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En la presente Nota Técnica de Prevencién, se comentan 2 de los ensayos citégenéticos -Aberraciones Cromosémicas e
Intercambio de Cromatidas Hermanas- mas empleados para el control biolégico de poblaciones ocupacionalmente expuestas a
agentes genotoxicos.

Los cambios en la estructura de los cromosomas fue una de las primeras formas conocidas de lesion genética producida por la
exposicién a agentes fisicos o quimicos. Dependiendo del modo de actuacién del agente genotdxico sobre el ADN, las lesiones
producidas pueden dar lugar a aberraciones cromosoémicas y/o intercambio de cromatidas hermanas.

Se indican las bases acerca de los mecanismos de formacion de las lesiones en los cromosomas y la aplicacién de estas dos
técnicas citogenéticas, asi como lo que se conoce acerca de su significacion biolégica.

Introduccién

El creciente avance de la industrializacion ha producido cambios en los diversos ambientes de trabajo. Se estima que existen en el
mundo mas de 70.000 sustancias quimicas y que aparecen alrededor de 1.000 sustancias nuevas anualmente. La exposicion a estos
compuestos, ya sea durante su formulacion, produccion o utilizacién puede tener en algunos casos efectos adversos en la salud de los
trabajadores. Estos efectos no tienen por qué estar relacionados con lesiones inmediatas y aparentes, sino que pueden tardar incluso
afios en manifestarse.

Algunas de estas sustancias pueden ser genéticamente activas, siendo capaces de interaccionar con el material genético (ADN). A las
sustancias que pueden provocar algun tipo de modificacion en la informacion genética se las denomina genotéxicas. Es bien conocida
la relacion entre la exposicion a sustancias genotdxicas, ya sea de forma ocupacional, accidental o por estilos de vida (habitos), y el
incremento del riesgo de padecer un cancer.

El control biolégico es una metodologia especialmente interesante para la evaluacion de la exposicion a agentes potencialmente
cancerigenos (para los que no se conoce la existencia de niveles umbral de seguridad, el tiempo de latencia entre la exposicion y el
efecto suele ser muy largo y los efectos finales dependen en gran medida de variaciones interindividuales).

Se han desarrollado muchos ensayos biolégicos a corto plazo para la identificacion de la exposicion a agentes genotoxicos (véase NTP
192). Entre todos ellos, las técnicas citogenéticas, que permiten detectar lesiones en los cromosomas de linfocitos de sangre periférica,
se han mostrado como una eficaz herramienta en los programas de control biolégico de trabajadores expuestos a sustancias
genotodxicas.

Técnicas citogenéticas

La exposicion a agentes con potencial efecto genotoxico, tanto fisicos como quimicos, puede producir, dependiendo del tipo de lesién
inducido sobre el ADN, dos tipos de anomalias cromosdmicas: aberraciones cromosémicas e intercambio de cromatidas hermanas,



que pueden ser detectadas mediante las técnicas citogenéticas. A los agentes fisicos y quimicos capaces de inducir tales cambios se
les denomina clastégenos.

La base para la aplicacion de las técnicas citogenéticas para el control bioldgico es el principio que el grado de lesién genética en
tejidos no diana (en este caso, linfocitos de sangre peritérica), refleja lo que ocurre en las células verdaderamente importantes en el
potencial desarrollo de un proceso cancerigeno. De esta forma, los linfocitos de sangre periférica pueden ser contemplados tanto como
indicadores de la exposicién como del efecto producido en otras células de organismo.

El control citogenético de poblaciones estd normalmente relacionado con exposiciones cronicas a bajas dosis de potenciales agentes
genotoxicos. En este caso, las anomalias cromosémicas observadas en un momento dado son el producto de, al menos, tres procesos
competitivos entre si:

. Induccioén prolongada de lesiones.
. Reparacioén continuada de las lesiones producidas.
. Eliminacion y redistribucién de los linfocitos en el sistema circulatorio.

Linfocitos de sangre periférica

Los linfocitos de sangre periférica comprenden, atendiendo a su origen y funcién, dos categorias principales de tipos celulares: las
células B, que en el adulto derivan de la médula 6sea, y las células T que derivan del timo. La proporcion de ambos tipos celulares en
adultos es de, aproximadamente, el 10-15% de linfocitos B y el 60-70% de linfocitos T. Ambos tipos de linfocitos tienen receptores de
membrana para antigenos especificos que promueven su proliferacion.

La funcién principal de las células B es la de producir anticuerpos, que se unen de forma especifica con el antigeno que provocé su
estimulacion y lo destruyen. En el caso de las células T, éstas promueven la respuesta inmune de produccion de anticuerpos por los
linfocitos B y, por otro lado, destruyen las células infectadas por virus.

Los linfocitos de sangre periférica, como sistema celular de ensayo, presentan una serie de caracteristicas que los hacen
especialmente apropiados para su utilizacion en estas técnicas:

a. Disponibilidad facil y en gran nimero (1 ml de sangre contiene de 1 a 3 millones de linfocitos).

b. Crecimiento en cultivo facil tras ser estimulados con un mitégeno (normalmente fitohemaglutinina). Los linfocitos T son los
primeros en ser estimulados a entrar en mitosis.

c. Poseen una amplia distribucién en el organismo. Los linfocitos T no estan permanentemente circulando, sino que hay una
recirculacion entre la sangre y los tejidos extravasculares. Esta caracteristica los hace ser apropiados para reflejar los efectos
de una exposicion en cualquier area del cuerpo.

d. Los linfocitos circulantes, normalmente, se encuentran en fase de no division (Gg). Al cultivarlos en presencia del mitdgeno se

estimula la division mitética, lo que permite el estudio de los cromosomas en metafase.

e. Los linfocitos tienen una vida media de unos cuatro afios, aunque se pueden encontrar linfocitos que pueden sobrevivir durante
varias décadas. Esta propiedad es interesante, junto con el hecho de hallarse en fase de no divisidn en el torrente circulatorio,
porque permite detectar efectos clastogénicos transcurrido algun tiempo desde la exposicion, ya que las lesiones en el ADN
persisten.

Aberraciones cromosoémicas

El ensayo de aberraciones cromosdmicas detecta cambios en la estructura de los cromosomas, que son visibles al microscopio optico.
Estos cambios corresponden a roturas y reordenaciones dentro de un cromosoma o entre cromosomas diferentes. Estas
reorganizaciones son producidas sobre todo por aquellas sustancias que rompen directamente la cadena de ADN (p.e. radiaciones
ionizantes) o que distorsionan la doble hélice de ADN (p.e. agentes intercalantes).

Las aberraciones estructurales se pueden clasificar como estables o inestables, indicando la posibilidad o no, por parte de la célula, de
superar la division celular.

Las aberraciones inestables (dicéntricos, anillos, fragmentos y otras reordenaciones asimétricas) conducen a la muerte de la célula
durante la division celular mitética. Esto es debido a que las reorganizaciones producidas no permiten la division de la célula o
conducen a la pérdida de fragmentos de material genético en las células hijas.

Las aberraciones estables (translocaciones equilibradas, inversiones y otras reordenaciones simétricas) pueden ser transmitidas a la
progenie porque no interfieren con la division celular.

La tincion convencional que se emplea en el ensayo (tincion sin bandas) permite la deteccion de las aberraciones inestables, pero
algunas de las aberraciones estables pueden escapar a la deteccion; sin embargo, se estima que la frecuencia de aparicion de
reordenaciones asimétricas es igual a la frecuencia de formacién de reordenaciones simétricas.

Las aberraciones cromosomicas pueden ser de dos tipos atendiendo al momento del ciclo celular en el que tenga lugar la exposicion:
aberraciones de tipo cromatidico (afectan a una sola cromatida del cromosoma) y aberraciones de tipo cromosémico (afectan a ambas
cromatidas del cromosoma) (figura 1).
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Fig. 1: Tipos de aberraciones inducidos por la exposicion a agentes clastogenos segun la fase del ciclo celular en que han
ejercido su accion

Por otro lado, los agentes clastdgenos se pueden clasificaren dos categorias segun el tipo de alteracion estructural que producen:
agentes S-dependientes y agentes S-independientes.

Los agentes S-dependientes (radiacion ultravioleta, agentes alquilantes, etc.) inducen aberraciones de tipo cromatidico en cualquier
fase del ciclo celular y las alteraciones sélo se visualizan una vez la célula atraviesa la fase S del ciclo celular.

Los agentes S-independientes (radiaciones ionizantes y algunos compuestos quimicos radiomiméticos como bleomicina y
neocacinostatin) inducen aberraciones de tipo cromosémico cuando actuan durante las fases Gy y G4, aberraciones de tipo cromatidico

durante la fase G, y una mezcla de ambos tipos durante la fase S del ciclo celular.

Mientras los linfocitos periféricos se encuentran en la fase G, las lesiones inducidas por los agentes radiomiméticos pueden ser

reparadas inmediatamente, no reparadas, o reparadas incorrectamente, dando lugar en ciertos casos a aberraciones de tipo
cromosoémico. La frecuencia de estas aberraciones no se reduce excepto por diluciéon de la poblacién por linfocitos no afectados o por
recambio celular. Esta es la razén del porqué las aberraciones de tipo cromosémico pueden ser detectadas incluso afios después del
cese de la exposicion.

En el caso de las lesiones inducidas por los agentes S-dependientes, éstas sélo se expresaran cuando la célula atraviese la fase S
(fase de replicacion del ADN), por lo que hasta que la célula sea estimulada, pueden pasar largos periodos en los que puede darse la
reparacion celular, de modo que soélo algunas alteraciones se mantendran y se expresaran como aberracion cuando se dé la
estimulacion in vitro.

Significacion bioldgica

Las aberraciones cromosoémicas estructurales son indicadores de exposicion a genotéxicos y de efectos mutagénicos. Aunque en si no
constituyen mutaciones porque, normalmente, conducen a la muerte de la célula o de su progenie, pueden originarias cuando los
cromosomas rotos se restituyen o intercambian fragmentos entre ellos. Por esto se puede asumir que todos los agentes que producen
roturas cromosomicas también inducen mutaciones.

En las células somaticas, parece que las aberraciones cromosémicas juegan un importante papel en la etiologia o progresion del
cancer. Se han hallado anomalias cromosomicas especificas asociadas a ciertos tipos de canceres (translocacion reciproca entre los
cromosomas 22 y 9 en la leucemia mieloide cronica y entre los cromosomas 8 y 14 en el linfoma de Burkitt).

Por otro lado, en el caso de tres enfermedades congénitas (sindrome de Bloom, ataxia talangiectasia y anemia de Fanconi) que
predisponen al individuo a padecer un tipo especifico de cancer, se ha observado un incremento en la frecuencia de aberraciones
cromosémicas en linfocitos de sangre periférica.

Las aberraciones cromosomicas se han hallado frecuentemente, ademas de en células cancerosas, en fetos de abortos espontaneos y
en muchos individuos con alteraciones en el desarrollo. El analisis cromosémico de abortos espontaneos en humanos muestra que, en
aproximadamente el 50% de los casos, presentan estructuras cromosémicas anémalas.

Intercambio de cromatidas hermanas
El mecanismo de induccion de intercambios de cromatidas hermanas y de aberraciones cromosémicas es distinto.

Los intercambios entre cromatidas hermanas son la manifestacién citolégica de la rotura de la doble hélice del ADN y la reorganizacion
entre sitios homologos de las dos cromatidas de un cromosoma. Estos cambios, que no alteran la polaridad, la estructura de la doble
hélice del ADN ni la morfologia de los cromosomas, pueden visualizarse mediante tincién especifica por fluorescencia y/o Giemsa en
linfocitos de sangre periférica que han sufrido dos ciclos celulares.

Los agentes denominados S-dependientes son eficaces inductores de intercambios de cromatidas hermanas. Al igual que para las
aberraciones cromosoémicas, la lesion que conduce al intercambio puede haber sido originada en cualquier fase del ciclo celular
aunque no se manifiesta citolégicamente hasta que la célula entra en division y atraviesa la fase S.

Frente a determinados agentes quimicos, la induccién de intercambios de cromatidas hermanas puede presentar una mayor
sensiblidad que las aberraciones cromosémicas, pudiendo manifestarse efectos genotéxicos a concentraciones hasta 100 veces



menores a las necesarias para producir las aberraciones cromosémicas.

Los mejores inductores de intercambios de cromatidas hermanas son las sustancias que forman aductos covalentes con el ADN o que
interfieren con su metabolismo precursor o de reparacion.

Significacion bioldgica

Los intercambios de cromatidas hermanas no son sucesos letales para la célula y, probablemente, no presentan ninguna relacién con
la citotoxicidad. Ademas, por si mismos, no pueden ser considerados mutaciones ya que, en principio, no producen cambios en la
informacion genética.

Sin embargo, se ha observado que la frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas aumenta cuando las células son expuestas
a agentes mutagenos y cancerigenos conocidos, y en el caso de ciertas enfermedades congénitas (sindrome de Bloom y Xeroderma
pigmentosum).

Conclusiones

El control biolégico se puede aplicar al estudio de grupos de individuos con una presumible o conocida exposicion a genotéxicos, a fin
de determinar su grado de absorcién de un téxico o detectar sus efectos. Tanto la absorcién del genotéxico como sus efectos
biolégicos suelen ser considerados determinantes del potencial peligro derivado de una exposicion. La observacion de alguno de estos
fendmenos ha de ser razon suficiente para tomar unas medidas preventivas.

Los linfocitos pueden acumular lesiones debidas a la exposicion repetida o prolongada, lo cual los convierte en, teéricamente, un tipo
celular ideal para detectar dafos debidos a exposiciones cronicas y a bajas dosis de agentes genotdxicos.

La exposicién a una variedad de agentes, tanto fisicos como quimicos, puede resultar en un incremento en la frecuencia de
aberraciones cromosdmicas y/o intercambio de cromatidas hermanas en linfocitos de sangre periférica de individuos expuestos (tabla
1). Por ello, las técnicas citogenéticas pueden ser usadas para establecer, en una poblacién determinada, el dafio derivado de una
exposicion y para estimar el potencial riesgo para la salud.

Tabla 1: Resultados publicados de ensayos
citogenéticos con linfocitos de sangre periférica
en poblaciones expuestas ocupacionalmente a
distintos agentes

ANESTESICOS 1 + + 5
BEMGEND + 1]
CITCSTATICOS ! ¥
CLOAUAC DE VINILG 34 7
COMP, DE GROMO VI + -
EPICLORHIDAMA + 0
ESTIREND + . 2
HUMO DE CHRARRILLO | = !
HUMOS DE SOLDADURA | ¥ +
OXIDO DE ETILENC ; + +
PESTICIDAS + ;
AADIACIONES IDHIZANTES 4

+ Resultado positivo

- Resultado negativo

? Resultados contradictorios o no concluyentes
0 No existen datos

Un incremento en la frecuencia de aberraciones cromosémicas en una poblacién se suele considerar como un indicador de incremento
del riesgo de cancer, pero los ensayos citogenéticos no pueden predecir riesgo de cancer para individuos puntuales.

Aunque las aberraciones cromosdmicas y los intercambios de cromatidas hermanas se detectan en diferentes poblaciones de linfocitos
(de 12y 22 divisidn celular, respectivamente), y las lesiones que se producen pueden ser diferentes, estos indicadores son
complementarios y suelen utilizarse ambos en el estudio de poblaciones expuestas a mutagenos.
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