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1. Introduccidn.

La posibilidad de usar el indice de aberraciones cromo-
sdémicas como dosimetro bioldgico ha cobrado un gran interés enel
campo de la Proteccidén Radiosanitaria en los dltimos aflos. (1,2,

314,5,6,7)0

Numerosos autores han observado los efectos de la radie
cién a nivel cromosémico en diversos tejidos de animales de expe-
rimentacién (8) y seres humanos, siendo las células blancas de la
sangre periférica las que ofrecen mds posibilidades en la Dosime
tria Bioldgica. En efecto, la rdpida y permanente circulacidén san
guinea permite, en caso de una irradiacidén, obtener a partir de
una muestra de sangre la dosis-promedio recibida por el individuo.
Por otra parte, la posibilidad de repetir el andlisis y de obte -
ner, de esa forma, una mejor estadistica constituye ciertapente

una ventaja apreciable.

Recién en el afio 1960 (9) fue desarrollada una técnica
que posibilita la induccidn de mitosis en cultivos de células de la
serie blanca de la sangre circulante. Esto permitié la confeccidn
de cariotipos individuales y la observacidén de aberraciones en los

cromosomas de dichas células.

Una de las caracteristicas mds salientes de las células
de la serie blanca que se reproducen en cultivo es la de encontrar
se, mientras circulan en el torrente circulatorio, en el estadio

de pre-sintesis de D.N.A., es decir en la etapa de interfase lla-

mada G7 (10). Esto implica que en el momento de la irradiacién las
células involucradas se encuentran todas en el mismo estadio y por
lo tanto se evita el problema de cualquier diferencia de sensibili

dad segun las etapas del ciclo de reproduccidn,



Repetidas observaciones han mostrado que la irradiacidn
de células en el estadio de interfase produce solamente aberra -
ciones cromosdmicas y que prdcticamente no se han observado abe-

rraciones cromdatidas.,.

Un tejido que presenta cierto interés en Dosimetria Bio
légica es la médula dsea por contener las células precursoras de
la serie blanca en sangre periférica. El andlisis de las aberra-
ciones cromosdmicas de la médula no permite establecer la dosis-
promedio de una irradiacidn, sino la dosis recibida en el lugar
de extraccidén de la muestra. No obstante, el interés de su estu-
dio reside en la comparacidn de los valores observados con los
correspondientes a sangre periférica yen el hecho que las células
de la médula {sea solamente necesitan dos horas de cultivo sin es
timulante (11) (en oposicidn con 72 horas de cultivo con fitohe -

moaglutinina para las células de la sangre circulante).

El propdsito de este trabajo es la determinacidén de un
indice de aberraciones cromosdmicas en funcidén de la dosis reci=~

bida con el objeto de poder disponer, en caso de una irradiacidn

accidental, de una estimacidén de la dosis promedio en todo el
cuerpo. Los drganos elegidos fueron sangre periférica y médula
bsea éste ultimo con el objeto de comparar y ensayar técnicas muy

rdpidas de determinacidn del efecto observado.

2. Aberraciohes cromosdémicas observadas.

Ha sido descripta wuna gran variedad de aberraciones
cromosémicas con mayor o menor facilidad para ser visualizadas.
A los fines prdcticos de eliminar errores subjetivos del observa

dor y artefactos de técnica, se eligieron solamente dos tipos de

aberraciones cromosdémicas:



a) Deleciones: Ruptura de un cromosoma y persistencia de 1la

solucién de continuidad. Para asegurar la existencia de es
ta aberracidn debe encontrarse en el cariotipo los dos frag

mentos que componian originalmente el cromosoma, (Figura N°1).

b) Dicéntricos y anillos: Estas aberraciones se producen por

una doble fractura cromosémica. Si ocurre en el mismo cromo
soma se puede formar un anillo mdés dos rragmentos. Si ocurre
en dos cromosomas distintos los fragmentos gue contienen el
centrdmero pueden unirse y formar un dicéntrico acompafiado
de uno o dos fragmentos acéntricos. La falta de estos frag
mentos acéntricos no impide la computacidn de la aberracidn

observada ya que esta Ultima es inconfundible. (Figura N°2).

3., Métodos experimentales.

Las muestras de sangre humana (ocho dadores) se irradia-
ron "in vitro" con un equipo de Rayos X (220 KV, 15 mA, lmm Cu,
1 mm Al) con una intensidad de dosis de 10 Rad/min. Después de la
irradiacién se realizd la separacidén de los gldébulos blancos por
centrifugacidén lenta (250 r.p.m.) y el cultivo durante 72 horas en
medio TC-199 (60-80%) con el agregado de fitohemoaglutinina y an-
tibidticos (Técnica de Moorhead). A las 72 horas, luego del agre-
gado de Colchicina, centrifugacidn y separacidén, se realizé el tra

tamiento hipotdénico y la fijacidén en Carnoy.

La coloracidn se realizd con Giemsa al 10% modificando en
ello la técnica de Moorhead que utilizd Orceina. La razdn fue eli-
minar algunos artefactos de técnica que se producen con dicho co-
lorante y que pueden ser confundidos con aberraciones cromosdémi-

cas.



Las muestras de médula dsea humana se obtuvieron por pun
cidn esternal (diez dadores) y se irradiaron en las mismas condi-
ciones que la sangre periférica. Después de la irradiacidén las cé=-
lulas se cultivaron durante dos horas segin la técnica de Tjio y
Whang a la cual se le hicieron algunas modificaciones (mejor difu-
8idn cromosdmica utilizando varias soluciones de distinta hipoto-

I'd (N4 .
nia y coloracidn con Giemsa).

Las desis experimentadag variaron en un rango de 25 a 300
Rads y la dosimetria se realizé con la ayuda de una cdmara Victo=-

reen de tipo standard.

El nimero de aberraciones cromosdémicas se determind en

cien células para cada dosis.

4. Resultados obtenidos,

Segin lo expresado en el punto 2,, las aberraciones com-
putadas son de dos tipos: las deleciones, fractura de un cromoso-
ma sin posterior reparacidén y los dicéntricos y anillos, resultan

tes de dos fracturas cromosdmicas con una ulterior soldadura.

En el primer caso existe una sola fractura, mientras en
el segundo caso la produccidn de un anillo o un dicéntrico nece-
sita respectivamente dos fracturas en el mismo cromosoma o0 una
fractura en dos cromosomas distintos. Este mecanismo es general-
mente aceptado por la mayoria de los autores e implica una ciné-

tica de produccidn distinta.

Los grdficos 1 y 2 representan el porcentaje de delecio-
nes observadas por célula en sangre periférica y médula Osea en

funcidn de la dosis recibida.



El efecto observado en los grdficos 1 y 2 parece relacio-
narse con la dosis segun la expresidn:
F=a+bD (1)
donde F: Fraccidén de deleciones observadas por células.
D: Dosis expresada en Rads.
a: Precuencia espontdnea de deleciones.

b: Coeficiente de produccidén de aberraciones radioinducidas.

Andlogamente los gréficos 3 y 4 representan el porcenta=-
je de anillos + dicéntricos observados por célula en sangre peri-
férica y médula dsea respectivamente. Los datos pueden ajustarse
convenientemente con una expresidén cuadrética.

F' = ¢ +d D2 (2)
donde : F',D,c y d tienen un significado equivalente a la expre-

sidén anterior.

Por regresidn se obtuvieron valores para a,b,c, y d que

figuran en la Tabla N° 1 estimdndose muy fuerte la correlacidn.

Tabla N° 1
Deleciones Anillos + Dicéntricos
a b c d
! 2
(por cél. y por Rad) (por cél. y por Rad”)
S. Perif. 0.011 8.1x10"% 0.001 6.5x10~0
Méd. Ssea. 0.006 5.8x10-4 0.008 5.1x1076

Resulta interesante desvacar la similitud de los resul-
tados obtenidos por diferentes investigadores., La Tabla N° 2 per-
mite realigzar la comparacidén de los valores experimentales obteni

dos para los coeficientes de produccién de aberraciones radioindu



¢idas (b y 4) en sangre periférica.

Tabla No 2

Deleciones Anillos + Dicéntricos

(por cél.y por Rad) (por cél.y porﬂRadz)

Bender y Gooch (1964) 1.1x1073 5,2x10~0
Grouchy (1963) - 4.9x10'6 *
Gooch (1964) 0.9x10"3 6.0x107°
Norman y Sasaki (1964) - 2.,7x10~0 #
Kelly y Brown (1965) - 5.6x1070 o
Norman y Sasaki (1966) 1.0x10™3 5.7x10”6_!
Nuestros valores (1967) 0.8x103 6.5x10=6

* Calculado a partir de datos presentados en la referencia bi-

bliogrdfica N° 6, Tiempo de cultivo: 72 -~ 96 horas.,
# Tiempo de cultivo: 72 -~ 90 horas,

o Calculado para el rango de dosis de 0-~200 Rads. Tiempo de cul-

tivo: 72 -~ 96 horas.

& Tiempo de cultivo: 50 horas.

El andlisis de los datos presentados en la Tabla N° 2
muestra poca dispersidn en los indices de aberraciones radioindu-

cidas, por lo menos para un rango de bajas dosis (0-200 Rads).

Algunos autores (12,13) han observado un indice de di-
céntricos + anillos considerablemente mayor que los citados més
arriba. Estos valores pueden deberse a diferencias de técnica o de

criterios de observacidén. No obstante, como la utilizacién del in-



dice de aberraciones cromosdmicas en Dosimetria Bioldgica implica
la necesidad de una técnica "standard" para su "calibracién", pen-
samos que la presentada en este trabajo es safisfactoria sin per-
juicio de mejorarla en el futuro y proceder, de esta manera, a una

nueva calibracidn.

5. Discusidn.

La utilizacidén de los indices de aberraciones cromosdmi-
cas obtenidos en experimentos "in vitro" requiere un andlisis cui-

dadoso de su extrapolacidén a irradiaciones "in vivo",

En efecto, en oaso de una irradiacidén total del cuerpo
en forma homogénea, la aplicacidn directa de las férmulas (1) y/o
(2) permite la estimacidén de la dosis recibida por el organismo.
Sin embargo en la realidad este tipo de irradiacidén es muy pqco fre

cuente en comparacidén a las irradiaciones parciales e inhomogéneas.

En estos casos es razonable esperar que distintos puntos

del organismo sean irradiados con diferentes dosis.

Si admitimos que las expresiones (1) y (2) son vélidas
para cada fraccidn de sangre que recibié una dosis dada, el porcen-
taje total de aberraciones observadas serd igual a la suma de las

correspondientes a las diferentes fracciones.

Por lo tanto:

F=a+XbfiDj =2a+DbD

Esta expresidén permite la estimacién de D:

D-F-2 (3)

b



Aplicando el mismo criterio a la expresidn (2) tendremos:

F' = ¢ +34d £f4 Dg =¢Cc + d 5§
Como 55 # 52 en el caso de irradiaciones inhomogéneas, solamente el
indice de deleciones puede utilizarse para la estimacidn de la do-~

sis-promedio.

No obstante, el valor de F' puede dar una idea del grado
de inhomogeneidad de la irradiacidén. La variancia de la distribu-

cidn espacial de las dosis es B (D)2, y por lo tanto:

o =\ Ei=e _(F-a )° (4)

d b

La determinacidén del porcentaje de deleciones y anillos +
dicéntricos en una muestra de sangre permite estimar la dosis-pro-
medio y la desviacidn standard de la distribucidn espacial de dosis

de cualquier tipo de irradiacidn.

E1l conocimiento de la desviacidn standard de la distribu-
cidén espacial de dosis puede ser importante para el prondstico de
la enfermedad en un irradiado, ya que da una indicacidn sobre el gra

do de inhomogeneidad de la irradiaciédn.

La estimacidn de inhomogeneidad a partir de determinacia-
nes de la desviacidn standard implica el conocimiento de la funcién
de distribucidén espacial de dosis. Esta distribucidn puede, a veces,
estimarse a partir de las condiciones fisicas del accidente. No obs-
tante, aun en los casos en los cuales dicha informacidén no puede
ser obtenida diversos teoremas estadisticos permiten, al menos, aco

tar la dispersidn de las dosis recibidas.

6. Conclusiones.,

La utilizacidn del indice de aberraciones cromosémicas



para la estimacidn de dosis en caso de irradiacidén del organismo

és uno de los métodos de mayores posibilidades en Dosimetria Bio-
logica. Es importante recalcar la necesidad de disponer de los in
dices de los dos tipos de aberraciones mencionados para una mejor
estimacidén de las dosis recibidas y para posibilitar un mejor pro

néstico respecto del dafio producido.

La determinacidén de aberraciones cromosémicas en sangre
periférica permite la estimacidn de la dosis~promedio y proporcio-
na valiosa informacidn sobre el grado de homogeneidad de la irra-
diacidn.

La determinacidén de los indices de aberraciones en médu-
la (sea puede tener aplicaciones prdcticas en los casos de irradia-
ciones de partes del organismo en las cuales puede ser importante

conocer las dosis recibidasg localmente por este tejido.
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