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1.- INTRODUCCION



1.1.- Radiaciones ionizantes. Aspectos generales.

Todo ser vivo esta permanentemente expuesto a las radiaciones ionizantes de origen natural, entre
las que estan las radiaciones cdsmicas y las derivadas de los materiales geolégicos. Las
radiaciones ionizantes de origen geoldgico pueden afectar tanto de forma externa como interna, en
este ultimo caso mediante la incorporacién de radionuclidos en la dieta o con la inhalacién de
gases como el radoén y el toron, mientras que las radiaciones ionizantes de origen césmico afectan

solo de forma externa.

De forma natural, los seres vivos estan mas o menos expuestos a las radiaciones ionizantes segun
la latitud y altitud en la que viven, y dependiendo de la riqueza de is6topos radiactivos de su
entorno. A lo largo del siglo XX, a estas fuentes de radiacion natural se han sumado las
exposiciones de origen artificial, y entre ellas las debidas a pruebas nucleares, accidentes en
centrales nucleares, etc. Sin embargo, las que representan una mayor fraccion en el incremento de

la exposicion, son las debidas a fuentes utilizadas en medicina (radioterapia y radiodiagndstico).

La radiacion ionizante se define como la energia que se propaga en forma de fotones (rayos X y
rayos g) o bien en forma de particulas subatémicas (particulas alfa, beta y neutrones), y es

suficientemente alta como para originar la ionizacion del medio que atraviesa.

La radiacién se puede cuantificar en términos de dosis absorbida (D), que es la cantidad de
energia de radiacion ionizante depositada por unidad de masa del material irradiado y cuya unidad
en el sistema internacional es el Gray (Gy), que corresponde a un J/Kg. La energia media
depositada a lo largo del recorrido de una particula por unidad de longitud se denomina
Transferencia Lineal de Energia (LET). Los rayos X y rayos g son radiaciones de baja LET y las
radiaciones corpusculares (alfa, beta y los neutrones) son de alta LET. La distribucién de la energia
absorbida, es decir la forma del patron de deposicion de la energia, influye en el dafo biolégico de
un determinado tipo de radiacion. Por tanto, diferentes tipos de radiaciones ionizantes pueden
diferir en la eficacia en producir dafio biolégico; se denominan eficacia biolégica relativa (RBE) a la
relacién entre la eficacia de dos tipos de radiaciones. Para tener en cuenta la RBE, se introdujo en
radioproteccion la dosis equivalente, siendo la unidad en el sistema internacional el Sievert (Sv)
(ICRP 60). La dosis equivalente para cada tipo de radiacion se obtiene al multiplicar la dosis
absorbida por un factor de ponderacion.
H=we+D

Donde “D” es la dosis absorbida y “w” es el factor de ponderaciéon. Un Sievert es la cantidad de
radiacion de cualquier tipo, equivalente al efecto bioloégico de 1 Gy de radiacién electromagnética

(rayos gy rayos X) y en un rango de energia intermedio. También se incorpor6 el concepto de



dosis efectiva que permite la comparacién del dafio bioldgico de la dosis absorbida en diferentes
érganos o tejidos. Esta, se puede estimar utilizando los factores de ponderacién de tejidos u
organos, obtenidos a partir de la sensibilidad de estos tejidos a la induccion de tumores por las

radiaciones ionizantes.

1.2.- Efecto biolégico de las radiaciones ionizantes.

La interaccion de las radiaciones ionizantes con el material bioldgico puede ionizar moléculas tanto
en el citoplasma como en el nucleo. La transferencia de energia al medio puede alterar estructuras
biolégicas importantes como el ADN de una forma directa, por rotura de moléculas o enlaces a
causa de la ionizacién, o bien de una forma indirecta, produciendo la hidrélisis de moléculas de
agua y generando de este modo radicales libres, que con posterioridad pueden provocar lesiones
sobre el ADN. Entre las diferentes lesiones, estan los dafios de base, las roturas de cadena simple,
las roturas de cadena doble y las uniones cruzadas DNA-proteina (Goodhead 1994). La lesion mas
eficaz en la producciéon de alteraciones cromosomicas es la rotura de doble cadena (Obe y
col.1992, Natarajan y col. 1993, Bryant 1997).

Una vez se produce el dafio en el DNA, la célula activa mecanismos que pueden conducir hacia la
muerte celular programada (apoptosis), o bien a la reparacién de los dafos originados. La
reparacion incorrecta de las lesiones, se puede observar en metafase, en forma de alteraciones

cromosomicas. Las alteraciones cromosomicas detectadas con mayor frecuencia son:

Lesiones acromaticas: gaps de cromosoma (csg)
Deleciones intersticiales y terminales: roturas de cromosoma (csb); fragmentos acéntricos
(ace)

Q Intercambios asimétricos: cromosomas dicéntricos (dic) con su correspondiente acéntrico
(ace); anillos (r)

Q Intercambios simétricos: translocaciones reciprocas (t)

Esta clasificacion se basa en la observacion de las alteraciones cromosémicas con tincién uniforme
o con bandas G. Sin embargo, al aplicar el pintado cromosémico, se han observado diferentes

patrones de formacion de las alteraciones cromosémicas que se pueden agrupar en:

Alteraciones simples (derivan de 2 roturas en uno o dos cromosomas).
Alteraciones complejas (3 o0 mas roturas en 2 o mas cromosomas), algunas de las cuales se
pueden observar también con tincién uniforme (tricéntricos, anillos dicéntricos, etc.).

O Alteraciones pseudosimples (Son las que se pueden detectar como simples mediante pintado

cromosomico pero que realmente son alteraciones complejas) (Figura 1).



Figura 1. Ejemplo de alteracién pseudosimple. Pintado cromosémico con sondas para el
cromosoma 1 (amarillo) y el cromosoma 2 (verde). En la foto A, donde se han pintado los dos
cromosomas, se observa una alteracion en la que estan implicados tres cromosomas (compleja).
En la foto C, donde solo se ha pintado el cromosoma 2, se observa una insercién (compleja). En la
foto B, donde solo se ha pintado el cromosoma 1, se observa una translocacion (simple) (Simpson
y col. 1999).

La constatacion de la existencia de alteraciones pseudosimples, implica que a las alteraciones

simples se las deba considerar como alteraciones aparentemente simples.

1.3.- Formacién de las alteraciones cromosoémicas.

Estudiando el efecto de las radiaciones ionizantes en granos de polen de plantas del género
Tradescantia, Sax (1938) propuso por primera vez la teoria de la rotura y reunién sobre la
formacién de alteraciones cromosémicas, de la que Lea y Catcheside (1942) desarrollaron el
modelo matematico. La idea basica es que las radiaciones ionizantes inducen una rotura en el
cromosoma que produciria dos extremos abiertos. Estas roturas tendran tres soluciones
alternativas: (a) Reunirse y reconstituir el cromosoma original, camino seguido por el 90% de las
roturas primarias; (b) Si se produce una segunda rotura proxima a la primera en espacio y tiempo,
los extremos rotos pueden interaccionar entre ellos para formar nuevas combinaciones, pudiendo
reorganizarse de manera ilegitima y formar alteraciones tipo intercambio. (¢) Una fraccién de las
roturas primarias no llegan a reunirse y aparecen en metafase como deleciones terminales. Cabe
remarcar que esta teoria se propuso en una época en la que se desconocia la estructura del DNA,

y la de la cromatina a lo largo del ciclo celular, asi como los mecanismos de reparacion.

En 1955, Revell propuso otra hipétesis, originalmente desarrollada para alteraciones tipo

cromatide, llamada teoria de intercambio. De acuerdo con esta hipotesis, el primer efecto de la



radiacién no es una rotura del cromonema sino una lesion inestable, que si desaparece con el
tiempo no da lugar a una rotura visible. Sin embargo, si dos lesiones inestables coinciden en el
tiempo y el espacio, pueden iniciar un proceso de intercambio. Esta teoria implica que todas las
alteraciones se forman como resultado de un proceso de intercambio, y para que esto se pueda
llevar a cabo es necesario un proceso de contacto entre ambas cromatides (bucles de cromatide o

bucles de Revell).

Chadwick y Leenhouts (1978, 1981), desarrollaron la teoria molecular de la recombinacion
homdloga o ‘one hit’. Estos autores sugirieron que las roturas e intercambios se originarian a partir
de una sola rotura de doble cadena. Para la formacién de un intercambio, se induciria una segunda
rotura mediante los mecanismos de reparaciéon, en una cadena no dafiada que presentaria
regiones de homologia con la primera. Los intercambios producidos de esta forma podrian explicar
el problema sobre la interaccion de las roturas distantes que plantea la teoria clasica (Savage
1996). Sin embargo, esta teoria no predice correctamente la frecuencia de alteraciones complejas
(Sachs 2000).

La teoria de rotura y reunién (teoria clasica), ha sido y es actualmente la mas aceptada, sin
embargo las evidencias experimentales indican que, la formacion de alteraciones cromosémicas

posiblemente sea el resultado de mecanismos propuestos en los tres modelos.

1.4.- Dosimetria biolégica.

La aparicion de las fuentes de radiacion artificial, lleva intrinsecamente unido el riesgo de accidente
y sobre-exposicion a las radiaciones ionizantes. Las personas que trabajan con material radiactivo
0 en instalaciones radiactivas, llevan dosimetros fisicos que ayudan a cuantificar la dosis de
radiacion y por tanto a controlar que no se sobrepasen los limites de exposicién legalmente
establecidos (dosis limite anual media 20 mSv). En caso de accidente, estos dosimetros fisicos
ayudan a determinar la dosis recibida. Sin embargo, si la magnitud del accidente sobrepasa los
limites de las instalaciones radiactivas, puede llegar a afectar a personas que no lleven consigo un
dosimetro fisico por lo que se desconocera la dosis de exposicidon. En estos casos para intentar
determinar la dosis recibida, se puede realizar una investigacion mediante métodos bioldgicos. El
analisis de la frecuencia de cromosomas dicéntricos (dic) en linfocitos humanos, es el método
biolégico de eleccion para la estimacion de dosis recibidas (Beninson vy col 1986) (Figura 2). Este
método se aplicd por primera vez en un accidente en 1962 donde tres individuos estuvieron

expuestos a rayos gy neutrones de fision (Bender y Gooch 1966).
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Figura 2. Metafase observada con tincién uniforme, en donde se aprecian
diferentes cromosomas dicéntricos (triangulos) y fragmentos acéntricos
(flechas).

Las células utilizadas para el estudio de alteraciones cromosémicas son los linfocitos, ya que son
faciles de obtener, estdn en continua circulacion por el cuerpo, y se encuentran en estado
quiescente (Gy). Determinadas poblaciones de linfocitos T, pueden ser estimuladas a dividirse in
vitro tras la exposicion a agentes mitdgenos como la fitohemaglutinina (PHA). Esta caracteristica
permite que las posibles lesiones en el DNA puedan visualizarse en los cromosomas metafasicos.
Aunque las radiaciones ionizantes inducen una gran variedad de alteraciones cromosomicas, hasta
hace poco se han utilizado basicamente los cromosomas dicéntricos porque son faciles de
observar al microscopio, y su frecuencia basal es muy baja (1-2 por mil células) en individuos no
expuestos a radiaciones ionizantes. Para poder visualizar todas las alteraciones cromosémicas que
se hayan inducido por las radiaciones ionizantes, es necesario analizar metafases en primera
division mitotica, siendo necesario para ello, afiadir bromodeoxiuridina (BrdU) al medio de cultivo
(Perry y Wolf 1974). Aproximadamente entre un 95-99% de las metafases obtenidas a partir de

cultivos de 48 h se encuentran en primera division.

El establecimiento de una curva dosis efecto en el propio laboratorio es el principal requisito para la
estimacion de la dosis recibida. Todos los tipos de radiaciones ionizantes inducen los mismos tipos
de alteraciones cromosomicas. No obstante, la frecuencia de cada tipo de alteracién y su
distribuciéon por célula depende de la dosis, la tasa de dosis, y de la LET de la radiacién. Las
radiaciones de baja LET (rayos X y rayos @) realizan una deposicion de energia dispersa. Por

contra las radiaciones de alta LET (particulas alfa, beta y neutrones) interaccionan densamente



con el medio, por lo que inducen mas ionizaciones y mas concentradas en unas células que en
otras. La frecuencia de dicéntricos por célula en relaciéon con la dosis absorbida, sigue un modelo

lineal-cuadratico:
Y =C +aD + pD?

Dénde Y corresponde a la frecuencia de dicéntricos; C es la frecuencia basal de dicéntricos; D la
dosis; y a y B son los coeficientes lineal y cuadratico respectivamente, obtenidos del analisis
estadistico (Lea y Catcheside 1942, Catcheside 1946, Neary 1965). De acuerdo con la teoria
clasica, para la formacion de un dicéntrico se necesitan dos roturas, una en cada uno de los
cromosomas implicados en la reorganizacion. El término lineal (aD) representa la induccion de las
dos lesiones por una unica trayectoria ionizante, mientras que el término cuadratico (bD2)
representa la induccion de las dos lesiones por dos trayectorias diferentes. El factor a varia segun
la calidad de la radiacién, siendo superior para radiaciones de alta LET. Para radiaciones de baja
LET, el factor b depende de la tasa de dosis, a medida que sube la LET el factor b tiende a
desaparecer y la relacion entre dicéntricos y dosis tiende a ser lineal. Se considera que para cubrir
la mayoria de casos a analizar mediante dosimetria biolégica es necesario disponer de curvas

dosis efecto para rayos X, rayos g, y neutrones (Beninson y col 1986).
1.5.- Dosimetria biolégica con FISH.

Las alteraciones tales como dicéntricos, acéntricos y anillos, presentan problemas de segregacion
durante la mitosis, y habitualmente dan lugar a pérdida de material genético que da como resultado
una disminucién de la viabilidad celular y un incremento de la muerte celular. Ello implica que a
medida que transcurre el tiempo post-irradiacion, la frecuencia de dicéntricos desciende con
respecto a la frecuencia de otras alteraciones mas estables como las translocaciones, debido a la
disminucién de precursores linfaticos con dicéntricos. Por ello se considera que para la estimacién
de dosis en casos donde la exposicion tuvo lugar hace tiempo o en casos de exposiciones cronicas
a radiaciones ionizantes, es mas adecuado el analisis de translocaciones. Este tipo de analisis se
puede realizar mediante la aplicacion de técnicas de bandas cromosomicas (bandas G o bandas
R), aunque este analisis es muy lento y laborioso. Las técnicas de FISH, y en particular el pintado
cromosomico (Pinkel y col. 1986), permite una facil deteccién tanto de translocaciones como de
dicéntricos, motivo por el cual han sido de gran aplicacion en los ultimos afios en estudios sobre el
efecto genético de las radiaciones ionizantes. Sin embargo, el analisis de translocaciones mediante
pintado cromosémico ha puesto de relieve que existen factores que no se habian considerado
anteriormente en los estudios de dicéntricos y que ahora, con el estudio de translocaciones deben

ser tenidos en cuenta (Edwards 2000). Uno de estos aspectos viene determinado por la necesidad



de distinguir las translocaciones de los cromosomas dicéntricos dado que tal como se ha
comentado los dicéntricos son alteraciones mitdticamente inestables, mientras que las
translocaciones no. En los primeros estudios que utilizaban el pintado cromosémico, la presencia o
no de centromero en las diferentes alteraciones se distinguia a partir de la contratincién con DAPI,
que marca de forma mas intensa las regiones centroméricas (Figura 3A). La frecuencia de
alteraciones estables e inestables inducidas por las radiaciones ionizantes debia ser igual, de
acuerdo con la teoria clasica (rotura y reunién). En algunos estudios, se ha observado que la
relacion t / dic es igual o ligeramente superior al valor teérico 1 (Kovacs y col. 1994; Finnon y col.
1995). Por el contrario, en otros trabajos, esta relacion oscila entre 1.4 y 2.4 (Lucas y col. 1989;
Natarajan y col. 1992; Schmid y col. 1992; Nakano y col. 1993; Tucker y col. 1993; Stephan y
Pressl 1997). Nakano y col. (1993), analizando con FISH los cromosomas 1, 2 y 4 encontraron una
relacion t / dic de 1.58, pero posteriormente, después del el andlisis con bandas G de las mismas
metafases, la relacion t / dic fue de 1.06. Straume y Lucas (1993), demostraron que el exceso de
translocaciones, analizando los cromosomas 1, 2 y 4, desaparecia con la utilizacién de sonda

pancentromérica (marcaje fluorescente de todos los centrémeros) (Figura 3B).

Figura 3. Metafases observadas tras la aplicacion de la técnica de FISH. En ambas fotos los
cromosomas 1, 4 y 11 se han hibridado con sondas marcadas con Cy3 (rojo), mientras que en la
foto B los centrémeros se han hibridado ademas con una sonda pancentromérica marcada con
FITC (Verde). (A) Metafase con una translocacion. (B) Metafase normal.

Mientras que en los estudios de cromosomas dicéntricos con tincién uniforme, se analizan todos
los cromosomas de cada metafase y se calcula la frecuencia de dicéntricos por célula, con la
técnica de pintado cromosémico, solo se contabilizan las alteraciones del o de los cromosomas
pintados, por lo que para poder estimar el numero de translocaciones en la totalidad del genoma,

se debe realizar una extrapolacion mediante la férmula descrita por Lucas y col. (1992b):



n

Fe¢ = 5
2,058 Nfi(l- f)

Donde n = suma de alteraciones tipo intercambio; N; = nimero de células analizadas para el
cromosoma “f” (pintado); f; = contenido relativo de DNA para el cromosoma “/” (Morton 1991). Esta
férmula considera que las roturas se producen al azar, es decir, un cromosoma estara mas o
menos afectado segun su contenido relativo de DNA y que los cromosomas son uniformemente
sensibles a las roturas. Mediante técnicas de bandas G, diversos estudios habian mostrado que la
distribucion de los puntos de rotura implicados en las alteraciones cromosémicas inducidas por las
radiaciones ionizantes podria no ser al azar. Bauchinger y Goétz 1979, describieron un exceso de
roturas en 1p. Barrios y col. 1989, Lucas y col. 1992b y Sachs y col. 1993, observaron también un
exceso de participacion del cromosoma 1 en la formacién de alteraciones tipo intercambio.
Mediante el analisis con bandas G, ciertas translocaciones pueden pasar inadvertidas. Diversos
estudios utilizando pintado cromosémico han mostrado que la participacion de los cromosomas en
las alteraciones inducidas por las radiaciones ionizantes, no depende de los valores esperados
segun su contenido de DNA (Pandita y col. 1994, Tucker y Senft, 1994b, Knehr y col. 1996,
Barquinero y col.1998). Sin embargo, otros trabajos si han encontrado un buen ajuste en relacién
a lo esperado (Natarajan y col. 1992, Tucker y col. 1993, Matsuoka y col. 1994, Gebhart y col.
1996). Por ello existe la controversia sobre la seleccion de los cromosomas mas adecuados para

su utilizacion en dosimetria bioldgica.

La aplicacion de la técnica de pintado cromosémico, ha puesto de manifiesto la necesidad de
desarrollar nuevos sistemas para describir las alteraciones cromosomicas. Tradicionalmente las
alteraciones cromosoémicas se han clasificado de acuerdo a la nomenclatura convencional (ver
ISCN 1995). Sin embargo, la gran cantidad de alteraciones tipo intercambio que se pueden
apreciar con esta técnica dificulta su clasificacién con esta nomenclatura. Se han propuesto dos

nomenclaturas para el analisis con pintado cromosémico:

O Nomenclatura PAINT (Protocol for Aberration Identification And Nomenclature Terminology,
Tucker y col. 1995a)
O Nomenclatura S&S (Savage y Simpson 1994a,b).

De forma breve, la nomenclatura PAINT asigna a cada figura alterada la designacién propuesta
por los criterios de la ISCN (t, dic, r, ace, etc.,), a continuacién entre paréntesis se ponen las letras
a o A (si es material contratefido), b o B (si esta hibridado con el fluorocromo 1), ¢ o C (si esta
hibridado con el fluorocromo 2), etc, y escritas en mayusculas o minusculas dependiendo de si

tiene o no centrémero. Se trata por lo tanto de una nomenclatura muy descriptiva. Sin embargo,



cada figura alterada se considera de forma independiente, por lo que por ejemplo una
translocacion reciproca, la nomenclatura PAINT la describiria como una t(Ba) y una t(Ab),
contabilizdndose como dos translocaciones. Por tanto esta nomenclatura no considera los

mecanismos de formacion de la alteracion.

La nomenclatura S&S, se desarrollo teniendo en cuenta los mecanismos de formacion de la
alteracién cromosoémica. Inicialmente, las alteraciones se clasificaron utilizando las “easy score
sheets”, que constan de 203 casillas en las que se incluyen las posibles alteraciones observadas
con pintado cromosdmico, derivadas de los intercambios producidos por hasta 5 roturas en 5
brazos de 5 cromosomas diferentes. En las “easy score sheets” modificadas tras la apariciéon de la
nomenclatura PAINT, a cada casilla con una alteracion cromosdmica determinada, se le asigna
una designacion S&S, la descripcién PAINT y el minimo nimero de roturas (mnr) requerido para la
formacion de la alteracion. Asi una translocacion reciproca simple se definiria como una 2B, [t(Ba)
t(Ab)] y 2 mnr. Un inconveniente que presenta esta nomenclatura es que no se puede aplicar
cuando se utiliza mas de un cromosoma pintado del mismo color. Las 203 posibles alteraciones
cromosomicas descritas por la nomenclatura S&S, surgen de la idea de que toda rotura
cromosomica es reparada. Por lo tanto, teniendo en cuenta esta premisa, si en una metafase se
detecta por ejemplo una t(Ab), se deberia también detectar la correspondiente t(Ba). La evidencia
empirica de muchos laboratorios indica que es posible detectar alteraciones incompletas, es decir

sin la alteracion complementaria correspondiente.

Knehr y col. (1998), propusieron un sistema que combina el fundamento basico de estas dos
nomenclaturas. Proponen modificar la nomenclatura PAINT de acuerdo a los aspectos
mecanisticos de la nomenclatura S&S, e incluir las alteraciones aparentemente incompletas que no
se tienen en cuenta en el sistema S&S. De esta manera cada metafase se describe como una
entidad, y las alteraciones se clasifican considerando la reorganizaciéon mas sencilla posible. Asi,
una metafase con [t(Ba) t(Ab) dic(BA) ace(ab)], se considera que tiene una translocacion reciproca

completa aparentemente simple y un dicéntrico completo aparentemente simple (Tabla 1).

Las alteraciones incompletas representan otro aspecto de la problematica del analisis de
translocaciones con FISH. Por ejemplo, una translocacién incompleta puede tener implicaciones en
el funcionamiento celular y por lo tanto no seria una alteracion perdurable en el tiempo. El hecho
de que las alteraciones incompletas sean o no reales, esta siendo debatido. Kodama y col. (1997),
estiman que el tamafio minimo que se puede detectar en el microscopio de fluorescencia es de
11.1 + 0,8 Mb para un fragmento pintado y de 14.6 + 0,6 Mb para un fragmento no pintado. Boei y
col. (1998) observan que mas del 85% de las alteraciones incompletas son el resultado de

intercambios terminales, por lo tanto son alteraciones completas. En este mismo sentido, Fomina y
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col. (2000) analizando las alteraciones ocurridas en el cromosoma 8 con sonda pancentromeérica y
sonda pantelomérica, encuentra solo un 5% de alteraciones incompletas verdaderas. Pese a que
todavia se discute sobre que tipo de alteracién es mas adecuado analizar en dosimetria bioldgica,
a la vista de estos resultados parece que lo mas apropiado es tener en cuenta tanto las

alteraciones completas como las incompletas.

En relacién con la frecuencia basal de las diferentes alteraciones cromosdmicas en la poblacion
general, la frecuencia de cromosomas dicéntricos es baja (1-2 dicéntricos por 1000 células) y no
muestra una gran variacién entre individuos. Por el contrario, La frecuencia basal de
translocaciones determinada mediante técnicas de FISH, es mas elevada y oscila entre 2 y 10
translocaciones por 1000 células, con importantes variaciones interindividuales. Al igual que para
dicéntricos, algunos autores han encontrado que el habito de fumar incrementa la frecuencia de
translocaciones, aunque en otros estudios no se observa esta relacién. Por otro lado, se ha
descrito que la edad es el factor que mas influye sobre la frecuencia de translocaciones. Las
aproximaciones realizadas a partir de poblaciones con individuos de edades de entre 0 y 100 afios,
indican que existe una relacién cuadratica (Tucker y col. 1994a), cubica (Ramsey y col. 1995) o
lineal-cuadratica (Lucas y col. 1999) con la edad de los individuos. La elevada frecuencia basal de
translocaciones, la amplia variabilidad entre individuos y los factores condicionantes como la edad,
representan un problema afiadido a la dosimetria biolégica con FISH y en especial en los casos de
exposiciones a bajas dosis de radiaciones ionizantes. Pese a ello, las técnicas de FISH se han
aplicado en diferentes investigaciones sobre exposiciones crénicas a radiaciones ionizantes, asi
como en casos de exposiciones accidentales del pasado. La elevada frecuencia basal de
translocaciones y sobre todo la variabilidad interindividual hace que en alguno de esos estudios el
calculo de la dosis solo se pudiera establecer a un nivel de grupo. Actualmente la dosis minima de
deteccion de exposicion a radiaciones ionizantes con técnicas de FISH es superior a la de
dicéntricos (0,1 Gy). Algunos trabajos indican que se puede estimar dosis de 0,5 Gy en individuos
mayores de 60 afios (Moquet y col. 2000), mientras que otros han establecido este umbral en 0,3
Gy (< 40 anos) y 0,5 Gy (> 40 anos), incluso se ha considerado la posibilidad de estimar dosis de
0,25 Gy utilizando una combinacion de cromosomas que abarque el 20% del genoma y analizando
15.000 metafases.
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FIGURAS PAINT Modificada CONVENCIONAL S&S
G‘(:" dic(BA) ace(ab) dic completo 2A
>
/ t(Ba) t(Ab) t completa 2B
. t(Ba) ace(b) t incompleta (D
8 t(Ab) t incompleta D)
J t(Ba) t incompleta (I11)
ﬁ:ﬁr dic(BA) ace(b) dic incompleto (Iv)
d ace(ab) dic incompleto V)
dic(BA) dic incompleto (VD)
J t (Ba) ace(ab) Alteracion compleja 2F
dic(BA) t(Ab) Alteracion compleja 2G

oL o

Tabla 1. Esquema de diferentes tipos de alteraciones que se pueden encontrar con la técnica de
pintado cromosémico, descritas con las nomenclaturas PAINT modificada, convencional y S&S.
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1.6.- Objetivos.

1. Valorar si la sensibilidad de los cromosomas humanos a las radiaciones ionizantes es

dependiente de su contenido relativo de DNA.

2. Elaborar curvas dosis-efecto para rayos X, utilizando diferentes alteraciones cromosémicas

detectadas mediante técnicas de FISH.

3. Estudiar mediante FISH una poblacién cronicamente expuesta a bajas dosis de radiaciones

ionizantes que ya habia sido objeto de estudio mediante técnicas de tinciéon uniforme.
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2.- MATERIAL Y METODOS
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2.1.- Obtencion de las muestras.

Para el estudio de la sensibilidad cromosémica, se extrajeron 20 mL de sangre periférica mediante
venipuncién anterocubital y con una jeringuilla previamente heparinizada, de un donante adulto
sano de sexo masculino y no expuesto a agentes mutagenos. La misma metodologia se empleo
para la obtencion de las muestras que se utilizaron en la realizaciéon de las curvas dosis-efecto. y
para el estudio de la poblacion ocupacionalmente expuesta, aunque en este ultimo caso se

extrajeron 5 mL de sangre periférica de cada individuo.
2.2.- Condiciones de irradiacién y cultivo.

Las irradiaciones de las muestras de sangre se realizaron utilizando una fuente de rayos X y
siguiendo las recomendaciones de la IAEA (Benison y col. 1986). Brevemente, se llenan
completamente con sangre periférica dos tubos de plastico de 9 mL de punta redonda y se colocan
en un bafo precalentado a 37°C. Para mantener el equilibrio electrénico durante la irradiacion, la
muestra se coloca en posicidn horizontal y sumergido justo por debajo de la superficie del agua. El
campo de irradiacion es de 15x20 cm y la distancia de la fuente a la superficie del agua es de 40
cm. Con estas condiciones se procedi6 a irradiar la muestra a una tasa de dosis de 26.95 cGy/min.

Posteriormente se deja la muestra durante 1h 30 min. a 37°C antes de proceder al cultivo.

Las condiciones del cultivo de las muestras fue el mismo en todos los estudios. A 5 mL de medio
completo (RPMI suplementado con antibidticos, suero bovino fetal y fitohemaglutinina), se afiade
0.75 mL de sangre y se incuban a 37°C durante 48h. Paralelamente en uno de los cultivos se
afade BrdU (Perry y Wolf 1974). Dos horas antes de la extraccion del cultivo se afiade 0.3 ng/mL
de colcemid®. Para la extraccion del cultivo se realiza un tratamiento hipoténico (KCI 0.075 M) a

37°C y fijacion y lavados con Carnoy (Metanol : ac. acético [3:1]).

2.3.- Hibridacion in situ Fluorescente.

En el estudio de la sensibilidad cromosémica, para realizar el pintado de todos los cromosomas, se
ha utilizado el “kit” Chromoprobe-M Multiprobed System (Cytocell). La peculiaridad del “kit” es que
hace posible el pintado cromosémico de todos los cromosomas, de forma separada y en un mismo
portaobjetos. El “kit “incorpora un portaobjetos que esta dividido en 24 areas y numerado conforme
a los diferentes pares cromosomicos, y un soporte multisonda, del mismo tamafio que el
portaobjetos, con 24 pocillos, cada uno de los cuales contiene la sonda de un cromosoma,

marcada con Cy3, (Figura 4).
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i : Portaobjetos

T Soporte multisonda
Ty,

Figura 4. Portaobjetos y soporte multisonda del Kit de “Cytocell”

Previamente al comienzo de la hibridacién se realizan las extensiones cromosomicas sobre el
portaobjetos suministrado. Estas extensiones se realizan dispensando 2 ni de la muestra en cada
area. Para la hibridacién se procede a preparar, la camara de hibridacion, la solucion de
hibridacién y el soporte multisondas que se precalientan a 37°C, y se calienta la placa calefactora a
75°C. Una vez a punto todo el material se comienza la hibridacién, se anaden 2 L de solucion de
hibridacién a cada pocillo del soporte multisondas, después se hace coincidir el portaobjetos con el
soporte de forma que queden correctamente encuadradas las diferentes areas del portaobjetos con
su pocillo correspondiente. Una vez encarados y unido el portaobjetos con el soporte, se ponen en
la placa calefactora a 75°C durante 5 minutos, colocandose después en el interior de la camara de
hibridacion (“overnight” a 37°C). Al dia siguiente, se realizan los lavados post-hibridacion y la

contratincién con DAPI siguiendo el protocolo suministrado por el fabricante.

La técnica aplicada en la elaboraciéon de curvas dosis-efecto y en el estudio de la poblacion
ocupacionalmente expuesta, ha sido el pintado cromosémico de los cromosomas 1, 4 y 11,
marcados con Cy3, conjuntamente con una sonda pancentromérica marcada con FITC (CAMBIO).
La técnica empleada consiste en una modificacién del protocolo suministrado por la casa
comercial, de forma que se adaptd para poder realizar la hibridacién simultanea con la sonda
pancentromérica. Se utilizan preparaciones cromosomicas envejecidas entre 2 y 3 dias. Primero se
prepara la mezcla de las sondas cromosomicas, mas la solucion de hibridacion y se ponen durante
5 minutos en un bafo a 72°C (desnaturalizacion), transcurrido este tiempo se pasa a un bafo a
37°C en el que permanecera entre 60 y 90 minutos. Pasados 30-60 minutos desde la
desnaturalizacion de la sonda, se prepara la alicuota de la sonda pancentromérica, después se
comienza la deshidratacion de los portaobjetos y su desnaturalizacion, 2 minutos en una solucién
de 70% formamida/2xSSC a 72°C. Después de la desnaturalizacion las preparaciones
cromosOmicas se deshidratan en una serie de en etanoles frios (70%, 85% y 100%). Durante este
paso se procede a desnaturalizar la sonda pancentromérica, 5 minutos en un bafo a 72°C. Una
vez finalizada esta desnaturalizacion se pone la sonda en un bafio con hielo no mas de 10 minutos.

Se mezclan las dos sondas (cromosdmicas y pancentromérica) y se procede a dispensar la mezcla
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sobre el portaobjetos, se tapa con un cubreobjetos y se coloca en la camara de hibridaciéon
(“overnight” a 37°C). Al dia siguiente, se realizan los lavados post-hibridacién y la contratinciéon con
DAPI de acuerdo con los protocolos suministrados por el fabricante.

2.4.- Criterios de analisis.

En el estudio de la sensibilidad cromosdmica (Figuras 5 y 6), las diferentes alteraciones
observadas se han analizado considerando dos parametros:

0 El Minimo Numero de Roturas (MNR).

O Alteraciones Tipo Intercambio (ATI).

Primero se analizan las metafases siguiendo la nomenclatura convencional, fijandonos Unicamente
en las alteraciones en las que esta implicado el cromosoma pintado. De esta forma se describe el
tipo de alteraciones tales como translocaciones, dicéntricos, acéntricos y otras alteraciones. Las
translocaciones y dicéntricos en algunos casos se podian diferenciar gracias a la afinidad del DAPI
por la heterocromatina de los centrémeros, sin embargo, para evitar errores se han englobado las
translocaciones y los dicéntricos como alteraciones tipo intercambio. Para contabilizar el nimero de
roturas se han tenido en cuenta solamente las roturas que afectan al cromosoma pintado. De esta
forma, se estimé cual seria el minimo nimero de roturas en el cromosoma pintado necesarias para

originar la alteracion observada.

En los otros dos estudios (Figuras 7 y 8), gracias a la utilizaciéon de la sonda pancentromérica, las
alteraciones observadas se describieron siguiendo la nomenclatura PAINT modificada (Knehr y col.
1998) y posteriormente se clasificaron de acuerdo con las nomenclaturas convencional y PAINT
(ver Tabla 1).

2.5.- Evaluacion estadistica.

Con la técnica de pintado cromosomico sélo se contabilizan las alteraciones en las que esta
involucrado el o los cromosomas pintados. Por ello es necesario la estimacion de las frecuencias
genémicas (Fg) (Lucas y col. 1992b). En los tres estudios se han podido realizar las
comparaciones entre diferentes frecuencias de alteraciones cromosémicas mediante la Fg. Sin
embargo, para el trabajo de la sensibilidad cromosémica se consideraron el MNR en el cromosoma
pintado, y por ello para estimar la Fg se realizé una modificacién de la formula propuesta por Lucas

y col. (1992b), en la que se eliminé el componente correspondiente a la fraccion no pintada.
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El test c® de Pearson se empled para: (a) Comparar la homogeneidad entre las frecuencias de
alteraciones en los diferentes cromosomas en el estudio de la sensibilidad. (b) La valoracion de las
diferencias individuales en la poblacién ocupacionalmente expuesta. (c) El ajuste de las diferentes
curvas realizadas. En el caso de la sensibilidad cromosémica también se utilizé el test U-Papworth
para valorar si la distribucién de alteraciones por célula seguia una distribucién de Poisson. Asi
mismo, se empled el test de Signos en la valoracidon de las tendencias observadas en los
diferentes cromosomas. En el estudio de las curvas dosis-efecto, para la comparacién de las
diferentes curvas se utilizd el test F-Fisher. En el trabajo sobre la poblacion ocupacionalmente
expuesta, para comparar las frecuencias de alteraciones entre las dos poblaciones y los diferentes
subgrupos (fumadores y sexo), se empled el test U Mann-Whitney y en la valoracion de la edad el

test de correlacion de Rangos de Spearman.
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Figura 5. Metafase con una translocacién. Se ha aplicado la técnica de pintado cromosdmico con
la sonda del cromosoma 20. EI minimo nimero de roturas (MNR) en el cromosoma pintado
necesario para originar esta alteracién es uno. Esta alteracion se ha considerado como tipo
intercambio (ATI).

Figura 6. Metafase con una insercion. Se ha aplicado la técnica de pintado cromosémico con la
sonda del cromosoma 16. EI minimo numero de roturas (MNR) en el cromosoma pintado
necesario para originar esta alteracion es uno.
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Figura 7. Pintado cromosomico de los cromosomas 1, 4 y 11 con sonda
pancentromérica. Se puede observar la siguiente alteracion compleja: [r-dic(BA)
ace(ab) t(Ab)]

Figura 8. Pintado cromosémico de los cromosomas 1, 4 y 11 con sonda
pancentromérica. Se puede observar una translocacion completa [t(Ba) t(Ab)].
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4.- DISCUSION
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4.1.- Sensibilidad cromosoémica a las radiaciones ionizantes.

La utilizacién de las técnicas de FISH para valorar el efecto citogenético de las radiaciones
ionizantes, ha permitido evaluar si existen diferencias de sensibilidad entre los diferentes
cromosomas humanos respecto a su participacion en las alteraciones cromosdmicas. Después de
varios anos de utilizacién de estas técnicas, parece ser que al menos en el campo de la dosimetria
bioloégica, lo mas adecuado es utilizar una combinacién de sondas de cromosomas enteros,
generalmente de tres cromosomas, que abarquen aproximadamente un 20% del genoma (Knehr y
Bauchinger 2000).

Los primeros estudios utilizando bandas G, indicaron que la participacion de los cromosomas en
alteraciones inducidas por radiaciones ionizantes, podria no ser al azar (Bauchinger y Goétz 1979,
Barrios y col. 1989, Sachs y col. 1993). En estos estudios se observé gran variabilidad en cuanto a
la participacién de cada uno de los cromosomas, y se apreciaba un exceso de participacién del
cromosoma 1. También se indicod la posibilidad de que las alteraciones se concentraran en las
bandas G claras (Barrios y col. 1989). Igualmente Folle y col. (1998) estudiando cromosomas
procedentes de ovarios de Hamster Chino, encontraron que mas del 60% de las roturas se
produjeron en bandas G claras. Es importante destacar que el analisis con bandas G es laborioso y
que algunas translocaciones pasan inadvertidas. Ademas, tal y como se ha comprobado con
técnicas combinadas de bandas G y R, hay una tendencia subjetiva a localizar el punto de rotura

en las bandas claras (Savage 1977).

La técnica de pintado cromosémico permite la deteccion de un mayor espectro de alteraciones
cromosomicas, siendo muy Uutil para valorar los efectos de las radiaciones ionizantes en cada
cromosoma. El uso del pintado cromosdmico en dosimetria biolégica parte de la base de que los
cromosomas son uniformemente sensibles a las roturas, y que los puntos de rotura se producen al
azar. Por lo tanto, los distintos cromosomas se veran mas o menos implicados segun su contenido
de DNA. Existen resultados contradictorios en los diferentes trabajos realizados con pintado
cromosomico, en lo que respecta a la implicacion de los diferentes cromosomas en alteraciones

teniendo en cuenta el contenido de DNA:

O Natarajan y col. (1992), no apreciaron diferencias en el resultado utilizando de dos
combinaciones de sondas cromosémicas diferentes (1,3,7) y (2,4,8).

O Tucker y col. (1993), hallaron una buena correlacién con el contenido de DNA utilizando una
combinacion de sondas para los cromosomas (1,3,4) y también para el cromosoma 4 solo.

O Matsuoka y col. (1994), no obtuvieron diferencias en la eficiencia de deteccion de

translocaciones, con dos combinaciones de sondas (1,3,4) y (1,4).
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O Gebharty col. (1996) utilizando los cromosomas 1, 2 y 4 marcados con tres colores diferentes,

no obtuvieron diferencias con lo esperado en relacion con el contenido de DNA.

Sin embargo existen varios trabajos donde no se observa una correlacién entre las frecuencias de

las alteraciones inducidas y el contenido de DNA.

O Pandita y col. (1994), analizando los cromosomas 1, 2, 7, 16 y 17, observaron un mayor
numero de roturas en los cromosomas 1y 2.

O Knehr y col. (1996), analizando 12 cromosomas (1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 14 y X),
observaron que los cromosomas 2 y 3 estaban menos implicados de lo esperado en
translocaciones simétricas y el cromosoma 9 mas de lo esperado, ademas, los cromosomas 9
y 10 estaban mas implicados de lo esperado en translocaciones asimétricas.

O Barquinero y col. (1998), analizando todos los cromosomas excepto el Y, observaron que los
cromosomas 2, 3 y 6 estaban menos implicados y los cromosomas 16, 17 y 20 mas implicados

de lo esperado.

Estos resultados no ayudan a comprender si el efecto de las radiaciones se produce al azar o no
entre los diferentes cromosomas. Si tenemos en cuenta los trabajos con bandas G y los ultimos
con FISH, en general parece que el cromosoma 1 suele estar mas implicado que los demas. Sin
embargo los trabajos con FISH en los que se ha realizado un analisis mas extenso de cromosomas
Knehr y col. (1996), Barquinero y col. (1998) y el presente estudio Cigarran y col. (1998), no se
observa esta mayor implicacion del cromosoma 1. Los resultados de nuestro estudio indican que el
cromosoma 20 es el que esta mas implicado, pero quizas lo mas significativo es la tendencia de los
cromosomas grandes a estar menos implicados y los cromosomas pequefios a estar mas
implicados, tendencia que también se observa en un trabajo de Knehr y col. (1994) y en el de
Barquinero y col., (1998), aunque en este ultimo, basicamente en los cromosomas de tamario

pequeno.

Se ha sugerido que la estructura de la cromatina podria influir en la distribucion de las alteraciones
cromosomicas ya que, la accesibilidad de los mecanismos de reparacién a la cromatina puede
influir en la frecuencia de alteraciones cromosomicas. Surrallés y col. (1997), valoraron la
heterogeneidad existente en la reparacion a nivel cromosémico y comparando los resultados
obtenidos en los cromosomas 1, 4, 18, 19 y 20 indican que los cromosomas de mayor densidad
génica son reparados de manera preferencial. Ademas, Surrallés y col. (1998) sugieren que los
cromosomas con mayor densidad génica, en caso de estar implicados en alteraciones
tedricamente estables, tendrian mayor probabilidad de truncar o inactivar genes y esto por tanto
podria influir en la persistencia de estas translocaciones a nivel celular. Puerto y col. (1999),

realizaron un estudio en este sentido, para ello valoraron la persistencia de alteraciones
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cromosomicas durante 56 dias, analizando cromosomas de diferente tamafio y de densidad génica
heterogénea. Los resultados indicaron que la persistencia de las translocaciones en el tiempo
estudiado era independiente del tamafo del cromosoma y de la densidad génica. Atendiendo a
nuestros resultados y considerando que la densidad génica es muy heterogénea en los
cromosomas humanos, parece que este factor no adquiere un gran peso especifico en la

formacion de alteraciones cromosémicas.

Uno de los factores a tener en cuenta cuando consideramos la induccién de alteraciones
cromosOmicas por las radiaciones ionizantes, es la localizacién y como se organizan los
cromosomas en el nucleo interfasico. Folle y col. (1998) indicaron la posibilidad de que el hecho de
que se produzca un mayor numero de alteraciones cromosoémicas en las bandas G claras, podria
ser consecuencia de una organizacion especial de la cromatina en el nucleo. Savage y col. (1993),
propusieron que los diferentes cromosomas se encuentran empaquetados en el nucleo ocupando
unos determinados territorios. Sachs y col. (1993) considerando esta posibilidad, sugirieron que
presumiblemente, el exceso de intercambios intracromosémico se deba a un efecto de proximidad
espacial en el nucleo. Estos autores, ademas de apreciar un exceso de alteraciones en el
cromosoma 1, observaron que los cromosomas pequefios presentaban un exceso de

translocaciones, de forma que si esta tendencia fuese real podria implicar un efecto de superficie.

Con la utilizacién de las técnicas de pintado cromosémico se ha hecho cada vez mas evidente que
los cromosomas se organizan ocupando diferentes dominios o territorios en el nucleo. En 1996,
Cremer y col, indicaron que cada cromosoma ocupa un territorio en el nucleo interfasico, y por
tanto, la implicacién de un determinado cromosoma en alteraciones tipo intercambio, podria estar
correlacionada con el area de la superficie que ocupa su territorio en el nucleo. Estos autores,
proponen diferentes modelos de territorios cromosémicos. En dos de ellos, el cilindrico y el
hexagonal, el area que ocupa el DNA de la superficie de cada cromosoma, es proporcional al
contenido de DNA. Un tercer modelo, considera que los cromosomas tienen territorios esféricos,
con un volumen proporcional a su contenido de DNA y una superficie cuya area es proporcional al
(contenido de DNA)2/3. Este ultimo modelo de territorios cromosémicos esféricos ya habia sido
propuesto por Hlatky y col. (1992). Kreth y col. (1998) realizaron simulaciones computerizadas
valorando cuatro modelos de organizacion de la cromatina en el nucleo. Dos modelos de
organizacion no territorial (Comings (1968) y Vogel y Schroeder (1974)) y dos de organizacion
territorial (Sachs y col. (1995) y subdominios esféricos propuesto por Minkel y col. (1995) y Cremer
y col. (1996)). Compararon los datos obtenidos a partir de irradiaciones isotropicas y de
irradiaciones localizadas, con los datos esperados considerando los diferentes modelos. Los
resultados obtenidos en este trabajo indicaron que los modelos territoriales eran los que se
ajustaban mejor en los dos tipos de irradiacion pero ademas observaron que la tasa de

translocaciones mostraba una estrecha dependencia con el (contenido de DNA)2’3.
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En el presente trabajo (Cigarran y col. 1998), las frecuencias de alteraciones tipo intercambio
también se han ajustado mejor al (contenido de DNA)??. Recientemente Wu y col. (2001) han
estudiado el efecto de la distancia de interaccion entre DSB (roturas de cadena doble) sobre la
frecuencia de intercambios intra e intercromosoémicos en relacion con el contenido de DNA. Estos
autores apoyan nuestros resultados y presentan un modelo matematico para predecir la
probabilidad de formacion de un intercambio e indican que frente al contenido relativo de DNA,
obtienen un mejor ajuste considerando la “area de la superficie de territorios esféricos” utilizado por
nosotros (Cigarran y col. 1998). Recientemente en nuestro laboratorio, se han obtenido resultados
en los que de nuevo las frecuencias de alteraciones obtenidas en los cromosomas 1, 2, 3, 4, 7, 11

y 12, se ajustan mejor al (contenido de DNA)??

que unicamente al contenido de DNA.
Los resultados del presente trabajo junto a los datos procedentes de los trabajos arriba
mencionados, hacen suponer que la frecuencia de alteraciones cromosémicas muestra una mejor

correlacion con el (contenido relativo de DNA)*?

que con el contenido relativo de DNA. Si esto es
cierto, tiene una gran importancia a la hora de elegir los cromosomas para realizar el pintado
cromosomico, ya que la utilizacion de cromosomas grandes implicaria una infravaloracion de la

frecuencia gendémica.
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4.2.- Curvas dosis efecto con pintado cromosémico.

La aplicacién de la técnica de pintado cromosdmico en dosimetria biolégica, parece a priori, Gtil en
casos de dosimetria retrospectiva y para el estudio de poblaciones expuestas crénicamente a
radiaciones ionizantes. Por ello, en los ultimos afios se han realizado numerosas curvas de
calibracién dosis efecto (Lucas y col. 1992, Bauchinger y col. 1993, Fernandez y col. 1995, Finnon
y col 1995, Stephan y Pressl 1997, Lindholm y col. 1998, Barquinero y col. 1999, Knehr y col.
1999).

Uno de los inconvenientes que presenta la técnica de FISH es la nomenclatura a utilizar. La
nomenclatura convencional es la que se utiliza en las curvas dosis efecto con dicéntricos y tincion
uniforme, y por ello es la que inicialmente se empleé. La utilizacién de dicha nomenclatura pronto
acarre6 el problema de la interpretacion de las alteraciones incompletas y de las alteraciones
complejas, por ello se desarrollaron las nomenclaturas S&S (Savage y Simpson 1994a,b) y PAINT
(Tucker y col. 1995a). Pero estas nuevas nomenclaturas no acabaron de solucionar el problema,
ya que la nomenclatura PAINT no tiene en cuenta como se forman las alteraciones, y por tanto
considera por igual una translocacion producto de una reorganizacion simple que una producto de
una reorganizacion compleja. La nomenclatura S&S, si bien considera los aspectos mecanisticos,
es mas complicada de aplicar y no incluye inicialmente las alteraciones incompletas, pudiéndose
aplicar solo si se realiza la hibridacion de un solo cromosoma o bien de diferentes cromosomas
pero con sondas marcadas con diferentes fluorocromos. Una alternativa, la denominada “PAINT
modificada”, propuesta por Knehr y col. (1998), combina ambas nomenclaturas, de forma que se
consideran los aspectos mecanisticos de la formacién de las alteraciones, conservando ademas la

ventaja descriptiva de la nomenclatura PAINT.

Mediante la aplicacién de las técnicas de FISH, es relativamente frecuente observar alteraciones
aparentemente incompletas. Stephan y Pressl (1997) obtienen un promedio de translocaciones
incompletas de 17,4 £ 9, Lindholm y col. (1998b) del 28,1 = 12,0 y en nuestro trabajo el porcentaje
es del 27,3 + 7,1. Cabe sefialar que parte de las diferencias se deben a que incluyen en la
categoria de alteraciones incompletas algunas alteraciones complejas, por ejemplo, 2G (S&S) que
corresponde a un dicéntrico bicoloreado y un monocéntrico bicoloreado, que desglosan en un
dicéntrico y translocacion incompletos. Las translocaciones incompletas representa un factor de
inestabilidad para la célula por lo que no son alteraciones perdurables en el tiempo. El hecho de
considerar o no las translocaciones incompletas es una de las cuestiones que permanecen en
discusion. Sin embargo, los ultimos trabajos parecen indicar que las translocaciones incompletas
observadas con pintado cromosémico podrian no ser realmente incompletas. Fernandez y col.

(1995) ya apuntaban la posibilidad de que algunas translocaciones incompletas involucraran
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regiones teloméricas y que sencillamente la técnica de FISH no permite visualizarlas. El tamafio
minimo de una porcién pintada, para que se pueda detectar es de 11.1 + 0,8 Mb, mientras que
para las porciones no pintadas es de 14.6 + 0,6 Mb, Kodama y col. (1997). Aplicando sondas
panteloméricas Boei y col. (1998) observaron que mas del 85% de las alteraciones incompletas
son el resultado de intercambios terminales. Wu y col. (1998) estiman que las alteraciones
verdaderamente incompletas solo representan aproximadamente el 3%, y Fomina y col. (2000)
sostienen que solo un 5% de alteraciones incompletas son verdaderas. Lindholm y col. (1998a),
estudiando la persistencia de translocaciones en 5 casos de sobreexposicion a radiaciones
ionizantes, a los que se les realizé un seguimiento de la frecuencia de translocaciones completas e
incompletas durante 2 afios, observaron que la frecuencia de translocaciones no descendié de
manera significativa y solamente en uno de los 5 casos se pudo constatar un descenso significativo
de la frecuencia de translocaciones incompletas. Bauchinger y col. (2001) tampoco aprecian un
descenso significativo en las translocaciones incompletas respecto a las translocaciones completas
en estos mismos individuos. Todo esto parece indicar que la mayoria de translocaciones

incompletas serian completas y deberia considerarse la posibilidad de tenerlas en cuenta.

Al igual que las alteraciones incompletas, las alteraciones complejas (formadas por un minimo de
tres roturas en dos o mas cromosomas), pueden dar lugar a pérdidas de material genético y por
tanto provocar inestabilidad, por lo que el analisis de este tipo de alteraciones no es util en
dosimetria retrospectiva. En nuestro trabajo hemos obtenido unas frecuencias de alteraciones
complejas respecto al total de alteraciones que oscilan desde 0 al 18%, frecuencias que son
dependientes de la dosis. Resultados similares se han descrito en otros estudios (Finnon y col
1995 y Lindholm y col. 1998b). Simpson y Savage (1996) y Simpson y col. (1999) observaron que
las alteraciones simples muestran una relacion lineal con la dosis y que las alteraciones complejas
una relacioén curvilinea. Edwards y col. (1999) también confirmaron que las alteraciones complejas
aumentan mas que linealmente con la dosis y ademas, al igual que en los trabajos de Simpson y
col (1996 y 1999), observaron que las alteraciones complejas aumentan con la dosis asi como la
complejidad de las mismas. Sorokine-Durm y col. (1997), han encontrado alteraciones complejas
“in vivo” en individuos que han sufrido accidentes a bajas dosis de radiaciéon. En este sentido,
Bauchinger y col. (2001) observaron células con alteraciones complejas durante por lo menos 1
afio en un caso de exposicién accidental a radiaciones ionizantes, por lo que la persistencia a lo
largo del tiempo de este tipo de alteraciones se ha de estudiar con mayor profundidad. Knehr y col.
(1999) proponen que el tipo de alteracion mas adecuada en dosimetria retrospectiva es la
alteracion 2B (S&S) que son las translocaciones completas (nomenclatura convencional), es decir,
las translocaciones reciprocas o completas pudiéndose incluir también las translocaciones
incompletas tipos |, Il y Il (S&S) pero que no procedan de alteraciones complejas. En este sentido,

Finnon y col. (1999) recomiendan para dosimetria retrospectiva el andlisis de translocaciones
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aparentemente simples pero sélo en células sin alteraciones inestables.

Otro aspecto a destacar y a tener en cuenta en la elaboracién de curvas dosis-efecto con FISH, es
que a diferencia de lo que ocurre con la frecuencia basal de cromosomas dicéntricos, la frecuencia
de translocaciones en individuos control es elevada. Esta tasa de translocaciones es posiblemente
la causa de que la relacién t/dic sea superior a 1 en los cuatro primeros puntos de la curva. A dosis
bajas, el coeficiente lineal de la curva (a) es el que adquiere mayor peso especifico. Para disminuir
el nivel de incertidumbre provocado por esta elevada frecuencia basal de translocaciones, es
importante analizar un numero muy elevado de células a dosis bajas y analizar un nimero elevado
de puntos de dosis por debajo de 2Gy. En nuestras curvas se han valorado 6 puntos de dosis por
debajo de 2 Gy (0.1 y 1.5 Gy) y se han analizado 14.239 células que son aproximadamente un

52% del total lo que permitié obtener un error aceptable para el coeficiente a.

Al comparar las diferentes curvas con FISH, se observa que las curvas de translocaciones
completas y totales son significativamente diferentes a las de dicéntricos completos y totales
siendo la frecuencia basal el factor que mas influye en estas diferencias. También existe diferencia
significativa entre la curva de dicéntricos completos y la curva de dic (BA), aunque en este caso el
factor b es el que mayor peso aporta a estas diferencias ya que es superior en la curva de dic (BA)
(Tabla 4, pag. 36). Esto se debe a que se incluyen todas las células que presentan dicéntricos
completos (dic (BA) ace (ab) nomenclatura PAINT) mas los dicéntricos incompletos del tipo IV y VI,
que son mas frecuentes a dosis altas, probablemente como consecuencia de la presencia de
alteraciones complejas. También por este motivo la curva dic (BA) se asemeja a la curva de
dicénticos con tinciéon uniforme, en la cual se contabilizan todos los dicéntricos, incluidos los
procedentes de alteraciones complejas. En el caso de las translocaciones, la curva de
translocaciones totales tiene los coeficientes lineal (a) y cuadratico (b), superiores a los de las
curvas t(ba) y t(Ab), lo que probablemente motive la diferencia significativa entre ellas (Tabla 4,
pag. 36, Figuras 3 y 4 pag. 37 y 38). Como en el caso anterior, la diferente forma de clasificar las
translocaciones como consecuencia de los criterios definidos por las diferentes nomenclaturas, es
lo que origina dichas diferencias. Asi por ejemplo la diferencia entre la curva de translocaciones
totales y la de t(Ba) se explicaria porque en la primera, se incluyen todas las alteraciones que
considera la curva t(Ba) mas las translocaciones incompletas del tipo t(Ab) (Tabla 1 pag 12).
Podriamos por tanto decir que las curvas de translocaciones utilizando la nomenclatura

convencional parecen mas adecuadas que las curvas de translocaciones con nomenclatura PAINT.
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4.3.- Poblacién ocupacionalmente expuesta a bajas dosis de radiaciones ionizantes.

En individuos irradiados accidentalmente dos o tres meses antes del analisis, la dosimetria
biolégica se puede realizar mediante el estudio de la frecuencia de dicéntricos. Pero si transcurre
un tiempo superior, la estimaciéon se debe llevar a cabo preferentemente mediante el analisis de
translocaciones. Las translocaciones al ser mas perdurables en el tiempo que los dicéntricos,
también son utiles en la estimacion de dosis recibidas a consecuencia de exposiciones cronicas a
radiaciones ionizantes. La frecuencia basal de translocaciones en individuos no irradiados es
superior y mas variable que la de dicéntricos (1-2 dicéntricos por 1000 células). Para estimar la
dosis de una posible sobreexposicion antigua o cronica mediante el analisis de la frecuencia de
translocaciones, se debe establecer la frecuencia basal de translocaciones en una poblacion

control.

La poblaciéon control del presente estudio estd compuesta de 18 individuos (11 varones y 7
mujeres) sanos, sin historial de exposicion a agentes mutagenos, excepto algunos casos de
fumadores, y se han analizado un total de 26.611 células. La frecuencia gendémica de
translocaciones totales por 100 células (+SE) ha sido de 0,90 + 0,12, seis veces superior a la
frecuencia gendmica de dicéntricos totales 0,15 = 0,04. A continuacion se resumen algunos de los

resultados sobre la frecuencia basal de translocaciones con FISH:

O Tuckery col. (1994a), analizaron una poblacion de 47 individuos de los que estudiaron 161.832
células, obteniendo una frecuencia basal de translocaciones y dicéntricos de 0,46 x 107 y
0,03 x 10 respectivamente.

0 Bauchinger y col. (1996), obtuvieron una frecuencia similar de translocaciones y dicéntricos de
0,45 x 107 y 0,04 x 102 respectivamente, estudiando una poblacion de 32 individuos y
analizando 34.340 células.

O Snigiryova y col. (1997), analizaron 13.586 células de 12 individuos y la frecuencia de
translocaciones y dicéntricos fue de 0,30 x 10 y de 0,00 x 10 respectivamente.

O Tucker y col. (1997), realizaron un estudio de dosimetria bioldgica en una poblaciéon de
trabajadores de la “Sellafield Nuclear Facility”. Para este estudio utilizaron una poblacién
control formada por 23 trabajadores con dosis acumuladas por debajo de 50 mSyv, la frecuencia
de translocaciones y dicéntricos en este caso fue de 0,74 x 102 y de 0,16 x 1072
respectivamente.

Q Littlefield y col. (1998), estudiaron dos poblaciones control diferentes, una formada por 29
varones procedentes de Estonia y otra por 21 individuos norteamericanos. Las frecuencias de
translocaciones y dicéntricos totales en las poblaciones de Estonia y de U.S.A, fueron de 0,70

x 10?7y 0,13 x 10? y de 0,68 x 10° y 0,05 x 107 respectivamente. Para translocaciones
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completas las frecuencias fueron 0,44 x 102 y 0,37 x 10 en las poblaciones de Estonia y
U.S.A. respectivamente.

O Pressl y col. (1999), analizaron 120.000 células de una poblacién de 42 individuos, y
obtuvieron unas frecuencias de translocaciones y dicéntricos totales de 0,72 x 107 y 0,06 x
1072 respectivamente; para translocaciones completas la frecuencia fue de 0,50 x 107

O Lucas y col. (1999), analizaron 521.492 células de 35 individuos, y encontraron una tasa de

translocaciones totales de 0,40 x 1072,

Recientemente Tawn y col. (2001) valoraron la frecuencia basal de translocaciones mediante
bandas G en una poblacion de 162 hombres y estudiando 12.350 células y obtuvieron una
frecuencia de translocaciones por 100 células (+SE) de 0,75 £ 0,08. Esta frecuencia es similar a la
de los estudios de Littlefield y col. (1998), Tucker y col. (1997), y Pressl y col. (1999), y se acerca a
la frecuencia encontrada en nuestro estudio, (Cigarran y col. 2001). Las similitudes observadas
cuando se comparan las frecuencias basales de translocaciones totales a nivel poblacional,
contrastan con las diferencias encontradas si se comparan estudios en los que solamente se
analizan 1 o 2 individuos: 0,22 x 10 (Fernandez y col. 1995); 1,06 x 102 (Finnon y col. 1995); 0,31
x 107 (Stephan y col. 1997); y 0,90 x 102 (Lindholm y col. 1998b). En nuestro trabajo hemos
encontrado un gran rango de variacién en las frecuencias de translocaciones entre los individuos
(de 0,20 a 1,92 translocaciones totales por 100 células), pese a estas diferencias la poblacion
muestra homogeneidad. Del analisis de esta poblacion control, se han de destacar las alteraciones
halladas en dos individuos. El individuo C5 presentaba una elevada frecuencia de alteraciones
cromosomicas, como consecuencia de que dos células presentaban alteraciones complejas. En el
individuo C11, se observaron dos células con una [inv(1)], demostrandose posteriormente
mediante bandas DAPI, que se trataba de una alteracién clonal. Lucas y col. (1999) observaron
que la frecuencia de alteraciones clonales era superior en individuos de mas de 60 afos, y que es
necesario eliminar estas alteraciones del cémputo global a fin de no contaminar la frecuencia basal
con las alteraciones ocasionadas por efecto de la expansion clonal de linfocitos. La presencia de
individuos “atipicos” ha sido descrita en seis de ocho estudios sobre poblaciones control realizados
por diferentes grupos en los que se encontraron individuos con elevadas frecuencias de
alteraciones que podian ser responsables de la heterogeneidad observada (Sorokine-Durm y col.
2000).

La persistencia y acumulacion de alteraciones estables como las translocaciones simétricas y las
inserciones, posibilita que la frecuencia de este tipo de alteraciones se pueda correlacionar con la
edad del individuo. Sin embargo, los estudios realizados con técnicas de pintado cromosémico,

revelan resultados discordantes.
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O Tucker y col. (1994a) observaron una relacion lineal cuadratica entre las frecuencias de
translocaciones y la edad, sin embargo, en 1997 los mismos autores, estudiando los
trabajadores de la “Sellafield Nuclear Facility”, con edades comprendidas entre 40 y 72 afios,
no hallaron correlacién con la edad.

O Pressly col. (1999), estudiaron 42 individuos de edades entre 21 y 73 afios, y encontraron una
correlacion entre las frecuencias de ftranslocaciones y la edad. Es de destacar que la
frecuencia de translocaciones que presentaban los individuos cuyas edades superan los 60
afos, era 3 veces superior a la de los individuos menores de 40 afios.

O Lucasy col. (1999), describen una relacion lineal cuadratica entre translocaciones y la edad en
una poblacion de edades comprendidas entre 0 y 98 afnos, y postulan que es debido a que
ademas de las radiaciones ionizantes, existen otros agentes clastogénicos que provocarian
este aumento.

O Littlefield y col. (1998), por el contrario, no detectaron aumento en la frecuencia de
translocaciones con la edad, en ninguna de las dos poblaciones control estudiadas.

Q Sorokine-Durm y col. (2000), sélo en tres (entre los que se encuentra el de Pressl y col. 1999)
de los ocho estudios que recopilan, observaron una correlaciéon con la edad. Sin embargo, al
acumular los datos de los ocho estudios, si que aprecian una correlacion significativa entre la

frecuencia de translocaciones totales y la edad.

En el trabajo de Tawn y col. (2001) con bandas G, también se observa una correlacion entre la
edad y la frecuencia de translocaciones. Al agrupar la frecuencia de translocaciones por grupos de
edad se observan frecuencias de translocaciones similares a las descritas por Sorokine-Durm y col.
(2000). Tal y como indican Pressl y col., (1999), Tawn y col. (2001) y como se deduce de los datos
de Sorokine-Durm y col. (2000) en edades superiores a los 60 afios es donde se produce el mayor
aumento en la frecuencia de translocaciones. Por tanto, para detectar una correlacion entre la edad
y la frecuencia de translocaciones, se necesita estudiar un amplio rango de edades. En nuestro
estudio, tanto en la poblacién control como en la poblaciéon ocupacionalmente expuesta no se ha
observado correlacion entre la frecuencia de translocaciones y la edad, posiblemente debido al
rango de edad (25 a 59 afios) de la muestra, y al bajo numero de individuos de mas de 50 afios

estudiados.

Moore y Tucker (2000), indican que si no se tuviera en cuenta la edad y el habito de fumar en su
estudio sobre “clean-up workers” de Chernobil, las dosis hubieran sido sobrestimadas. Los
resultados obtenidos en diferentes trabajos respecto a la posibilidad de que el efecto del tabaco se
detecte a nivel citogenético son discordantes. Obe y col. (1982); Tawn y Cartmell (1989) y Ganguly
(1993), en estudios con técnicas de tincién uniforme, observaron una tasa de dicéntricos doble en
individuos fumadores al compararlos con no fumadores. Bender y col. (1988), por el contrario no

encontraron diferencias en la frecuencia de dicéntricos entre fumadores y no fumadores. Tawn y
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col. (2001), en este caso con bandas G encontraron que la frecuencia de translocaciones e
intercambios simétricos es significativamente superior en fumadores. Utilizando técnicas de FISH y
analizando frecuencias de distintas alteraciones cromosdémicas, también se han descrito resultados
diferentes. Van Diemen y col. (1995), estudiaron 30 individuos no fumadores y 12 fumadores, y
observaron una mayor frecuencia de hiperdiploidias en individuos fumadores, sin embargo, no
encontraron diferencias significativas en las alteraciones cromosémicas estructurales. Tucker y col.
(1997), tampoco observaron relaciéon entre la frecuencia de translocaciones y el habito de fumar.
Por el contrario, Ramsey y col. (1995), observaron que, el habito de fumar, estaba asociado a una
mayor frecuencia de alteraciones estables. Lo mas destacable de este ultimo estudio, es que el
nivel de translocaciones detectado en los recién nacidos de mujeres fumadoras fue
significativamente superior al de los neonatos de las mujeres no fumadoras. Del mismo modo,
Littlefield y col. (1998), observaron que los individuos fumadores mostraban un incremento en la
frecuencia de translocaciones. También se ha descrito una ligera asociacion entre la frecuencia de
translocaciones y el tabaco, pero solo en los individuos que fumaban mas de 30 cigarrillos al dia
Pressl y col. (1999). En relacién con el habito de fumar, en ninguna de las dos poblaciones
estudiadas en nuestro trabajo, se apreciaron diferencias en las frecuencias de translocaciones

completas ni totales, entre individuos fumadores y no fumadores.

En nuestro trabajo se ha realizado dosimetria biolégica en una poblaciéon ocupacionalmente
expuesta a muy bajas dosis de radiacion ionizante. Se trata de 20 trabajadores de los servicios de
radiodiagnéstico (rayos X), radioterapia y medicina nuclear (rayos g) del Hospital de la Santa Creu i
Sant Pau de Barcelona y con un periodo de exposicion desde 4 hasta 26 afos, y una dosis media
acumulada de 38,1 mSv. En esta poblacion la frecuencia de translocaciones fue ligeramente
superior, aunque no estadisticamente significativa, a la de la poblacién control. La estimacién de la
dosis con las curvas de FISH en el conjunto de los individuos, se realizd teniendo en cuenta el
factor lineal de la curva y se obtuvo una estimacion de 38 mSv (con la curva de translocaciones
completas) y de 21 mSv (con la curva de translocaciones totales). Sin embargo, los limites de
confianza del 95% de esta estimacion incluyen la dosis 0. A nivel individual no se pudo establecer
correlacién entre la frecuencia de translocaciones ni con la dosis acumulada ni con la dosis aguda
equivalente. Por lo tanto concluimos que con las técnicas de FISH es dificil detectar exposiciones

cronicas, al menos a las dosis de radiacién a las que ha estado expuesta la poblacién estudiada.

De las diversas investigaciones con técnicas de FISH para valorar posibles exposiciones crénicas a
radiaciones ionizantes en diferentes poblaciones, en algunos casos se han podido estimar las
dosis recibidas a nivel poblacional, sin embargo, la determinacién individual de la dosis no siempre
ha sido posible.

60



Salomaa y col. (1997), estudiaron una poblacion de 50 personas que habitan un area contaminada
por el accidente de Chernobil. Tal como sucede con nuestros resultados, la frecuencia de
translocaciones en la poblacién del area contaminada, fue superior aunque no de forma

significativa a la de la poblacién control.

Bauchinger y col. (1998b) estudiaron 73 individuos de una poblacion residente en la ribera del rio
Techa (Rusia). Se trata de un area contaminada por el derrame al rio de sustancias radiactivas
procedentes de la central nuclear de Mayak. En este estudio encontraron una frecuencia
significativamente superior a la de la poblacién control y estimaron una dosis colectiva de unos 240
mGy. Sin embargo, la dosis individual solo se pudo establecer en unos pocos individuos que

mostraron un numero suficientemente elevado de translocaciones.

Stephan y col. (2001), estudiaron 10 habitantes del pueblo de Dolon (Rep. Kazajastan), un area
contaminada por pruebas militares con armamento nuclear desde 1949 hasta 1989. La dosis fisica
efectiva calculada era de alrededor de 3 Sv, sin embargo las frecuencias de translocaciones con
técnicas de FISH, eran muy bajas y no diferian de las de la poblacién control, por lo que los
autores creen que la dosis fisica establecida era demasiado elevada. Sin embargo, encontraron un
incremento significativo de alteraciones complejas, que asocian a la incorporacién de

radionuclidos.

Bauchinger y col. (1996), en un estudio sobre exposicion cronica ambiental a radiacion ionizante en
25 residentes de edificios con elevada concentracion de Radén, no encontraron un incremento
significativo en la frecuencia de translocaciones. En este estudio se indica la posibilidad de que la
dosis efectiva en la médula 6sea sea demasiado baja para mostrar un efecto en la frecuencia de
translocaciones en linfocitos. Ademas se apunta que las alteraciones cromosémicas inducidas por
las particulas alfa pueden ser letales para la célula y por tanto no se transmitirian a los linfocitos

circulantes.

Lindholm y col. (1999), estudiaron 84 personas no fumadoras de 4 poblaciones de Finlandia y que
habitan en viviendas con radiacion ambiental procedente del Raddn. Realizaron un estudio
comparativo, categorizando tres grupos que correspondian a tres niveles de concentracion de
Radoén (baja, media y alta), con unas tasas de dosis anual de 0,83, 0,99 y 1,17 mSv
respectivamente. En este trabajo, no se observé correlacién entre las frecuencias de
translocaciones y la exposicion al Radén y concluyen que la dosis procedente de las particulas alfa
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derivadas de la desintegracion del “““Rn, no es suficiente para inducir un niumero suficiente de

alteraciones.
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Snigiryova y col. (1997) realizaron un estudio en 52 “clean-up workers” de Chernobil, 35 de los
cuales presentaban dosis entre 12 y 800 mSv. La frecuencia de translocaciones en el conjunto de
los individuos fue significativamente superior a la de la poblacién control. Ademas obtuvieron una
buena estimacion de la dosis recibida por el grupo de trabajadores que estuvieron durante
diferentes afios trabajando en la zona (250 mGy) y de los que se disponia informacién sobre la
dosis recibida (260 mSv). Sin embargo, no encontraron una clara dependencia entre las dosis

documentadas y la frecuencia de translocaciones.

Littlefield y col. (1998) también estudiaron una poblacion de “clean-up workers” de Chernobil.
Concretamente estudiaron 118 individuos que recibieron una dosis media de 103 mGy (max. 250
mGy). En este trabajo la frecuencia de translocaciones fue inferior, aunque no significativamente, a
la del grupo control, y tampoco encontraron correlacion entre la frecuencia de translocaciones y la

dosis.

Bauchinger y col. (1997) evaluaron una exposicién ocupacional en 7 trabajadores de la industria
nuclear que recibieron una dosis media de 247 mSv. En esta poblacion encontraron que la
frecuencia de translocaciones con FISH, asi como la frecuencia de dicéntricos mas anillos fueron
significativamente mas elevadas que las de la poblacién control y pudieron hacer una estimacion

de la dosis en el conjunto de los individuos de 270 mSv.

La exposicion ocupacional a radiaciones ionizantes incluye generalmente bajas dosis de radiacion
ionizante. Este tipo de exposicion permite disponer de una monitorizacion individual del personal
mediante dosimetros fisicos. Tucker y col. (1997) estudié 55 trabajadores de la planta nuclear de
Sellafield (G.B) y encontraron una clara correlacion entre la frecuencia de translocaciones y la
dosis acumulada. La dosis acumulada de la mayoria de individuos estaba por encima de los 500
mSyv, sin embargo encontraron variaciones sustanciales a nivel individual, por lo que en esta

poblacién la dosimetria sélo se pudo llevar a cabo para el conjunto de individuos.

La posible persistencia y acumulacion de las translocaciones en el tiempo, hace que sean utiles en
la estimacién de dosis recibidas a consecuencia de exposiciones cronicas a radiaciones ionizantes.
Sin embargo, la elevada y variable frecuencia basal de translocaciones dificultan la estimacion a
bajas dosis, tal y como se desprende de nuestros resultados y de los estudios en poblaciones

expuestas crénicamente a radiaciones ionizantes.
Se puede por tanto concluir que es dificil poder apreciar diferencias significativas en las

frecuencias de translocaciones mediante FISH, si la dosis esta por debajo de los 250-300 mSyv.

Asimismo la estimacion individual de bajas dosis es practicamente imposible y solo se ha podido
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llegar a determinar en algunos casos donde la frecuencia de translocaciones fue elevada.
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5.- CONCLUSIONES.

1. Los cromosomas de tamafio mayor muestran frecuencias de alteraciones tipo intercambio por
debajo de lo esperado segun su contenido relativo de DNA, mientras que los cromosomas
pequefios muestran frecuencias de alteraciones tipo intercambio por encima de lo esperado

segun su contenido relativo de DNA.

2. La frecuencia observada de alteraciones tipo intercambio en los diferentes cromosomas
humanos, se ajusta bien a las frecuencias esperadas segun el (contenido relativo DNA)2/3. Esta
relaciéon puede ser debida a que en el nucleo interfasico, cada cromosoma ocupa un territorio

aproximadamente esférico.

3. Debido a la elevada y variable frecuencia basal de translocaciones, para conseguir un buen
ajuste del coeficiente lineal en la elaboracion de curvas dosis-efecto mediante FISH, es

necesario analizar un numero muy elevado de células en las dosis bajas.

4. La estimacion de la dosis de una exposicion a radiaciones ionizantes a corto plazo mediante la
utilizacion de las diferentes curvas dosis-efecto con FISH, no deberia mostrar diferencias
importantes con la estimacién realizada mediante la curva dosis-efecto de dicéntricos con
tincién uniforme. Sin embargo, para dosimetria retrospectiva las curvas dosis-efecto mas utiles

son las de translocaciones completas y totales.

5. En el estudio de las poblaciones control y ocupacionalmente expuesta a radiaciones
ionizantes, no se ha encontrado relacién entre la frecuencia de alteraciones cromosémicas y la
edad, debido probablemente al estrecho rango de edades en estas poblaciones. Tampoco se

ha encontrado relacion entre la frecuencia de alteraciones cromosdmicas y el habito de fumar.

6. No se han observado diferencias significativas entre la poblacién ocupacionalmente expuesta y
la poblaciéon control para las frecuencias de las diferentes alteraciones cromosémicas

detectadas.

7. La elevada y variable frecuencia basal de translocaciones y las bajas dosis recibidas por la
poblacién ocupacionalmente expuesta, provoca que no se encuentre correlacion entre las
dosis individuales registradas y la frecuencia de translocaciones, lo que impide la estimacion

de la dosis individual.

8. La dosis estimada en el conjunto de individuos es de 38 y 21 mGy para translocaciones

completas y totales respectivamente, y se ha aproximado a las dosis registradas mediante
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dosimetros fisicos en la poblacién ocupacionalmente expuesta (38.1 y 10 mSv de dosis media
acumulada y aguda equivalente respectivamente). No obstante, el intervalo de confianza del

95% para translocaciones incluy6 siempre la dosis 0.
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