí que el uso de esta prueba esté muy extendido 

pero el daño que detecta implica una lesi6n de gran magnitud a un 

hay de fibras de cromatina que es el cromosoma metafásico y no exis-

te seguridad sobre su sensibilidad para detectar un daño que afecte-

sólo a la estructura génica. 



b) Intercambio de crom8tidas hermanas: 

Consiste en un intercambio de material entre las 

cromatidas de un mismo cromosoma y se sabe que es una prueba sensi -

ble para detectar lesiones por mutagenos dependientes de S (síntesis)" ~3) 

~ 
fara que se produzca un intercambio debe haber ruptura deJdúplex de-

ADN de cada cromatida y una reunión de ambos, cada uno en la cromati 

da opuesta: el proceso se inicia cuando se efectúa la síntesis del -

ADN sobre una banda dañada. 

Los dos sistemas: aberraciones cromosómicas e 

intercambio de cromatidas hermanas han demostrado su utilidad para -

la detección de sustancias mutagénicas y en diversos estudios se ha-

determinado que son indicadores de eventos diferentes ya que hay 

agentes capaces de inducir aberraciones sin inducir intercambios o -

viceversa. (;?~.2gJ "'13) 

Se ha buscado si existe alguna relación entre 

estos eventos y la producción de mutaciones puntuales. En lo que ~ 

se refiere a intercambios y mutaciones se ha encontrado que algunos 

mutagenos conocidos producen un incremento de ambos, de acuerdo con 

la dosis, pero la eficiencia con que se producen unos y otras es 



~r otra parte, un estudio reciente hecho por el Progr~ 

ma Internacional sobre la Seguridad de las Substancias Químicas 

(IPeS) (31) 
~ '- L ~ 

reveló una escasa correlación entre la~~i~de abe-

rraciones cromosómicas y la producción de mutaciones puntuales en ba~ 

terias, pero no así entre las aberraciones y la producci6n de mutacio 

nes puntuales en células de mamíferos in vitro. 

Esto hace resaltar la importancia de realizar los ensa-

yos de mutagenicidad para el hombre en células o sistemas tan cerca -

nos a él como sea posible. Por esto y por el interés de detectar mut~ 

ciones puntuales, se ha tratado de desarrollar pruebas directas de m~ 

tagenicidad que emplean como marcadores determinados genes (tabla I.4) 

y en los que se aplican los métodos bioqufmicos y citoquímicos mas m~ 

dernos, herramientas de la inmunología y de la biología molecular. A! 

gunos se han objetado como pruebas de mutagenicidad porque no miden -

el evento mutacional, sino eventos fisiológicos o inherentes al des a-

rrollo que provocan los cambios observados.(~J~~) No obstante tres-

de ellos están en fase de evaluación: 

1.- Mutaciones en la glicoforina: detecta mutaciones somáticas en 

eritrocitos humanos que expresan sólo una de las dos formas alé~ 

licas de la proteína glicoforina A, de membrana. Se utilizan anti 

cuerpos monoclonales marcados con fluoroforos: uno verde para un 

alelo y otro rojo, para el otro alelo. 



T1\BL,!\ 1.4. rRUEBAS DIRECT1\S rl\M 1'1ED:r.R MUTACI.QNES 
GENICAS QUE SE H2\,N ¡NTENTADO EN DIFE ~ 
RENTES SISTEMAS HUMANOS. 

Sistema Celular Humano 

ERITROCI'1'OS 

LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES 

ERITROCITOS MADUROS 

r 
E~TROCITOS MADUROS 

ERITROCITOS 

Marcador 

ANTIGENOS A .. B ( pérdida) 

GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDROGENASA 
(Variantes deficientes). 

HEMOGLOBINA FETAL ~ERSISTENTE. 

HEMOGLOBINA Si HEMOGLOBINl\ C 
<Xutantes estructurales 1 • 

ALELOS DE GLICOFORINA 



La frecuencia de los dos alelos en la población humana es la mis 

ma y se considera que aproximadamente la mitad son heterocigóti-

coso 

En estos' individuos se espera encontrar los dos colores al tra -

tar sus eritrocitos con los anticuerpos. Las células mutantes 

presentan sólo un color, indicando así la ausencia de uno de los 

dos productos genicos de los alelos de glicoforina. Para hacer -

la evaluación se utiliza flourocitómetro o microscopio de fluore~ 

cencia. El análisis también puede llevarse a cabo en eritrocitos 

2."," Mutaciones. en la hemoglobina: se basa en el reconocimiento inmu-
..:; 

nolSgico de formar alteradas de hemoglobina; las alteraciones 

consis·ten en dos mutaciones que se producen en el gen de la hemo 

globina y que causan diferente sustitución de aminoácidos. 

Lq técnica sigue un procedimiento mediante el cual la capa su 

perficial de hemoglobina se hace accesible a la acción de anti -

cuerpos monoclonales específicos para cualquiera de las dos va -

r±antes de hemoglobina; a los anticuerpos se les pega otro anti-

cuerpo fluorescente que permite el reconocimiento rápido de las-

células' teñidas 'por fluorocitometría. Ut IS) 



Estos dos sistemas tienen la ventaja de que se pueden 

aplicar tanto al humano como al ratón, para hacer comparaciones, y -

que se pueden adaptar in vitro para estudios de drogas. 

Las desventajas son que se están desarrollando y ne -

cesitan probarse y validarse. Además, la utilización de anticuerpos­

monoclonales y citofotómetros los hace no sólo complej~s, sino costo 

sos. 

Al ensayo de glicoforina, además, se le opone el que-

detecta la heterogeneidad de las pOblaciones de eritrocitos que ca re 

cen de un alelo u otro indistintamente y en algunos casos también 

detecta células homocigóticas; todo esto hace muy compleja la inter-

pretación de los resultados. (/4) 

3. ,,". Mutaciones en el locus HGPRT ~ este ens.ayo detecta mutaciones en 

locus HGPRT en linfocitos Ti fue propuesto en 1979 por Strauss-

. . /.5-'2) y' 1\lbert~n:J: (, ~ y está basado en las. características, amplia-

mente estudiadas, de este 10cus y de la enzima que se sintetiza 

a partir de él que tiene a su cargo la recuperación de hipoxan-

. n. l' b l' 1 f 1 t~na y gua~na ~ res en e c~top asma para trans ormar as en -

ácido inosímico (IMP ) y ácido guanílico (GMP ). 

De. los tres snemas señalados es el que más ha sido-



estudiado y por ello ~ue elegido en el presente trabajo. A continua~ 

ción se des~riben sus características y desarrollo histórico. 



StNTESIS DE PURINAS. 

(.' 
vía ¡NOVO. 

En las células humanas, como en las de otros marnrfe-

ros, se sintetizan los nuc1eótidos de purinas ( guanina, adenina, -

inosina y xantina ) para satisfacer los requerimientos de precurso-

res rnonoméricos para los ácidos nucleícos y para otras funciones. 

Existe una vía de biosíntesis, llamada biosíntesis -

de novo que comienza con la formación de 5-fosforribosi1-l-pirofos-

fato ( PRPP) a partir de la ribosa-5-fostato y ATP. Esta vía, esqu~ 

matizada en la figu~ 1.1 lleva a la formación de inosinmonofosfato 

(lMP), a partir del cual se pueden formar: adenosinmonosfosfato (AMP) 

por una vía para la cual se requiere GTP, o bien, xantosinmonofosf~ 

to (XMP) del que se forma guanosinmonofosfato ( GMP) por otra vía -

en la cual se requiere ATP. 

Según se sabe, la vía de novo no es funcional en to-

dos los tejidos del cuerpo humano, mientras en los linfocitos de 

sangre periferica sí lo es; en el encefalo, en cambio, se ha detec-

tado un contenido reducido de la enzima que se requiere para formar 

la 5-fosforribosU--l-amina, por lo que se ha sugerido que el encefa 

lo depende de purinas exógenas para la formación de sus nucleótidos 
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vfa de recuperación . o ahorro. 

La recuperación de estos monómeros precursores de los 
(¡ 

ácidos nucleícos (CMP y AMP) a partir de las bases purfnicas libres-

/' 
(adenina, hipoxantina y guatina) se efectúa mediante la fosforribo 

silación de las mismas. En las células humanas existen dos enzimas 

que ejercen esta función y las dos requieren la presencia de PRPP en 

el medio: la adenina fosforribosiltransferasa (APRT) para la recupe-

ración de AMP, y la hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa 

(HGPRT) para la recuperación de IMP y GMP a partir de hipoxantina y-

guanina ( fig. I.2 ). 

La funci.ón de la vía de recuperación de purinas en el 

cuerpo humano, considerado como un todo, es mayor que la vía de sín-

tesis de noVO. 

CATABOLISMO DE PURINAS. 

El producto final en el catabolismo de las purinas -

en el ser humano es el Scido úrico. Los nucleótidos GMP, IMP Y AMP~ 

son convertidos a nucleósidos por una purina S'-nucleotidasa; por ~ 

la intervención de otra enzima se ohtienen las' purinas libres y si­
n 

no media la HGPRT par~ recuperar la guatina y la hipoxantina libres, 

se forma ácido úrico como producto final (fig. I.3 ). 
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RESISTENCIA A ANÁLOGOS DE PURINAS. 

En 1858 Szybalsky aisló una línea celular humana re -

sistente a la acción tóxi~a de la 8-azaguanina l8-AG). (61) 

m 
En 1963 Stutts y Brock1an (5"1) estudiando las bases-

bioquímicas de esta resistencia a análogos, encontraron que las célu-

las resistentes carecían de actividad de la enzima HGPRT, de tal for-

ma que la resistencia provenía de la incapacidad de estas células pa-

ra sintetizar los nucleótidos tóxicos correspondientes, a partir de -

los análogos de bases, en la vía de recuperación de purinas . ~fig. 

I.4) . 

En 1975, Nelson y Col. ( 39j estudiaron los posibles m~ 

canismos por los cuales la 6-tio¡ué~ina (6-TG) y otros análogos pudi~ 

ran producir la toxicidad celular y encontraron que cuando se inhibía 

la síntesis de ADN la toxicidad por 6-TG disminuía notablemente, por-

10 que postularon que la incorporación de este análogo al ADN era uno 

de los mecanismos. Se descartó que fuera tóxica su incorporación al -
1 'rr(Á!Ol',A 

ARN o su acción ,de la PRPP amidotransferasa, una enzima de la vía de-

novo, lo cual causa un decremento en la disponibilidad de ribonucleó-

tidos de purinas, pero no inhibe la vía; por otra parte, en dosis 

bajas de 6-TG ( inferiores a !mM que es superior a la dosis farmaco-

18gica de este agente antitumoral ) no se produce bloqueo para la 



(/. 

s·íntes·is e incorporación del nucleótido normal de guatina, que rue -

otro de los mecanismos que se propusieron para explicar la toxici.dad 
/1 

de este análogo. ( fig. r.j ). 

De lo anterior se desprende que la incorporación al -

ADN de la 6-tioguanina es la causa de su toxicidad. Para que se in -

corpore al ADN es necesario que se forme primero el nucleótido corres 

pondiente que, corno se aprecia en la figura r.; se sintetiza por me -

diación de la enzima HGPRT. De aquí que una ce lula que carece de la -

actividad de esta enzima no forma los nucleótidos del análogo; dado -

que su vía de novo no se ve afectada y la incorporación de los nucleó 

tidos normales a los ácidos nucleícos tampoco, una ce lula mutante 

para la enzima HGPRT es capaz de sobrevivir en un medio en presencia-

de 6-tioguanina. 

En las células en vivo, la falta de esta enzima lleva- o 

una eliminación aumentada de purinas en forma de ácido úrico (fig.I.3) . 

CARACTERíSTfCAS DE LA ENZIMA HGPRT. 

En procariontes se ha detectado la existencia de más -

de una trasferasa involucrada en la vía de ahorro para la síntesis de 

purinas, mientras.' que en células de mamíferos sólo hay una para la -

vía de ahorro de hipoxantina, guanina y sus análogos: 6-mercaptopur! 
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na y 6-tioguanina. También reconoce como s.us.trato la a ... azaguanina, -

pero con menos eficiencia. 

De los estudios hechos con la enzima HGPRT purificada 

de células de diversos mamíferos se ha visto que guardan semejanza -

entre especies y que se trata de una enzima multirnerica compuesta por 

subunidades idénticas cuyos pesos moleculares determinados en geles -
76"'" 

de poliacrilamida SDS son de 24-6000 daltons en el humano; 25-26000 -

en harnster y 27000 en ratón. Una subunidad sola aparentemente no tie-

ne acción catalítica. 

En el humano la enzima funcional parece consistir en 

un tetrámero compuesto por subunidades de 24000 daltons ( 2) I~ ), 

idénticas, lo que indica que esta enzima tiene origen en un solo gen. 

EL LOCUS HGPRT. 

Localización. 

Este locus se encuentra en el brazo largo del cromoso-

ma X '/'. -; w" 
Sh05tÓS y Brown (:;6 demostraron que se encuentra entre 

los loci glucosa-.6-:J;ostato deshidrogenasa ( G6PD) Y fosfoglicerato -
(ln 

"" cinasa (~GK), en alqún.punto entre las bandas qii-qter. 



En los estudios iniciales de ohtenci5n de mutan tes 

llamó la atención la frecuencia tan alta de células resistentes a 

8-azaguanina e8-AGr ), que es un análogo de guanina e hipoxantina, en 

TI'l 
compración con la frecuencia de células resistentes a brornodesoxiu -

ridina ( análogo de tiridina ) y que resulta de una deficiencia en la 

enzima timidina cinasa cuyo 10cus se encuentra en un autosoma: el cro 

mosoma 16. Los estudios citogenéticos mas recientes indican que la 

frecuencia mayor de mutantes resistentes a análogos de purinas se de-

be a que el locus HGPRT responsable de la resistencia se encuentra 

en el cromosoma~ X, e~ una región donde se ha detectado una alta fre-

cuencia de rompimientos que podrían considerarse " sitios frágiles "­

e "hot spots" ) (-y~) 6 i) • Y~is y Sutherland han encontrado en esta-

región cromosomica tres sitios frágiles: dos de ellos constitutivos -
5' 

( ~ f) Y el otro, heredable (6 O) e fig. r.~l. 

Deficiencia conc¡énita en el locus HGPRT. 

La mutación en el 10cus HGPRT en una célula germinal -

es la causa del síndrome de Lesch- Nyhan (~+, Al f) 5'S) en el que se pre-

sentan alteraciones. de dos tipos: neurológicas ( retraso mental y en-

el desarrollo, automutilación compulsiva ) y en la excreción ( sínte~ 

sis. de purinas. muy amnentada y excesiva excreción de ácido úrico l, 

Se trata de un padecimfento ligado al X, por lo tanto las mujeres 

no l?res.entan el sfndrome, pero son portadoras. 
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Las. c~lulas de i.ndi.viduos. afectadoa por ,el· ~ndrome 

Lesch-Nyhan (LN) carecen de la actividad de la enzima. HGPR.T, lo que 

les permite crecer en medio de cultivo que contiene análogos de puri­

nas, ya que no son capaces de reutilizar las purinas libres. En cam -

bio, las células normales que sí las pueden utilizar, se intoxican. (1'7) 

Las células de las mujeres portadoras pueden tener la­

actividad de la enzima o carecer de ella. En fibroblastos en cultivo­

y en células de folículos pilosos se ha determinado esa heterogenei -

dad en la actividad de la enzima HGPRT (;N, ;29) , pero en células san­

guíneas como eritrocitos o linfocitos se detectó actividad normal de­

la misma. dO, 33) 

1\lbertini y De Mars ( "i ) consideraron que debía exis 

tir una población de linfocitos mutantes en las portadoras y que por­

su baja frecuencia se requería un método muy sensible para poder de~ 

tectarlas. Basándose en las características de las células LN (tabla 

I.S) encontraron que pOdrían detectar los linfocitos mutantes de las 

mujeres heterocigóticas haciendo una selección de las células resis­

tentes al análogo 8-azaguanina e identificándolas adicionando a 108-

cultivos ti;midina tritiada ( 3H- tdr ) que es incorporada al ADN du -

rante la fase de sfntesis: las células. resistentes la incorporan al­

replicarse, mientra.s que las normales mueren antes de incorporarla. 



TABLA 1.5 

Actividad de 
la enzima 

HGPRT 

Actividad en 
presencia de 
análogos· de 
purinas' 

Incorporación 
de hipoxanti;na 

tritiada 

Incorporación 
de timidina tri 
tiada en prese~ 
cia de 6-tiogu~ 
nina 

CARl\CTERISTIC1\S CONSI.DERADAS PARA LA 
rRU~BA DIRECTA DE MUTAGENICIDAD EN -
LSP HUMANOS. 

CELULAS DEL TIPO 

LESCH-NYHAN 

Negativa o Baja 

Pueden crecer 

Negativa 

. 
4 

Postiva 

CELULAS 

NORMALES 

Posi.tiva 

Se inhiben 

Positiva 

Negativa 

* LSP - linfocitos de sangre 
periférica 



La cuantificación de la timidina radioacti.va incorporada a las célu-

las' se hizo por el método de centelleo. 

Con mezclas de linfocitos normales y linfocitos de un 

individuo con el síndrome de Lesch-Nyhan en diferentes proporciones -

N 
(1:3 has·ta 1:81; Lri: normales) encontraron que el método fue sufi -

cientemente sensible para diferenciar cada proporción y para detectar 

a las mujeres portadoras. 

En algunos individuos normales utilizados como contro 

1 ~ . .~ d 3 d . d 8 d es se encontro l.ncorporacl.on e H-t r en presencl.a e -AG, es e-

cir, se detectó que había algunas células alteradas en individuos no 

afectados por el síndrome de Lesch-Nyhan, pero la determinación de -

3 
la incorporación de H-tdr por medio de centelleo no permitió deter-

minar esa frecuencia con exactitud; para ello Albertini y Strauss r: 

propusieron un método enumerativo con el cual se podían identificar~ 

en forma individual las células alteradas, producto de mutaciones 

somáticas. 

PRUEBA DIRECTA DE MUTAGENICIDAD EN EL LOCUS HGPRT EN 
LINFOCITOS HUMANOS DE SANGRE PERIFERrCA. 

Lcf... técnica propues.ta permite seleccionar, en presen -

cip. de 6"tioguanina, aquellos' linfocitos deficientes; en la enzima -



HGPRT presentes en una muestra de sangre. Se utiliza timidina tritia-

da como marcador de las células y la evaluación se hace por autorra -

diografía, lo que permite identificar la actividad de células indivi-

duales. 

Aplicando este método a la detección de mujeres porta-

doras del sínd~ome de Lesch-Nyhan se logró una mayor sensibilidad que 

en la evaluación por centelleo. Se utilizaron diferentes dosis del 

análogo y se encontró que la concentración óptima de 6-TG para selec-
<J 

cionar las células mutantes de las normales es de 2xlO-
m

M (fig. 1.1> 

Con el fin de validar este método autorradiográfico -

de detección de linfocitos TG
r 

se evaluaron individuos expuestos a -

diferentes: tratamientos mutagénicos. Se estudiaron muestras de pa 

cientes en quimioterapia y/o radioterapia; un paciente de transplan-

te renal con terapia inmunosupresora con azatioprina y se analizaron 

los efectos del tratamiento con psoralen y luz ultravioleta en enfeE. 
r~ 

moS' de vitiligo y pso~asis (~e). Los resultados demostraron un 

incremento en los valores basales de la frecuencia de linfocitos TGr 

( tabla I.6). 

~ero surgieron dos problemas asociados al uso de esta 

técnica para el moni,toreo en humanos: 
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TABLA I.6 

(, 

¡t''''-'''' ;FÍJ/(,~ 

Rayos-X 

Luz UV 

Qumioterapia 
+ rayos-X 

I 

EMS 

ENU 

MMC 

Psoralen 

PSOI"O hn. 
-es-iEakeá + UV 

Azatioprina 

APLICACION DE LA PRUEBA DEHGPRT COMO PRUEBA DE MUTAGENICIDAD IN VIVO E IN VITRO 

COMPORTAMIENTO FRENTE A 
MUTAGENOS 

Incremento con la dosis (in vitro) 

Incremento con la dosis in vitro 

Incremento en---pacientes tratados 

Incremento con la dosis (in vitro) 

Incremento con la dosis (in vitro) 

Incremento con la dosis (in vitro) 

Incremento después de 
tratamiento 

FRECUENCIAS ENCONTRADAS 

CONTROLES 

-5 
1.48xl~6 
2.9x10 

2.9x10 
-6 

8.5x10 
-5 

1.9x10 
-6 

4.8x10 
-6 

6.1x10 
-6 

6.6x10 -6 

10-5 

EXPUESTOS 

-5 
6.05xl~5 
9.5x10 

5.6x10 
... 5 

2,8x10 
... 3 

2.8x10 -3 

19.2-66.2x10 

26.0-91.0x10 

10.6-34.1x10 

-2 
3.5x10 

-6 

-6 

.,.6 

METOOO 

Clonación 
Clonación 

Clonación 

" ó S) 
( 5 3) 

( 53) 

Cultivo fresco + 
Autorradiograf!a (5+) 

criopreservación :+ 
Autorradiografía e lo) 

Clonación "Gb) 

Clonación ( (, r:,) 

Clonación (66) 

Cultivo 1!'resco+ 
autorradiograffa (~7-) 



.. r 
Las' frecuencias basales de celulas TG encontradas en los estu ~ 

dios eran superiores a las que se habían observado en estudios -

in vitro en fibroblastos y linfoblastos, considerándose por esto 

la presencia de fenocopias en las muestras; 

2° Se planteó el que las variantes observadas pudieran no ser cé1u-

las resistentes a la tioguanina por causa de una mutación, sino-

por causa de alguna alteración en el proceso de síntesis de la -

enzima o cualquier otro mecanismo epigenético. 

10Fenocopias: 

En el ensayo de la HGPRT propuesto se utilizan leuco-

citos obtenidos de la sangre y al cultivarlas en presencia de fitohe 

maglutinina los linfocitos T en la muestra entran en ciclo celular¡-

pero algunos de estos linfocitos ya se encuentran en alguna etapa 

del ciclo diferente de Go al momento de extraer la sangre del organi~ 

mo. Puest~s en cultivo estas células ya activas pueden efectuar uno o 

1 
dos ciclos celutales antes de quedar inhibidas por la acción de la 

d 1 
3 .. 6-TG. Cuan o se agrega e marcador H-tdr estas celulas lo incorpo -

ran y en la autorradiografía aparecen corno células TGr sin serlo real 

mente 
~ , 
b) ; se les designa corno fenocopias y la forma de evitar su-

enumeraci6n se logra por medio de la criopreservación. Cuando la pru~ 

ba se hace con linfocitos congelados se encuentran frecuencias consis 



tentemente in:('eripres. e del orden de. 10-
6 

a lU....s 1 que la.s. encontra -

.,.-5 -4 
das' en pruebas hechas: con linfocitos: '1 :('rescos n e entre la y la ). 

Cabe señalar que la frecuencia después de la criopreservación concue~ 

da mejor con la que se encuentra en fibrob.lastos in vitro <. lQ-6 a 

10-5 )./0 

Se ha propuesto que la congelación actúa como un sin-

cronizador de las células que vienen activas en la muestra de sangre, 

haciendo que se detengan, posiblemente en G1 Ce) ; al entrar a cul-

tivo salen de G1, pasan por S en las primeras 24 horas del cultivo -

y cuando se agrega el marcador ya no son capaces de incorporarlo, de 

f ... r d" tal orma que no se cuentan ya como ce lulas TG en la autorra 10gra-

fía. 

2°Clonación: 

Para poder estudiar las características de una mutan-

te s.e requieren muchas copias de ella; para obtenerlas se seleccio -

nan las células mutantes originadas in vivo y se mantienen en culti-

vo para que proliferen y formen clonas (7) ; en este diseño la 

congelación se hace innecesaria ya que sólo proliferan las células 

que pueden res.istir la tioguanina. 

En las clonas de mutan tes:, ,l\lbertini y ~ols. (7- ) 

demostraron que son linfocitos T, que en el cultivo conservan su 



resistencia a la 6 .... TG, la trans.mi.ten a s.u des.cendencj:p. y' care.cen de ..... 

la enzima HGPRT ( tabla I.7) 

Dempsey y Morle* (:<, -<¡) establecieron que las células' 

TG
r 

son realmente mutantes porque en un medio con aminopterina (agente 

que bloquea la síntesis de novo de purinas ) las clonas de células 

r 
TG dejan de proliferar. 

El )studio de diversas clonas TG
r 

aisladas de un mismo-

donador demostró que la alteración del locus HGPRT es distinta en cada 

clona, 10 cual demuestra que la mutación somática puede prOducirse en-

diferentes regiones del locus en el mismo individuo y que cada clona -

que se produce representa un evento mutacional diferente ( 9) otro 

estudio en el que se analizó, por especificidad de anticuerpos, la con 

figuración de los marcadores T de membrana de las mismas clonas, con -

firmó que eran mutantes de origen diferente, pues se encontró que cada 

marcador era distinto (10) -7'0 ) (tabla r.7). 

El método de clonación ya ha sido usado también para 

estudiar el efecto que la irradiación in vitro produce en los linfoci 

tos normales (5.; ~5) y la acción de mutágenos químicos conocidos, con 

diferentes mecanismos de producción de daño al ADN y en diferentes 

dosis ) 
Ctabla l. 6} • 



TAaLI\ I.7 

,\ \''<' "\.' \ .. 

Tipo celular 

" 

Células T ('1, /0) 

C~~CTERISTICAS DE LAS CELULAS TG
r 

DETERMINADAS POR EL METODO DE CLONACION. 

Marcadores de 
membrana 

T4, T8 110) 

Genes para recepto­
res de células T 

10 diferentes en 

11 clonaS (I'J'/~) 

Actividad de 
la enzirta HGPRT 

Negativa ~;Z) 

Sensibilidad ~ 
aminopter:i.na 

'" po~tiva (Z~) 



l\lherti.ni ha recomendado el USP da amboa. fl\~todos (cl~ 

nación y' autorradiografí.al para la detección de llIutantes en el locus 
t 

HGPRT, ;i<omando en cuenta que el método de clonación d~ la posibili .,.. 

dad de obtener mayor información acerca del origen de la mutación y-

del modo de acción del mutageno, mientras que para un monitoreo de -

la frecuencia con que ocurre un evento mutagénico en el locus, con -

la técnica de autorradiografía se obtiene la información necesaria. 

Los intereses de nuestro grupo de trabajo, que pre -

tende hacer el monitoreo de individuos expuestos a mutagenos, nos -

llevaron a elegir el método autorradiografico cuyo uso en nuestras 

condiciones fue la meta principal de este trabajo. 



MATERtAL Y METODOS. 

1. Separacié3n de linfocitos .... De una muestra de sangre de 40 ... 50 

mI se separan las células blancas utilizando un gradiente de 

Fycoll-hypaque, que se centrifuga durante 30 mino a 1500 

r.p.m. ( Este proceso debe llevarse a cabo en forma estéril) • 

2. Conteo de células .... El anillo de células blancas obtenidos en 

el gradiente se separa con una pipeta Pasteur y se re suspende 

en 1.5 mI de medio RPMl-1640. Con una micropipeta de 20ul se-

toma una muestra de esta suspensión de c~lulas que se diluye-

en 1 mI de colorante vital ( eosina o azul de tripano ), y se 

cuenta en un hemocitómetro diferenciando entre los linfocitos 

vivos y los muertos. 

3. Congelacié3n.~ Una vez determinado el número de células obte-

nidas en la sepración, se re suspenden éstas en medio de culti 
(JI 

vo RPMI-1640, con suero autólogo d~ 10% Y DMSO 7.5%, a una 
,~I ", '1", rl - 1 6 

concentracié3nfde 10x10 células/mI y se distribuyen en cápsu-

las de plástico que se colocan rápidamente en una caja de uni 

cel de 3cm. de grueso con tapa, que a su vez se guarda en un~ 

ultracongelador a -70°C, donde se conservarán hasta que se 

dese~ cultivar C: resisten aproximadamente 2 meses). Si se 

deja más tiempo, la viabilidad disminuye considerablemente. 



4. Descongelación.~ Se prepara un baño María a 37°C y. S~ retiran del 

ultracongelador las cápsulas para el experimento; éstas' se sumer-

gen en el baño durante 1 minuto, sin agitar para no formar burbu-

jaso en la suspensi6n de células. 

Se toman con una pipeta Pasteur y se resuspenden en 

30 mI. de medio a 37°C. Se lavan para quitar el DMSO que puede 
, lA' 

resultar tóxico para la célula activa, centrifugando durante 10 -

minutos a 1200 r.p.m. 

Se re suspenden en 1.5 mI de medio RPMI-1640 para de ter-

minar el número de células que se recuperaron y su viabilidad. El 

procedimiento para el conteo es el mismo que se describe en el 

paso 2; si la proporción de células vivas alcanza el 80% se pro -

cede a montar el cultivo. La viabilidad se obtiene dividiendo el-

número de células vivas que se encontró, entre el total de célu -

las contadas. 

I 

5. Preparaci6n para cultivo.- Las células recuperadas se re suspenden 

en medio RPMI-l640 y suero autólogo al 20% ajustando a una caneen 

traci6n de 1x10
6 

células por cada 0.9 mI. 

6. Cultivos. para control.- EstOs. cultivos. son el testigo del experi ... 

mento para cada lndividuo y en ellos se determina el fndice de 

marcaje. 



De la $,uspens..í.ón de células. preparada en el ¡>as.o 5, S.e toman ..... 

4.5 m1, de tal forma que s-e tienen 5xl (l6 células:. Se les' agre-

ga 0.5 m1 de medio b&sico ( cuya preparación se des-cribe mas: ..... 

adelante ) con el fin de igualar el pH con el de los' cu1tivos-

de prueba en presencia de 6-TG. Finalmente $-e agregan 0.2 m1 -

de PHA (PHA-M, GIBCO liofilizada). No empleamos antibióticos • 

7. Cultivos en presencia de 6-TG.- Se toman igualmente 4.5 m1 de-

suspensión de células y se agrega 0.5 mI de 6-TG preparada co-

mo se descri.be en otro apartado. Se agrega 0.2 mI de PRA, sin-

antibióticos. 

Se monta el experimento de cada individuo con 1 testigo y 3 cul 

tivo~ en presencia de TG, como mínimo. 

8. Incub.ación y marcaje con 3 H-tdr.- Se ponen a incubar los cu1 -

tivos' así montados, a 37"C. A las 24 horas se agregan 20u1 de -
. 6. '11'.,' ,rl' 1'·"/(.'/ 1, ,,; 

tr,midina tritiada, (~uCi/m1 de cultivo} y se dejan incubar 16 .. 

horas más:. 

9.. Cas;echa • .,... L 'A partir de este paso ya no es. necesario trabajar -

en area e$.téril . ) A las. 40 horas de iniciados los cultivos· se.,. 

agregan la mI d~ ácido cítrico 0.1M y se extraen los núcleos 

por centrifugación a 1700. r.p.m. durante 15 minutos. El sobre-



nadante'f radípactivo f ~e de$,echa en un recipi,ente especial y los 

núcleos- se fijan en metanol-acetico 7.0~1.5flQ mI ~ se resuspen­

de fuertemente con un agitador vórtex y se extraen nuevamente a-

1700 r.p.m. durante 15 minutos .. Finalmente, se re suspenden en 

20Qul de fijador y se guardan en refrigerador durante 24 hrs al 

menos, antes de proceder a preparar las laminillas para autorra­

diografías. 

jO. Preparación de laminillas.~ Antes de extender los núcleos recu­

perados en los portaobjetos, para su análisis, es necesario sa­

ber cuantos núcleos se recuperaron. Para contarlos se torna una­

gota de la resuspensión de núcleos, con pipeta Pasteur, y se 

diluye con 20 gotas de fijador; se re suspende bien y se cuenta­

en un hemocitómetro. 

Las laminillas se preparan corno sigue: 

Para determinar el índice de marcaje del testigo.- Se 

resuspenden bien los núcleos con una pipeta Pasteur o si quedan 

muy aglutinados , se emplea una aguja para punción lumbar, de 

7.5 cm de largo, delgada, hasta que queden re suspendidos horno -

génearnente. Entonces se extienden por goteo sobre un portaobje­

tos seco, perfectamente limpio; para lograr que se separen bien 

los,' núcleos, el goteo s€ efectúa desde una altura de 10 cm y se 



ponen sólo 5 o 6 gotas. por lami.ni.11a 'i. s.e. dej an s;e.ca~ al ai.re. 

Para determinar el índice de marcaje de los cultivos en prese~ 

cia de TG. 

Se suspenden de la misma manera que los controles, -

cuidando que las pipetas y las agujas se encuentren limpias 

para evitar que se mezclen los resultados entre el control y -

los cultivos de prueba. 

Las laminillas se hacen también por goteo sobre el -

portaobjetos, desde una altura de 5 cm, para evitar que sa1pi-

que la muestra y se pierda material. Se ponen 2-5 gotas por 1~ 
p" "r 

mini1la, procurando que no se dispersen mucho, sinomSs b~ 
,; 

que queden en el centro. 

Haciéndolo de esta manera, los núcleos, que tienden-

a aglutinarse, se dispersan bien y permiten una mejor y mas 

rápida evaluación de las autorradiografías. 

11. Tinción.~ Las preparaciones de núcleos se dejan secar un día -

por lo menos, y después de tiñen con acetorceína fresca al 1%, 

de la siguiente manera: 

El colorante $.e J;'iltra primero, despu€s las laminillas se 



aumergen durante 60 segundos en el colorante, se lavan con 

H
2

0 des,tilada durante 10 segundos y se enjuagan luego en agua.,.., 

corriente durante 10 minutos. Se dejan secar al aire. ( si el­

colorante esta viejo se debe alargar el tiempo de tinción has­

ta obtener el color que se desea ). 

El mejor tono para la evaluación es un rosa claro 

que permita ver claramente la marca en la autorradiograffa. 

12. Autorradiografías.- Proceso en obscuridad: 

Las laminillas ya teñidas se cubren con una emul -­

sión para autorradiografías NTB-2 de Kodak, que se puede uti­

lizar diluida 1:2 ( ver apartado especial para preparación de 

sustancias ). 

La emulsión se licúa en baño María a 40°C y cuando­

ya esta completamente líquida se vierte en un recipiente es­

trecho con una profundidad equivalente al largo de la lamini 

lla. 

Con un portaObjetos limpio se eliminan las burbujas 

que pudieran haberse formado al licuarse y se procede a cu 

brir las preparaciones. Esto se hace simplemente sumergiendo-



ada laminilla en el recipiente durante 1 segundo, tiempo sufi­

ciente para que se adhiera una delgada pelfcula de la emulsión 

sobre la preparación¡ se quita con un pañuelo desechable la 

emulsión del reverso de la preparación ( asegurándose antes de 

que efectivamente se limpia el reverso) y se deja secar sobre~ 

la mesa, en posición vertical. 

Cuando ya secaron todas las laminillas s~ guardan en 

una caja negra, ésta se envuelve con plástico negro, o bien 

con papel aluminio de tal forma que no reciban luz y se guar -

dan en refrigeración durante 3 días corno mínimo, para permitir 

que la tirnidina radioactiva marque la emulsión de autorradio -

graHa. 

Revelado; proceso en oscuridad. 

Para el revelado se utiliza revelador D-19 (Kodak) -

agua destilada y fijador rápido (Kodak) en recipiente para tin 

ción de laminillas con canastilla de aluminio o de vidrio. En­

ésta se colocan las autorradiografías y se procede al revelado: 

lQ 5 mino en el revelador D-19 a l8°C¡ el revelador debe cu -

brir completamente las laminillas. 



2° lavar en H O destilada durante 1 a 2 minutos. 
2 

3° 5 ~ 6 mino en fijador; 

4° lavar en H20 destilada 3 minutos. 

Esto se hace sin agitar en ningOn momento~ se puede enjua-

gar con agua de la llave, pero no en agua corriente pues 

eso puede estropear la emulsión. 

5° se dejan secar al aire. 

Desde el 4°paso ya se puede trabajar con luz." 

El proceso en oscuridad se efectúa " a la luz " de una 

lámpara con filtro rojo, número 2. 

13. Evaluación al microscopio de los índices de marcaje en el cu1 ~ 

tivo testigo y en los cultivos en presencia de 6-TG. Las auto -

rradiografías ya reveladas se analizan al microscopio. 

Las del cultivo testigo se analizan con el objetivo de media -

no aumento (40 X) Y se cuentan 2500 núcleos en cada una, dife-

renciando entre los núcleos que presenten la marca autorradio-

gráfica y los que no la presentan. Se toman corno positivos los 

que contengan más de 20 granos de precipitación de plata. (yé~ 

se 11 Criterios para la evaluación de autorradiograf!as"l. 

El !ndice de marcaje del cultivo se obtiene corno el -



promedio del· índice de cada 1 amin i.,ll a . del mi,$lIlQ. 

L.l. 
c 

= Número de núcleos marcad0s 
2500 

El índice de marcaje de los cultivos selectivos se -

obtiene contando la cantidad total de núcleos marcados en las -

autorradiografías ( M ) sobre el total de núcleos recuperados -

en esos cultivos ( T ): 

L.I. = 
m 

M 
T 

14. Finalmente se obtiene la frecuencia de variación o de mutación 

(Vf) que está dada por la razón entre los dos índices obtenidos 

previamente: 

l/f- L.I. 
m 

L.I. 
c 

.. M/T 

L.I. 
c 

M 

L.I. xT 
c 

L.l. x T se define como el número de núcleos evaluables en los 
c 

cultivos con 6-TG o N. 

CRITERIOS PARA LA EVALUACIÓN DE AUTORRADIOGRAFfAS. 

Con los núcleos recuperados de los cultivos se 



hicieron preparaciones en las que se puede. disti.nguir al microscopi.o 

cada célula individual¡ al cubrir estas laminillas con una emulsión-o 

fotográfica sensible la desintegración del isótopo radiactivo produ­

ce precipitación de granulos de plata de la emulsión y esta precipi­

tación, de color negro, se nota claramente sobre el núcleo teñido 

con acetorceína. Si la cantidad del isótopo incorporada al núcleo es 

alta, la precipitación de emulsión causada por su desintegración ha­

rá aparecer al núcleo completamente negro, con un contorno circular­

u ovalado, pero siempre redondeado, y gránulos individuales alrede­

dor; a menudo la intensidad de esta marca autorradiográfica es tal -

que no es posible distinguir al núcleo teñido subyacente. 

Si la cantidad de isótopo incorporada en un núcleo 

no fue muy elevada, la proporción de gránulos de emulsión que se 

forman sobre el núcleo no lo cubre por completo y es posible distin­

guir todavía el núcleo teñido por debajo de ella. 

Cuando la cantidad de gránulos sobre el núcleo no 

rebasa el número de 20, se ha establecido que se considere como no­

marcado~ se asume que la cantidad de 3H_tdr incorporada no es indi­

cativa de que la c~lula efectuó la fase de síntesis del ADN. 

En la evaluación de estos núcleos con escasa marca -



es importante considerar 10 que s.e llama, p;t;'e.ci¡:¡t..taci.tln ine~l?ec~.fica .... 

de la emulsión t background) • 

Cuando es muy frecuente o intensa esa precipitaci5n 

puede causar confusión en la evaluación, principalmente en las zonas-

de la autorradiografía donde hay muchos núcleos muy próximos; pero es 

sencillo diferenciar si se trata de precipitación inespecffica o no,-

analizando las zonas de la autorradiografía donde no hay células para 

determinar la frecuencia, proximidad y distribución de las precipita-

ciones. 

<' 
Esta forma de m~rcado es exactamente igual ya sea que-

se trate de núcleos que incorporaron 3H_tdr en cultivos de control, 

o bien, que la hayan incorporado en presencia de 6-tioguanina. 

Resumiendo, los criteros para evaluar corno positivo 

un núcleo se pueden enumerar corno sigue: 

1) que se distingan precipitaciones de la emulsión -

directarnente~ sobre el núcleo, en un número mayor 

de 20, 

2l que se aprecie por debajo de la marca al núcleo -

teñ~do por la acetorceína en tonos rosa o rojizo, 

3) si la marca es muy intensa y no permite ver el -



• 

nficleo teñido, entonce~ se determina por la forma 

redondeada u ovalada del núcleo, alrededor del cual 

se puede distinguir una corona de granuloso 

ANALISIS ESTADíSTICO. 

~.e. calculó el intervalo de con:e.t.anza (C. I.) de una -

frecuencia de células. variantes', as! corno el C.L de la relación 

entre dos frecuencias; dichas pruebas fueron desarrolladas por 

Sylwester y Albertini en 1985. (6 1) 

Se aprovecha en ellas una propiedad de las distribu-

ciones de Poisson que consisten en que su logaritmo natural se dis-

tribuye aproximadamente en forma normal. 

Intervalo de confianza para una frecuencia de c~lulas variantes (Vf) 

Corno ya se explicó: Vf= M/N, donde M es el número de 

células marcadas en presencia de tioguanina ( que suele ser un núme 

ro pequeño ) y N es el número de células evaluables ( que es un nú­

LroY1.. 
mero grande). Las dos1variables aleatorias. Se asume que M tiene 

una distribución de Poisson pues sólo una pequefla fracción de los -

linfocitos de individuos normales tiene el fenotipo variante de 

resistencia a tioguanina. 



El logaritmo natural de una variable de Poisson ( sea en 

este caso m*) se distribye aproximadamente corno una normal con una media 

in (m*) y varianza l/m*. A partir de esto, se hizo una aproximación para 

los intervalos de confianza paEa M¡ 

(in (M) .. 1.96 / n¡ in (M) + 1.96/ 1M) (a) 

donde 1.96 es una constante obtenida de una tabla para valores Z para in 

tervalos de confianza del 95%. 

El antilogaritmo de (a) es: 

(m. *¡ m *) c: (M.exp(",1.96/1M' ); M.exp (1.96 rM') (b) 
1. s 

Esto equivale a los intervalos de confianza para M donde 

m
i

* es el valor inferior del intervalo y mz~ es el valor superior. 

Pero Vf= M/N, de donde, si se divide (b) entre N: 

(Vi* Vs* ) = ( Vf exp (-1.96/ {M'¡ Vf exp (1.96/ .¡MI) (1) 

Esta fórmula es la que se empleó en la evaluacion de ca-

da valor de Vf encontrado. 

Intervalo de confianza para la relación entre dos frecuencias de va-

Los mismos autores (6 /) utilizaron la relaciSn entre .,.. 

dos frecuencias de linfocitos variantes Vf2/ Vfl para estimar si son.,... 

iguales o no. Si la relación da un valor cercado al 1 no se puede re~ 

chazar la posibilidad de que las dos frecuencias sean iguales. 

El intervalo ae confianza para esta relación se apro -



ximó de la misma manera que se hizo para evaluar frecuencias indivi-

duales', utilizando la transformación logar~tmica. 

Para dos muestras independientes, el in(M2/Ml)~(M2>-

in (MI> se distribuye en forma aproximadamente normal con media in 

ir (m
2

*/m
l

*> y desviación estándar cuyo valor se estima: 1 = (1/M
2 

+ l/MI) 1/2. 

De aquí el intervalo de confianza del 95% para in (m2* / ml *> se obtie 

ne aproximadamente en esta forma: 

" Sacando el altilogaritrno para (e); 

Si se divide nuevamente entre N se ohtiene el intervalo de confianza 

del 95% para la relación entre dos frecuencias de células variantes~ 

v */V * : 2 1 

Esta es, la fórmula empleada en el analis.i,s .. de las. -, 

relac~,ones: entre· cada par de frecuencias,. Si, el número l queda in ... 

clu~do en el intervalo de confianza de esta relación, se considera-



que son iguales las dos frecuencias. anali.zadas. 

~ . . . 

PREPARACION DE SUSTANCIAS. 

- Fycoll-hypaque.-

Se utiliza a una densidad de 1.077. 

Pesar 30 g de Fycoll ( Sigma 4375-tipo 400) en 200 mI de agua des-

tilada. 

Diluir 50 mI de hypaque en 80 mI de agua destilada (Hypaque M, 90%, 

Winthrop NDC 0024-0788). 

Se mezclan ambas sutanci~y se diluyen con aproximadamente 130 ~l -

m1is de agua destilada, para alcanzar la densidad deseada que s.e de-

termina con un hidrómetro para gravedad específica 1000-1220 (VWR-

Scientific Inc. ). 

Se separa luego en frascos color ámbar, se esteriliza en autoclave-

y se guarda en refrigeración. 

" DimetU s.ul~óxido (DMSO) Si.grna NQD ... 5879. 

" Medio RPMI...I640 con HEPES y. glutamina. 

El polvO pa~a 5 li,tros de me.diORJ?M¡.,.J.6.40U'lp~ Lab-: 1U~0l~11~ 't", 

se rehi,drata en 3 li,tros' de· agua deg;i,onizada f ae ,a%eg~n 29.79 9'f". 



m 
de HEPES (25¡'ÍM¡. P.M. 238.3) lo cual baja e.l pH aproxj..madamente a 6. 

r 
Añadir 10g de Na

2 
Hco1¡ ajus:tar el pH a 7.4, completar a 5 li~os."', 

y filtrar en filtro Millipore con membranas 0.45 um, 0.22 uro y pr~ 

filtro. 

Se separa en frascos de 100 mI y al momento de usar se le agrega -

m 
glutamina (Flow Lab. l6-801-49¡ 200~, 29.23mg/ml para obtener 

una concentración 2mM) • 

• 33.44 mg de 6-TG <.Sigma A-4882), 

· Agregar 2ml d~edio RPMI-1640. 

• Di~olver con 0.5 ml de NaOH IN, agitando fuertemente con vórtex 
'f 

o calent~o a baño María hasta que se disuelva bien. 

• Agregar 9.5 mI de medio RPMI-1640 para obtener ~-~..a una 

concentración de 2xlO~2M. 

Se separa en alícuotas de l mI y se congela. 

La solución de trabajo se obtiene descongelando una alícuota, ~e 

~ diluye 1:10 en medio RPMI-1640 para obtener una concentración-

-3 
2 x 1Q M. De esta solución se tomaranQ.5 mI para agregar a cada 

cultivo de 5 mI, con lo que queda a una concentración de , 2 x 1Q~4M. 



. 11.5 mI de medio RPMI~640" 

• 0.5 mI de NaOH IN 

uJq,. 
Se mezclan, se separan alícuotas) 1 ml y se congelan. 

Para trabajar, se descongela una alícuota, se diluye l~lO con -

medio RPMI-1640 y de esta solución se toma 0.5 mI para cada cul 

tivo restigo de 5 mI. 

Suero autólogo: 

Este suero se obtiene en el gradiente con fycoll-hy~aque al 

separar las c~lulas blancas de la sanJre del donador. 

El suero queda en la parte superior del gradiente y sesepara~, 

en forma estéril con una pipeta Pasteur. Se centrifuga a 

1500 r.p.m. durante 30 mino y después se separa de los sedirnen 

tos que se obtengan, que pueden cons.istir en proteínas desnat~ 

ralizadas y restos de fycoll-hypaque, mediante una pipeta Pas-, 

teur y se guarda en congelación. No es necesario inact:i:varlo. 

3H-tdr; NEN, NET-027 6.7 Ci/m mol de actividad especl:fi,ca., 

Se usó 4uCi/ml de cultivo de esta solución. 

~ 1\cidq eX,trico e Baker OllQl Q.IM~ 

5.254 9 en 250ml de agua destilada. 



~ Fijador metanol ~ acétipo~ 

7.0 parte~ de metanol absoluto 

1.5 partes' de ácido acético glacial 

Acetorceína (orceína natural Sigma I.C. N°12421 

Orceína natural al 2% en ácido acético al 45% en agua destilada. 

Diluir con ac. acético al 45%, 1:2 para obtener el colorante al -

1%, que es la concentración que se utiliza en la tinci.ón. Antes -

de usarlo s.e debe filtrar con papel de poro grueso, simplemente ... 

para eliminar las precipitaciones que se forman en el colorante -

almacenado en lugar seco, a temperatura ambiente, en la oscuridad. 

~ Emulsión NTB.,...2 CKodax nuclear track emulsion NTB2, cat. l65~433) 

E~ una emulsión especial para autorradiografías, de ~ápid~·expo ~ 

sición~ se puede utilizar tal y corno viene, pero p~ra obtener un-o 

mayor rendimiento de la misma nosotros la diluirnos, sin ~e eato~ 

perjudique la obtención de las autorradiografras. 

Se hace de la siguiente manera ( en oscuridad y luz de·f±~tro NQ2 

rojo l. 



+ Se extrae del' envase un~ cantidad de. ~u16i~n e~~valent a 2n~l~ 

u~ emuls;ión en refr.igeracion e aoli4i,.fical con una varilla, ' de v~",.., 

drio limpio, se coloca en un vaso de. prec¡pitados de 50 mI yo se d~ 

ja licuar a haño María a 409.C. 

+ Una vez licuada se diluye 1:2 con agua destilada previamenteher ~ 

vida y. dejada enfriar a temperatura ~,ente, en una probeta gra -

duada. 

+ Esta emulsión así preparada se vi.erte en el recipi,ente estrecho ... 

en el que se van a cuhrir las laminilla , cuya capacidad es aproxi 

madamente de 20 mI; esta cantidad de emulsión alcanza para un núme 

ro de 30 autorrad~ograf!aa aproximadamente. 

- , Revelador D-~9 teS D-1l). Se utiliza dUuido 1.2 para aUIllentar su '1"\ 

rendimiento: 31 9 del polvo que contiene el empaque se ailuyen en,.. 
oc. 

4ClCl mI de agua destilada a 52" cQn agitación constante t con a9it~ " 

dor magné.tico) ~ Ya disuelto se vierte en un recipiente &mbar u os-

curo y se deja enfriar. 

rara SU uso se enfr!a a 18 o 20°C. 

"" rijador. Ta,mb.ién s.e di,luye 1~2 e Fijador rá~idQ cQn enaure.c Qr . ~ 

Ktld~ cat~· 6l6.~41 , 



.... 'Colorante vital · eosina amari,llenta l Sigma I.C. NQ 4538Cl ) 

1 mg en 50 m1 de NaCl Ow9% .<. solución .$..s:otÓnica l. 

Colorante vi,ta1 azul de tripano; GrBCO * 525. 

0.4% (1:61. 

, 
1ft t • 

• 1 



RESULTADOS. 

Evaluacian de autorradi?,ratfas. 

H 
Los linfocitos que responden al estfmulo d la P}A 

3 
incorporan H-tdr a su ADN durante la fase de síntesis; esto perm! 

te la diferenciación de las células capaces de dividirse en el cul 

tivo de las que no 10 son. 

Cuando se analizan al microscopio las autorradio 

graftas de estos cultivos, en los controles se pueden observar 

campos corno el que aparece en la figura R.l en el que el 30% de 

los nacleos aparecen con marca autorradiográfica~ ( aumento 200x l. 

El resto de los núcleos representan las células que no fueron via-

bIes en el cultivo o bien, que no fueron capaces de responder al -

est!mulo de la fitohemaglutinina. En la figura R.2 se aprecia una~ 

parte del mismo campo, a mayor aumento ( 1000x ) en el que se 

aprecian mejor las características que se tornan como base para -

contar un núcleo como positivo. En estas 

a. 
zo la determinaci8n de !ndice de m9rcaje 

métodos ) 

autorradiograftas se h! 

L.I (ver {¿ateríal y ... 
c 

En las mismas condiciones de cultivo, pero en p~~ 

sencia de 6-tioguanina, sólo son capaces de crecer las células ~ 
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mutantes, por esto, el aspecto de las autorradiograf!a.a de estos 

cultivos es notoriamente distinto. En la figura R.3 se observa -

un campo de uno de estos cultivos a bajo aumento (20Ox}1 sólo ~ 

se observa un núcleo con la marca autorradiografica, el cual vi~ 

to con may~r aumento ( lOOOx) presenta las mismas característi -

cas que presentan los núcleos marcados en las autorradiografías-

de los controles. 

Fenocopias y efectos de la criopreservación • 

. 
t 

Albertinty Sylwester re~ortaron en uno de sus -

trabajos ( f ; que la presencia de fenocopias en las muestras ha 

cía variar en forma considerable las frecuencias de linfocitos-

variantes encontradas, y para eliminar su interferencia sugieren 

el uso de la criopreservación de los linfocitos antes de la 

siembra. 

Para estimar con qué frecuencia se presentan 

estas fenocopias se utilizaron linfocitos congelados de 3 dona-

dores y se cultivaron de la manera ya señalada ( vease Material 

y Métodos ), pero la cosecha se hizo tanto a las 24 horas como-

a 40 horas de iniciado el cultivo, estando en presencia de 3H_tdr 

24 Y 16 horas re~ectivamente. 

LO$ NSfJPia Jos oifu/Jos S~ "I'n 1" h ~b" Ro} ~n.lt se ~ral1 



· , 

T~ R.l mdices de marcaje ( L.l.) en cultivos control 

estimulados con fito~a9lutinina. 

L.l. L.!. 
Donador 24hs. de incubación 40hs. de incubación 

DT~ 1.63 )( -10-3 ~.{, )/ lo -1 

RMM 2.53 x 10-6 4.2 x 10-1 

AGC 2.7 x 10-2 3.6 x 10-1 

irf~ X""9.5 x 10-3 X=3.8 x 10-1 



los diferentes' !ndices de marcaje ( L.!.l de los 3 donadores. 

La frecuencia de celulas activas en los cultivos de 

24 horas mostró una gran variación= desde el orden de 10 .. 6 ( en el­

-.2 
donador RMM) hasta 10 (en el donador AGC)¡ en los tres casos, de 

cualquier forma, se encontró una frecuencia de linfocitos " adelan­

tados" en el ciclo celular, la que normalmente los linfocitos requi~ 
ren de una fase llamada " lag" o de adaptaci~n en la que no 

incorporan timidina tritiada¡ esto ocurre hasta que llegan a la fase 

de síntesis. La presencia de linfocitos marcados, es decir que pas~ 

ron la fase S en las 24 horas del cultivo, demuestra la existencia de 

:('enocopias. 

El índice de marcaje de los cultivos a 40 horas, por 

otro lado, en los tres individuos fue del orden de 10 .. 
1

• 

La presencia de fenocopias en muestras de linfoci 

tos congelados', a 24 horas de cultivo, nos llevó a cuestionar el 
Llo.. 

efecto de}criopreservación. 

Con el objetivo de entender cu&l era ese efecto se 

cultivaron las células de un donador durante 40 horas C. en ausencia 

y en presencia de 6.,..TGl directamente recién s.eparados. los linfocitos. 

de la mues:tra y. después de 24 horas de congelac:i:$n, 



El 1.nd±.ce de marcaj e tI... I.1 de la.s: cglulas que no -

pasaron por l~ criopreserv~c:i$n :eue de 0.2063 mientras que el de ... 

las células criopreservad~s fue de 0.1010. 

Así también, la frecuencia de cglulas TG
r 

encontrada 

en la fracci$n sin criopreservación fue notoriamente ~yor que la 

encontrada en la fracción que sí se congeló ( Tabla R..2 l. 

Frecuencia espontánea de linfocitos de sangre perif~rica resistentes 

a 6-TG. 

Una vez establecida la metodología y utilizando la -

criopreservaci$n para la eliminaci$n de fenocopias se determinó en -

18 individuos" sanos ", no expuestos a agentes ambientales no usua-

les en la ciudad de Mgxico, el índice de marcaje (L.!. ) con timidi­

n~ triti~da y la frecuencia de linfocitos resistentes a 2x10-4 M de-

tioguanina. 

En la tabla R.3 se resumen todos los par8metros que-

~ r se midieron con el fin de calcular la frecuencia de celulas TG para 

la muestra de c~da individuo. Las columnas 2 y 7 corresponden al ~. 

r 
índice de marcaje en contr9les y a la frecuencia de células TG 

(o Vf) respectivamente, y en las figuras R.5 Y R.6 est1ín represent~ 

das sus distribuciones. 



TABLA R.2 

L.I.c 

0.1010 

Er:'ECTOS DE IJ\ CRlQP~E.S~Yl\ClON EN ~ ~ND~CE DE MAR­

CASE Y' LA "FRECUENCU\ DE. CELULAS TGr EN LA .M¡SM 

MUESTRA DE SANG~E. • 

~ CRIOPRESElW,A,C¡ON 

T N M 

12.6 x 10 6 1.28 x 1Q6 16 

S/N CRIOPRESERVACION 

L. I.c 

0.2063 

L. I.c 

T 

N 

T N M 

9 96 106 2.1 x 106 • x 297 

núcleos marcados en cultivos de 
control I SOOO núcleos contados 

Total de c~lulas recuperadas de 
los cultivos con TG 

L.I.c X T 

M Total de núcleos marcados en cul 
tivos como 6-TG. 

146 x 1Q-6 



DONADOR L.I. T N M L.I. Vf 
c m 

J.R.L. 0.2466 7.5 x 10
6 

1.85 x 10
6 

O 0.0 0.0 

2 L.O. 0.4116 5.0 " 2.06 " O 0.0 0.0 

3 R.M.M. 0.1544 2.5 " 0.386 " O 0.0 0.0 

4 R.M.M. 0.4206 7.8 " 3.28 11 3 
-6 10-6 

0.3846 x 10 0.91 x 

5 s.c. 0.4616 7.5 " 3.46 " 5 0.66 " 1.44 " 
6 J.E.A. 0.3846 7.3 " 2.83 " 6 0.8219 " 2.12 " 
7 M.A.A. 0.2579 7.2 " 1.85 " 4 0.555 " 2.15 11 

8 E.V. 0.3213 2.5 " 0.803 11 3 1.2 11 3.74 " 
9 R.D.P. 0.3688 3.5 " 1.29 11 5 1.42 " 3.87 " 
10 M.C.M. 0.3656 6.3 11 2.3 11 11 1. 746 " 4.78 " 
11 A.V.E. 0.1375 6.0 " 0.825 11 4 0.666 " 4.84 11 

12 P.O.W. 0.3376 7.5 11 2.5 " 13 1. 73 " 5.3 11 

13 R.G. 0.3447 6.18 " 2.08 " 17 2.75 " 8.17 " 
14 F.CH. 0.1010 12.6 " 1.2756 " 16 1.269 11 12.54 " 
15 D.T.Q. 0.3630 4.5 " 1.633 " 23 5.111 " 14.08 " 
16 C.C.N. 0.2152 2.5 " 0.538 " 10 4.0 " 18.6 " 
17 A.G.C. 0.3624 7.5 " 2.718 " 54 7.2 It 19.86 " 
18 F.R.R. 0.2995 6.0 " 1.79 " 40 6.66 " 22.2 " 

X=O .3087 X=11.88 
- -6 -6 
X=2.0xlO ~ X= 6.9 x 10 -6 

D.E.=.0995 D.E.=14.07 D.E.=2.25x10 D.E. = 7.11 x 10 

L.I = Núcleos marcados en cultivos de control~ M = Total de núcleos marcados en cultivos 
c JO 

con 6-TG. 5000 nucleos contados. 

T = Total de células recuperadas de los cultivos L.I. = M -:- T 
con TG 

m 

N = L.l c x T Vf ¡:: L. + \n ~ L I Lc o Vf :::; M :- N 



/~. R·r Distribución del (ndiee de marcaje (L. 1:. e) en 
cuHivoI de control 
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FRR 
AGC 
CCN 
DTQ 
FCH 

• RO 
O POW 
~ AVE 
O MCM 

" RDP 
a EV c: 
O MAA 

Q JEA 
SC 
RMM 
RMM 
LO 
"RL 

Distribución de las frecuencias (Vf) de diferentes donadores y sus ¡nterval 

de confianza 

-
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O 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 .14 15 16 17 18 19 20 21 22 

- Valor Vf enoDI'todo 

Intervalo di confianza del 9!5 % • 
Vf ( X lO-e 

, 
celulas ) 



LoS' fndices' de marcaje en ausencia de 6-TG se distribu 

yeron corno una T de Student, con valores desde 0.1010 hasta 0.4616, -

una media de 0.3087 y desviación estSndar 0.0995. 

r 
Los valores de las frecuencias de células TG (o Vf-

Lf(·3 
en la tablal), por su parte, se agrupan como una distribuci6n de Poi-

.. 6 
sson con un rango desde 0.0 hasta 22.2 x la ,valor medio de 

-6 ~6 
6.9 x 10 y desviaci6n estándar 7.11 x 10 • Esta distribuci6n no -

es condnua efig. R.6 ) como s! lo es la distribuci6n del índice de -

marcaje en los controles; hay mas dispersi6n en los valores altos de-

la distribuci6n, pero la mayor parte se agruparon en el lado izquier-

do donde están los valores más bajos: 12 estan dentro del rango 0.0 a 

-6 
5.0 x 10 • 

Cada punto representa una determinaci6n con célu1as~ 

de un solo individuo. En un caso ( RMM ) en el que se obtuvo un va -

lor de 0.0 para la frecuencia de células TGr se hizo un segundo 

muestreo, en el que se increment6 el tamaño de la muestra, y se 

obtuvo un valor de 0.91 x 10-6 • 

Análisis estadístico. 

Se calcu16 el intervalo de confianza, del 95 %, para 

cada Vf encontrada, de acuerdo con la ~órmula OJ des-crita en 



. . . 

" Materíal y M~todos" En la figura R.6 sobre la distribución de 

Vf, se representa el intervalo de confianza para cada uno de los-

valores'. 

En la figura R.7 estSn representadas 1as ·relacio -

nes que fueron positivas entre cada ' individuo con el resto del 

grupo estudiado. Debido a que hubo tres frecuencias (de los dona-

dores JRL, LO Y RMM 1 con valor de cero, no se pudo realizar nin -

gún análisis con ellas. Entre el resto de los individuos de la mues 

tra se encontró que sí se parece el valor de la frecuencia de célu-

r 
las TG de cada individuo con al menos 4 de los otros donadores. 
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intervalos de confianza del 95 % de la razón 

fr. dos Vf s. 
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OTQ 
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DISCUSION y CONCLUSIONES. 

Para determinar la frecuencia de mutC\ci.on de un $'010 

gen es 

razón se han desarrollado siste~ s de pru ba con cªlulas que permt~ 

ten evaluar rápidamente millones de ellas. Lo~ resultadQ~ de e~ta~~ 

pruebas de mutagénesis se utilizan para evaluar el riesgo que para~ 

el humano representa la exposición a agentes' genotóxicos. si.n e.moar 

gas los da '\..os de sistemas ~ vitro son de valor limitado ya que. 10s\ 
-

factores farmacocinéticos del humano son diffciles de reproductr y~ 

es por esto que tienen un gran valor potencial las pruebas que per~ 

mitan evaluar mutaciones puntuales ocurrí.das ~ vivo~ la enumera --o 
ción de la frecuencia de mutación en el locus HGPRJ en linfoci.tos. -

~v l. • L 
humanos o prueba de Al bert in i es una prueba CftIQ promete.. J út i 1 V-

~la determinación de mutaciones génicas ocurri.das ~ vivo, por 10 

cual nos propusimos evaluar la frecuencia de mutacione~ en e~te 10-

cus en individuos normales. 

En los primeros experimentos. s.e trató de detectar la 

presencia de fenocopias y el efecto que la criopreservación ejerce­

sobre ellas-o Se determinó su proporción en un experimento con linfa 

citos congelados, cosechados al cabo de 24 horas de cu1ttvo durante 

las cuales estuvieron en presencia de 3H- tdr . En los tres casos 



estudiados se encontró una proporclon de núcleos marcados, con 
6 ~ 

valores de: 2.7/100, 1.63/1000 Y 2.53/10 (Tabla R.l), ~ lo que -

llamamos índice de marcaje a 24 horas (L.I. 24 ) que, como se aprecia, 

es muy variable. Se pensó entonces en la posibilidad de que la pr~ 

sencia de esas células que pasaron por la fase de síntesis en las­

primeras 24 horas del cultivo podrían influ·r en el resultado fi -

nal de la frecuencia de células TGr (Vf ) y que la criopreservación 

no evita el que se enumeren como tales a células que son normales, 

sin embargo esto no es así ya que el diseño del métodJ permite su-

perar este problema pues el análogo radiactivo que se usa para ma~ 

carlas y reconocerlas en las autorradtografías se agrega después -

de las primeras 24 horas del cultivo, cuando estas fenocopias, de-

acuerdo con los datos obtenidos, ya pasaron por la fase de sfnte -

siso En la tabla R.2 lo datos muestran que la criopreservación no 

tiene el mismo efecto en los cultivos de control que en los culti­

vos con tioguanina pues mientras el índice de marcaje de los cu1ti 

vos de control (L.I. c) disminuyó a la mitad, la cantidad de mutan­

tes encontrada en los cultivos con tioguanina se redujo en forma ~ 

geométrica, al igual que la frecuencia V
f 

( sus valores tras la 

congelación son aproximadamente la raíz cuadrada de los valores 

sin congelar ). Una posibl~ explicación es que las células en pr~ 

liferación contenidas en la muestra de sangre sean más sensibles -

al efecto de agentes selectivos como la congelacidn y esto hace -

una primera eliminación de fenocopias que se refleja en la 



? 

disminución del índice de marcaje de los cultivos de control, así 

como en la cantidad de células TGr en los cultivos con el análogo. 

Las células activadas ~ vivo que sobreviven a la congelación pue­

den detenerse en alguna etapa del ciclo celular, quizás Gl como se 

ha propuesto ( 8 ), y quedan sincronizadas; al salir de esta pre -

sión de selección y entrar a la siguiente en el medio de cultivo -

con 6-tioguanina pueden pasar por una primera fase de síntesis en-

las primeras 24 horas durante las que no hay marcador radiactivo y 

en el siguiente ciclo el análogo tioguanina ejerce su acción inhibi 

toria y se efectúa entonces una segunda eliminación de fenocopias.~ 

Cabe señalar que entre las células ya proliferantes puede haber al­

guna o algunas que sean HGPRT;. 

En todo ~aso, la frecuencia Vf que resulta después ~ 

de congelar las células se parece más a las frecuencias de cªlulas~ 

- -6 -5 1 e ' HGPRT e. ontradas en cultivos de fibroblastos (JO a la ' 53 L, 

Esta disminución en el valor Vf que resulta de la crfopreservación­

la reporta Albertini (57 y 8 ) en una proporción parecida (Tabla 

D.l), de ahí que la haya recomendado como una opción para eliminar~ 

la enumeración de falsas mutantes en las autorradiografias. Por su-

parte, Sanderson y cols. ( 53 ) propusieron un métodQ alternativo -

para elimina~ fenocopias que consiste en buscar la concentraci6n -

6ptima de 6-tioguanina que asegure la inhibición de células norma -

les y la proliferación de las mutan tes , utilizando una concentra -



l' 

cfBn 3xl0-4 en lugar de 2xl0-4M que fue la u~ada en el presente ~ 

trabajo y propuesta por Albertini ( 57 L Las frecuenci,as que 05.-· 

tuvi eran por este método que no requ i'ere cri opreservaci'6n se mues 

tran en la Tabla 0.1 y como se observa, el rango es más restringl 

do, aunque dentro del mismo orden obtenido por otros grupos. La -, 

concentración propuesta por Albertini de 2xl0-4M se basa en que -

una concentración mayor en escala logarftmica ( 2xlO-3M por ejem­

plo causó toxicidad aun en las células de individuos en el s.in-, 

drama de Lesch-Nyhan que son en su totalidad HGPRT- ( 57 l. y una 

~ r ( -5) ~ concentracion meno¡S' 2xl0 M no daba la maxima toxicidad para ... 

las células normales.1 . En sus determi naciones Sanderson y ""' 

cols. ( 53 ) no contaron con cªlulas de Lesch-Nyhan como control~ 

y la concentraci6n que proponen como 6ptima es 1.4 veces. mayor -

dentro del orden de 10-4~, con base en que caus.a la máxima morta~ 

lidad entre las células normales. Con es.ta concentración la fre -

cuencia de células resistentes a tioguan ina que encontraron se ~ 

parece mucho a 10 qu era de esperarse por los estudios con fibra 

b1astos, sin necesidad de congelar las células, pero careciendo -

de un control como las células de Lesch-Nyhan, la determinación -

de la concentración se presta a manipulaciones de los valores 

basales. 



TABLA 0.1 FRECUENCIA DE CELULAS RESISTENTES A TI0GUANINA ( Vf) 
OBTENIDAS POR DIFERENTES AUTORiES EN INDIV IDUGS NORMALES \ 

AUTORES Vf X" 
eX 1O~6) (X 10-6) METODO CRIOPRESERVACION 

ALBERTINI R. (57) 25 - 318 110 AUTORRADIOGRAFIA 

ALBERTINI R. (8) 2.0 - 8,3 2,4 AUTORRADIOGRAFIA + 

ALBERTINI R. (7) * 3,8 CLONACION 

SANDERSON,DEMPSEY 

& MORLEY (53) 1 10 2,9 CULTIVO CONTINUO 

DEMPSEY, MORLEY (24) 10 2.8 AUTORRADIQGRAFIA 

VIJAYALAXMI & 

EVANS (65) 8.3 - 25,3 14,8 CLONACIQN -

EL PRESENTE TRABAJO 0.0 - 22.2 6.9 AUTORRADIOGRAFIA +. 

* EXPERIMENTO CON UN SOLO DONADOR. 



De cualquier manera, ya sea que se use la criopre-

servación o que se busque la concentración máxima de tioguanina -

en el método autorradiográfico o bien si se usa el método de clo-

nación, todos los autores obtienen un rango más o menos amplio de 

valores en la frecuencia espontánea de células HGPRT-, que consi­

derados en conjunto y eliminando los menos restrictivos ( sin crio 

preservación ) s~n entre 0.0 y 25.3 x 10-6 ( Tabla D.l). 

El rango obtenido en el presente trabajo es de 

0.0 a 22.2 x 10-6 en el que el cero representa en cierta~medidalP 

las limitaciones de la técnica; en otras palabras; la prueba se -

hace sobre una muestra de los linfocitos en la sangre de un indi­

viduo, aproximadamente 5.25 millones en tres cultivos con tiogua-

n·na; la mínima frecuer~la, diferente de cero, que se encontró 

-6 ( fue de 1 x 10 Tabla R.3, donador RMM ), pero pudiera ser que-

la frecuencia en ~l individuo estudiado fuera mucho menor que 

aquélla y ya que la recuperación de células de los cultivos alca~ 

za ~n promedio sólo el 50%, la posibilidad de detectar frecuencias 

menores es prácticamente nula, de ahí e ~ valor de cero. Sin emóar 

go, para los fines de monitoreo de individuos expuestos a agentes 

mutagénicos estas menores indicarían que la exposición no fue 

suficiente para causar mutación. 



Del total de los individuos estuádiados ( 17 dife­

rentes) aquéllos con una frecuencia indeterminada (Vf= O ) repr~ 

sentan el 16% ( J.R.L., L.O. y R.M.M. ); tienen en común el vivir 

en la Ciudad de México y el ser adultos: son dos mujeres de 30 y-

46 años y un hombre de 64 ( Tabla 0.2); él es exfumador y ellas -

nunca han fumado . 

Del resto de los donadores, todos son adultos en -

tre 23 Y 47 años. En la Tabla 0.2 se organizaron los datos de 

acuerdo con la edad, el sexo y el hábito de fumar y no se observa 

la existencia de una relación entre ninguno de estos parámetros -

con las frecuencias de cél 'as TGr encontradas. Esto contradice -

10 reportado por Evans y Vijayalaxmi (65) quienes encontraron un 

incremento de 2.4 x 10-7 linfocitos por año en una muestra de 24~ 

donadores entre 19 y 79 años de edad, utilizando el método de elo 

nación; tampoco apoya la proposición de Albertini (11) de que el­

hábito de fumar influye en la frecuencia de células TGr . 

En la Tabla 0.2 se ve que los valores medios entre 

hombres y mujeres son diferentes, asi como la desviación estándar 

es más amplia en los hombres. Se aplicó la prueba estadistica pa~ 

ra comparar las dos frecuencias promedio de células TGr y no se -. 



encontró diferencia ( p <' ,Q5). Cabe señalar que en la v~ri:a.bi\l i.'dad 

encontrada hay otros aspectos que no se evaluaron¡ aun entre 'o~ ~ 
.¡ 

individuos consideramos clinicaIT'ente s.anos existen di.ferenci:as, es 

decir: estos donadores han padecido diversos tipos de enfermedades 

a lo largo de su vida, han tomado divers.os medi.camentos, se.: nan ":" 

visto expuestos a distintos agentes ambientales que pueden ser mu~ 

teg~nicos, naturales Q no, tienen dtferentes estilos de vida y re~ 

gímenes alimenticios y todo esto en conjunto probablemente s.~ re " 

fleJa en las diferentes frecuencias obtenidas, las cuales, por na~ 

berse tomado la muestra en un momento en que los donadores estaban 

sanos y no se encontraban bajo tratami.ento méd;:ca, se consi.'deraron 

como normales. 

Del análisi~ estadístico en el que se comparó la ~ 

frecuencia de cada donador con la frecuenci.a de cada una de los ":' 

Olros donadores se hizo una figura para representar en forma gra ~, 
? 

fica .de relación ~que guardan y tratar de establecer si alguna de. .... 

estas frecuencias pOdía considerarse fuera de nuestra di,striouctón 

como lo sugería la figura R.6 en la que se observa mucha di.~perstón 

en los valores altos de la distribución. desde 12 hasta 22 x lQ~6. 

Así, 10 que se ve en la figura R.? es un PQlfgono que presenta ~­

cierta solidez entre los donadores comprendidos desde RMM hasta RG 

cuyas frecuencias (Vf ) fueron 0.91 x 10-~ en el h~~tQgrama de la -

;' " /'" 



EN RELACION CON LA- EDAD~ EL-SEXO- Y- El- HAB-nO- DCFUMAR. 

Donador Ead Fumador* 

OTQ 
MCM 
AVE 
RDP 
RMM 
RMM 
MAA 
RG 
POW 
JRL 
CCN 

EV 
SC 
FCh 
AGC 
FRR 
JEA 
LO 

23 
24 
28 
30 
30 
30 
30 
33 
35 
46 
47 

23 
23 
24 
24 
27 
30 
64 

-6 12.45 x 10 

-6 2. 12 x 10 

Mujeres 

Hombres 

Fumador 
ocasional ** 

-6 4.84 x 10_6 3.87 x 10 

18.6 x 10-6 

Valor Medio (Vf) 
-6 5.7 x 10 

8.8 x 10 -6 

Exfumador *** 

5.3 x 10-6 

0.0 

* Fumador - fuma una cajetilla o más a la semana. 

No 
Fumador **** 

14.08 x 10:~ 
4.78 x 10 

0.0 -6 
0.91 x 10_6 2.15 x 10_6 8.17xlO 

0.0 

-6 3.74 x 10_6 1.44 x 10 

-6 19.86 x 10_6 22.2 x 10 

Rango 

0.0 - 18.6 

0.0 - 22.2 

** Fumador ocasional - fuma menos de una cajetilla al mes. 
*** Ex-fumador - no ha fumado durante el último año cuando menos. 

**** No fumador - no fuma. 

Sexo 

Fem. 
Fem 
Fem. 
Fem. 
Fem. 
Fem. 
Fem. 
Fem. 
Fem. 
Fem. 
Fem. 

Mase. 
Mase. 
Mase. 
Mase. 
~1asc . 
Mase. 
Mase. 

Desviación estándar 
-6 31.67 x 10 

73.96 x 10-6 



figura R.6. Un segundo cuerpo lo constituyen los otros cinco don~ 

dores, desde FCh hasta FRR; de estos cinco donadores que Iilostra ..... 

ron correlación entre si, tres de ellos mostraron correlaclón -. 

también con al menos uno de los donadores en el cuerpo prtncipal-

de la figura: CCN/RG; DTG/RG, DTQ/AVE Y FCh/RG, FCh/AVE~ sus ~ 

-6 '6 1 frecuencias son 12, 14 Y 18 x 10 y por esta correlacl n se es-

pOdria considerar parte de la distribucidn de valores normales. 

Los valores de los dos últimos donadores tienen correlacidn sdlo~ 

con los que constituyen el segundo cuerpo del pollgono e donado -

-6 -6 \ . t res AGC y FRR: 19 x 10 y 22.2 x 10 1 por lo que puede ser es ~ 

disticamente válido excluirlos de la dtstribución de los normales. 

No obstante, la validez bio16gica de este rechazo 

es muy cuesti.onab 1 e pues r o! I uno de estos indi.vi.duos, de acuerdo 

con lo que declararon, padecía n-inguna enfermedad ni: estaba expue~ 

to a agentes pwti'cularmente riesgosos, Además, el lí'mite entre lo 

normal y 10 anormal resulta tan sutil que el establecimiento de -

una distribución donde se reconozcan esos límites requerira una 

muestra mayor, Di'versos grupos han tratado de establecer las con ~ 

diciones est§ndares para la utilización de la técnica autorradio ~ 

gráfi ca o e clonaci.ón en el monitoreo de indi vi.duos expuestos a ..,. 

agentes mutagénicos. Los valores obteni.dos se h.an comparado con ~ 

los de otros grupos de i nvesti gaci ón ( Tabla D ,1 1 Y' se ha vi'sto "" 

que los valores se repiten dentro de ciertos rangos que por esta -



repetHividad se establecen como normales l 'f que ta,rnute.n son cOnlpa ... 

rables con los valores' obtenidos en numerosos e.studios 1!!. vitro de.~ 

estirpes celulares en los que se provoca la mutacidn en condiciones 

controladas ( 3, 18, 23, 30, 32, 42, 54 ), Los resultados que se ~ 

presentan aqul pueden sumarse a los estudios. po~teriores y a los de 

otros grupos, buscando establecer la distribución de la frecuencta~ 

espontánea de estas mutantes en las poblaciones actuales y a partir 

de qué valores se empezará a considerar que la frecuencia encontra-. 

da representa un riesgo para la salud. 

Diversos estudios que ya s.e han menci.onado {./....}'" 

pudieron establecer que el método es sensible para detectar la exp~ 

sición de mutágenos químicos fuertes l Tabla 1.6 para referencias 1, 
así también estudios .i!:!. vi trI" t... an mostrado que la exposi.c;:ón de cul 

tivos de linfocitos a diferentes tipos de radiactBn producen incre­

mentos en la frecuencia de mutan tes en el locus HGPRT encontrgndose 

relaciones dosis-efecto. Recientemente, despuªs de detectar un tn ~ 

cremento significativo en la frecuencia de mutan tes en individuos -

expuestos accidentalmente a fuentes radiactivas, el si.stema de Alóer 

tini ha sido propues.to como un mªtodo de alta sensibilidad para de­

tectar la exposición a radiación (45); cabe señalar que el anico ~ 

método utilizado en la actualidad para la detección de exposfcion a 

radiacion es la evaluacion de daño citogenªtico por lo que el poder 



detectar efectos también a través de la produccidn de mut aciones -

génicas resulta complementario. 

Por otra parte, la posibilidad de clonar a las cª­

lulas mutantes en el 10cus HGPRT ofrece la oportunidad de estudiar 

su ACN y compararlo con el de células normales y localizar el daño 

sufrido no s610 en el gen por el cual se pudieron aislar y repro -

ducir, sino en otros genes importantes como son los que codifican­

para algunos marcadores de membrana como los del complejo mayor de 

histocompatibi1idad ( 34). Estos son fundamentales en células que~ 

como los linfocitos T ayudadores ( ver Tabla r.7 de caracteristi ~ 

cas de células TGr ) participan en el reconocim\ento antigªnico y -

en la estimulación de las respuestas humoral y celular, 

Las ventajas que ofrece el método desde el punto -

de vista técnico se pueden resumir como sigue~ al el sistema de -

prueba son células humanas de facil obtenci6n que circulan por to­

do el organismo y pueden entrar en contacto con una gran variedad­

de agenteS 2 b) el fenotipo mutante es claramente reconocible y pu~ 

de manteners-e ~ vitro, c) existe seguridad de que el fenotipo mu­

tante se produjo por una mutación somática y d) existe seguridad -

de que el evento mutagªnico responsab.le se produJo J!!. vivo;La .... -.:-. 

detel~minac;-ón de mutaciones puntuales en i.ndi.viduos expuestos a 



mutagenos, aunados con e~tudi .. os. en 1 as <1ue s.e mtden otro ti,po de ~ 

mutaciones como las aberraciones cromos6micas. el intercambio de ~ 

cromáticas hermanas, micronúcleos y defectos en la anafase ( 26, ~ 

36), constituyen al linfocito de sangre pertfªrica en el sistema -

más completo de monitoreo de exposictan a mutagenos en humanos, ~ 

pues permite la determinación de variOs tipos de daño en la misma", 

muestra. 

Cabe señalar que algunos autor(es ( SQ } constde ~ 

ran que el linfocito no es el modelo ideal para este tipo de eva -

luaciones por no ser representativa de todas las células del orga­

nismo; sin embargo, siendo una célula del organismo es válido con­

siderar que el daño en los linfocitos es indicativo de riesgo po~ 

tencial para el resto de 1 s células del mismo. Pero desde otro ~ 

enfoque, la producci6n de mutaciones especrftcamente en el 11nfocl 

to puede ser la causa de una respuesta inmuno16gica inadecuada ~~ 

frente a un antigeno determinado, conduciendo al padecimiento de ~ 

enfermedades crónico-degenerativas o infecciosas, Se sabe que una ... 

condici6n de inmunosupresi6n coloca al organismo en una situacidn~ 

de desventaja con respecto a su medio ambiente; el ejemplo más~ -. 

drástico de esto es el sindrome de inmunodeficiencia adquirtda ~ 

( SIDA 1 caus'ado PQr un virus que ataca espedficamente a 10s: 

linfocitos T ayudadores, Quienes padecen esta deficiencia son ata~ 

cados por hongos, bacterias, parásitos y si sobreviven a ésto, al-



caóo mue.ren de. cáncer~ de. uné\ e~pe.cte PocQ frecuente llamad~ ~ "'­

sarcoma de Kaposi e 49 ). Las mutaciones que estamos detectando '" 

ocurren en linfocitos T: no son letales ni se producen en todas '" 

las lineas, pero sí en algunas, 10 cual podria llevar a una tnmun~ 

supresi6n parcial que merme la eficiencia de la respuesta tnmuno16 ........ 

gica haciendo a los individuos afectados más susceptió1es a ser d~ 

ñados por determinados antígenos en particular, Esas enfermedades~ 

como ya se dijo, pueden incluir infecciones parasitarias o virales 

y quizás algún tipo de cáncer y enfermedades autoinmunes e 22. 25, 

35). 

Así pues, el seguimiento de los individuos en quie. 

nes se hubieran detectado f~~:uencias extraordinarias de mutaciBn. 

combinado con·1a caracterizaciBn de sus linfocitos mutantes, qui ~ 

zás nos diera nuevas perspectivas para explicar cómo un evento ... 

mutagénico se relaciona con la pérdida de la salud en cualquiera ~ 

de sus formas. O bien, alternativamente, se pueden estudiar las ~ 

células de individuos que ya padecen alguna de esas enfermedades y 

caracterizarlas de la misma manera y con el mismo fin. 

Las posibilidades son diversas, pues tambt~n podrí~ 

hacerse un en~~yo parecido con los linfocitos S, 10 cual ampliarta~ 

la visi6n del daño mutagénico, mostrándonos otro aspecto de las -, 



consecuencias que puede acarrear para el sistema inmunoldgico y 

por tanto, para el organismo. La principal ventaja es que esto -

se puede hacer con células' normales, tomando sólo una muestra de­

sangre. 

La desventaja m~s importante es que para el moni 

toreo humano, la prueba de la HGPRT aún resulta laboriosa y costQ 

sa, por 10 que es recomendable la búsqueda de métodos alternatt ~ 

vos que sean m~s factibles de aplicar al estudio de poblaciones ~ 

humanas ( 44 ). 
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