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EFECTOS MUTAGENICOS DE LA FOTOTERAPIA EN LINFOCITOS
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RESUMEN:

Se realizo cultivo de linfocitos en 20 recién nacidos hiperbili-
rrubinémicos del Servicio de Neonatologia del Hospital Gineco Obsté-
trico “Isidro Ayora” de Quito, en medio de cultivo RPMI 1640 y RPMI
1640 con adicion de Bleomicina (Blenoxane — Bristol 2 ug/ml de culti-
vo) antes y después de 72 horas de fototerapia con luz fluorescente
blanca; se analizaron 100 metafases de cada RN para avalizar el efecto
mutagénico de la luz fluorescente mediante el andlisis cromosémico,
demostrindose efectos clastogénicos y turbagénicos de los cromosomas
en cultivos celulares “‘in vitro”. Efectos turbagénicos: se demuestra la
capacidad de la luz fluorescente para la produccion de aberraciones cro-
mosomicas, p < 0.0001, para la produccion de gct y ace, para ges p =
-0.00183, bet p = 0.0039, besp = 0.0012 y pvz p = 0.0084.

La bleomicina es un excelente radiomimético para inducir la
presentacion de aberraciones cromosomicas estructurales en cultivos
celulares “in vitro”. (Revista de la Facultad de Ciencias Médicas, 15 (1- 2):12 —
19, 1990).

Introduccion

La fotosensibilidad de la bilirrubina sérica a
la luz fluorescente blanca fue ampliamente de-
mostrada (1), por lo que el uso de limparas de
luz blanca fria para el tratamiento de la ictericia
nconatal fue aceptado y diseminado en todo el
mundo gracias a su eficiencia y temor que exis-

tfa a la encefalopatia bilirrubinémica. En el '

Ecuador esta forma de tratamiento para la icte-
ricia neonatal empezo a ser usada por la Mater-
nidad Isidro Ayora de Quito, desde 1967, obte-
nic’;n(‘losc buenos resultados para disminuir los
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niveles de bilirrubina en cl recién nacido, practi-
ca que cs utilizada hasta hoy.

Debido a que la propagacion de método ocu-
rria sin conocer claramente su mecanismo de
accion y los posibles efectos colaterales que po-
dria producir, en 1969 se¢ realizé un Congreso
en Chicago, sobre la efectividad de la fototera-
pia, concluyéndose que se deberia recomendar
a los pediatras que deberian hacer uso de la
fototerapia con los mismos cuidados y preocu-
paciones utilizadas en la decision del uso de una
nueva droga para ¢l tratamiento de un RN (2).
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En 1976 se destaco que la fototerapia; que
ya se encontraba en tefminos de terapeftica, si
fuese una droga “jamds” (3) seria utilizada sin
una evidencia de su seguridad, ademds de su efi-
cacia ya que su accion no es restringida al meta-
bolismo de la Bb y que ya hay considerables
evidencias de graves efectos de la luz sobre plan-
tas y animales (4 — 9); igualmente, se consider6
que ‘la luz en algunas circunstancias se presenta
como mutagénica y carcinogénica,

En 1978, se desmostrd que realizando culti-
vos de células de pulmén de ratas y sometidos
a la accién de la luz fluorescente blanca, se-pro-
ducen lesiones de ADN y aberraciones cromosoé-
micas que se expresan como quiebras de cromd-
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tides y presencia de cromosomas pequefios (10)
Hasta el momento existen evidencias que indi-
can que la longitud de onda mas efectiva para el
uso de la foroterapia, se encuentra entre 370y
470 nm (11) que corresponde a la luz fluores-
cente azul, pero también existen fuertes eviden-
cias de que la luz con longitud de onda menor
a 450 nm es mutagénica, carcinogénica y turba-
génica (12, 13). :
Sujetos, materiales y métodos -

Participaron en este estudio, 20 RN de los
dos sexos,-del Servicio de Neonatologia de la
Maternidad Isidro Ayora de Quito. s

Seleccion de pacientes (Gua‘dro No. 1)

Cuadro No. 1.— Identificacion y caracteristicas de los recién nacidos qué

participaron en el estudio de fototerapia

" ‘Hb mg/100

Tipo de Duracion:
No. Sexo sangre.y Rh  gestacion Peso (g) .al inicio
fototerapia
1 £ o 355 € 1900 - 14
2 f - o 395 1700 = 12.2
3 mP At 39s4d9 1680 12.2
4 m o 35s54d 2400 12.3
5 f o' 38s : 2550 15
6 m o 37s ; 2800 13.6
7 £ 0o~ 38s : 2980 138
8 m o 36s2d 2400 13.7
9 m o 35s6d 2200 12.2
10 £ o* 37s 2200 - 14.2
11 f o' 40's 3000 15.3
12 f o 38s 2960 15.1
13 f o" 39s 3140 15
14 m o' 38s4d 2700 16
15 m o' 40s4d 2300 13.1
16 m o 40's 4060 13.6
17 m ot 36s 2120 16.5
18 f ot 40 s 4140 15.7
19 f ol 37s 1880 13.2
20 f o' 38s . 3100 16.8
a Femenir-]o ~ b Masculino ¢ Semanas d Dias
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Para la seleccién de la muestra, s¢ tomaron

en cuenta los siguientes aspectos:

a. No presentar incompatibilidad sanguinea
materno - fetal del tipo ABO o Rh:

b. No haber ingerido riinglin medicamento.

¢.'No presentar ninguna otra patologia a no ser
la hiperbilirrubinemia neonatal.

d. Los niveles de Bb $erica del RN debian ser
siempre superiores a 12'mg/100 ml

e. Fueron escogidos Ginicamente los RN someti-
dos a mds de 72 horas de fototerapia.

Los RN €ran expuestos a la lumihbterapia las
24 horas del dia, siendo retirados {nicamente
para higiene y lactancia; se pr'ote,giéron sus ojos
con un antifaz de pafio negro-y en ¢l caso de los
RN de sexo masculino se protegié también los
genitales.

Técnicas citogendéticas

Para cada RN se realizd un cultivo temporario

de linfocitos de sangre periférica seglin la técni-
ca de macrocultura (13), modificada (14) du-
rante 72 horasa 370 C,

Se sembr6 1 ml. de sangré heparinizada (Li-
quemine — Roche 5000u/ml) eni un frasco que
contenfa medio de cultivo RPMI 1640 (GIBCO,
Grand Island, NY") enriquecido ¢on suero huma-
no, PHA, penicilina 100 u/20 ml y éstreptomi-
cina 0,0025U/20 ml; igualmente se sembrd 1
ml de sangre en otro frasco de cultivo que ade-
mis contenia Bleomicina (Blenoxone — Bristol
2 ug/ml).

Para el arrest_o del cultivo, 90 minutos antes
de completar &l periodo de incubacion se adi-
ciona a cada frasco de cultivo dos gotas de col-
chicina alcaloide (Fisher Cientific USA) 0.004M
al 0,0016¢ 0.

El material as{ obtemdo fue cenrtrifugado a
800 RPM, hipotonizado ¢on 'CIK (0.075M) fija-
do y lavado ¢on ~metanol— 4cido acético (3:1);
po'steriorni‘ente se realizb el éxtendido y colora-
cibn con Giémsa ghccrmado diluidd en tarmpon
fosfato 0.06M dé pH 6,8 (1:30).

Lépez, R. y cols.

Anélisis Citogenético

Se analizé 100 metafases de cada RN perte-
nécientes a ld muestra, antes y después de la
fototerapia distribuidos asi:

1. Anilisis de 50 metafases obtenidas después
del cultivo de 72 horas en medio RPMI 1640
con adi¢ién de bleomicina.

2. Anilisis dé 50 metafases obtenidas después
del cultivo de 72 horas en medio RPMI 1640

El anélisis comprendié observacién y disefio
de los. cromosomas con lente objetivo de inmer-
sion (100 x), las aberraciones cromosbmicas
atializadas fueron: Gaps cromatidicos y cromo-
sdbmicos (gtc, gcs), quiebras cromatidicas y
cromodsomicas  (bct, bes), acéntricos (ace),
poliploides (end), pulverizaciones (pvz), anillos
(r), dicéntricos (dic), rearreglos ‘cromosémicos
(rea) y condensacion prematura centroméricas

(pcce).
Analisis Estadistico

Se realiza estadisticas descriptiva, pruebas
patamétricas y no paramétricas (Mann—Whit-
ney test)

Résﬁltados

Ui total de 4000 metafases fueron analiza-
das; la caterizacion de’ las aberraciones cromo-
sbmicas fue realizada segtn la clasificacion in-
ternacional (15), cuadros 2 y 3.

Se comprobé que los recién nacidos des-
pués de 7 2horas de ser sometidos a la fototera-
pia en medio RPMI 1640 la luz fluorescente
blanca produjo- dafio cromosbmico, al inducir
la produccion de gt y ace p < 0.0001 que es
estadisticamente muy significativo; para gcs
p = 0.0039, bes p = 0.0012y pvz p =
0.0084 que es estadfsticamente  significativo,
también se indujo una mayor produccion de .
end, r, di¢, pec y rea aunque no es estadistica-
mente déemostrable (Cuadro 4).

Se demostré que la fototerapia produjo
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dafio cromosdmico en medio RPMI 1640 con  p = 0.011 que cs estadisticamente significati-
Bleomicina, al inducir la produccién de bcet y vo, también se indujo una mayor produccion
bes p < 0.0001 que cs estadisticamente muy . de ace, end, pcc y rea aunque no es estadistica-
significativo, para la produccion de gct p =  mente demostrable (cuadro 5).

0.0024, gcs p- = 0.05, pvz p = 0.04 y dic

Cuadro No. 2.— Aberraciones cromosémicas en 1.000
células analizadas en 20 recién nacidos antes y después de
72 horas de fototerapia en medio de cultivo RPMI 1640

Total

Aberracibén ) Antes Después
Gap cromatidico (gct) 144 249
Gap cromosdmico (ges) 42 . 80 .
Quiebra cromatidica (bet) - 32 75
Quicbra cromosdmica (bes) : 3 24
Cromosomas acéntricos (acc) 23 107
Cromosomas pulverizados (pv) 3 » 23
Endoreduplicaciones (end) 1 4
Cromosomas en anilio (r) 1 4
Cromosomas dicéntricos (dic) - 2 3
Rearreglos cromosémicos (rea) 1 4
Condensacién prematura

centromérica (pce) 1 3

Cuadro No. 3.— Aberraciones cromosémicas en 1.000 células
analizadds en 20 recién nacidos antes y después de 72 horas de
fototerapia en medio de cultivo RPMI 1640 con Bleomicina

Total
Aberracion ' Antes - Después
Gap cromatidico (gct) 269 321
‘Gap cromosomico (gcs) 86 Co1d
Quiebra cromatidica (bet) 60 131
Quiebra cromosémica (bes) 21 56
Cromosomas acéntricos (ace) 127 179
Cromosomas pulvéfizados (pvz) 11 30
Endoreduplicaciones (end) 12 15
Cromosomas en anillo (r) ; 5 11
Cromosomas dicéntricos (dic) . 3 16
Rearreglos cromosémicos (rea) 0 6

Condensacion prematurs
centromérica (pcc) - 2 2




Cuadro No. 4.— Aberraciones cromosémicas en 20 hiperbilirrubinémicos en RPMI
1640 antes y después de lg fototerapia

ABERRACION X1 DS1 % X2 DS2% t

P
Gap cromatidico (gct) 7.2 2.21 12.95 3.84 5.893 H0.0001
Gap cromosomico (ges) 2.1 1.83 4 2.77 2.581 0.0183
Quiebra cromatidica (bct) 1.55 1.57 3.85 2.39 3.285 0.0039
Quiebra cromosOmica (bces) 0.15 0.36 1.2 1.19 3.804 0.0012
Cromosomas acéntricos (ace) 1.15 1.26 5.35 3.85 5.228 < 0.0001
Cromosomas pulverizados (pvz) 0.15 0.36 1.15 1.49 2.938 0.0084
Endoreduplicaciones (end) 0.05 0.22 0.2 0.41 1.370 0.1864
Cromosomas en anillo (r) 0.05 0.22 0.2 . 041 1.831 0.082
Cromosomas dicéntricos (dic) 0.1 0.30 0.15 0.36 0.567 0.577
Condensacion prematura (pec) 0.05 0.22 0.15 0.36 1 0.329
Rearreglos cromosomicos (rea) 0.05 0.22 0.2 .. 041 1.831 0.828

Cuadro No. 5.— Aberraciones cromosémicas en 20 recién nacidos hiperbilirrubinémicos
en RPMI 1640 con Bleomicina antes y después de la foioterapia

ABERRACION X1 DS1 X Ds2% ot P
Gap cromatidico (get) 13.45 2.98 16.05 4.37 2.436 0.024
Gap cromosOmico (ges) 4.3 2.77 5.55 2.66 2.046 0.05
Quiebra cromatidica (bct) 3 1.68 6.55 3.13 5.559 < 0.0001
Quiebra cromosémica (bcs) 1.05 0.94 2.8 1.39 5.705 H 0.0001
Cromosomas acéntricos (ace) 6.35 3.09 8.9 2.93 2934 0.08
Cromosomas pulverizados (pvz) 0.55 0.51 1.5 1.23 3.226 0.004
Endoreduplicaciones (end) 0.6 0.88 0.75 1.16 0.512 0.614
Cromosomas en anillo (r) 0.25 044 0.55 0.51 2.348 0.029
Cromosomas dicéntricos (dic) 0.15 0.36 0.8 0.89 2.795 0.011
Condensacion prematura (pcc) 0.1 0.30 0.1 0.30 0 1
Rearreglos cromos6micos (rea) 0 ‘o 0.2 0.41 () 1

91
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Discusion

Esti demostrado que la luz con longitud de
onda de 390 nm es la mds efectiva para produ-
cir fotodegradacion de la Bb, y que longitudes
de onda menores a 450 nm son mutagénicas
y turbagénicas (16). Los efectos turbagénicos
fueron comprobados por el aumento de célu-
las poliploides después de la fototerapia,
aunque no es estadisticamente significativo
(p =0.018), cuadro 4.

Para el andlisis citogenético se utilizé la téc-
nica de macrocultura de cultivo de linfocitos,
por considerarlo uno de 1os tests mds compati-
bles para la investigacion de los dafios inducidos
en ¢l material genético del hombre, ya que per-
mite la visualizacién de-todo el genoma al mi-
croscopio dptico y es un indicador directo de
las alteraciones cromosomicas e indirecto de
mutacién genética (17, 18).

La luz utilizada para la fototerapia. en la
Maternidad Isidro Ayora, es de tipo blanca con
una longitud de onda de 370 a 470 nm, por lo
que las aberraciones inducidas por li luz en
los hiperbilirrubinémicos - principilmente bet
p = 0.0012 y ace p <0.0001 (Tabla iV) esta-
ria llevando a la muerte celular (Révell 1983,
citado en 12).

El mayor niimero de quiebras y gasps cro-
mosémicos visualizados después de 72 horas de
fototerapia con luz fluorescente blanca (Cuadro
2), nos estaria indicando la ineficiencia de los
mecanismos de reparo del ADN (19), la explica-
cion para la no deteccién de los posibles efectos
mutagénicos inmediatos de la luz sobre el RN
serfa quizds debido a que se realiza una sinte-
sis no programada de ADN en respuesta a los
danos causados por la radiacion ultra violeta
(20) que es un componente de la luz blanca.

El medio de cultivo en nuestro trabajo, fue
el RPMI 1640, que es uno de los que menos
quiebras cromos6micas expontaneas induce en

comparacion con otros medios de cultivo que '
existen, debido a su alta concentracion de L—
Cisteina y por poseer diez veces mds dcido as--
cbrbico que otros medios (21),

El quimico que nosotros usamos para mdu-
cir la produccién de aberracionés cromosémi-
cas, fue la Bleomicina que actia como un alqui-
lante radiomimético (22 - 24), produciendo una
inhibicidon de la sintesis y ruptura de la cadena
de ADN (25), condensacién prematura centro-

ey

“mérica (27, 28) acéntricos (29) y pulverizacion

cromosdmica (30), lo que es comprobado am-

pliamente en nuestro trabajo (Cuadro 3 y 4).
Recomendaciones

Por los resultados obtenidos ‘‘in vitro”’, cree-

mos que deben desarrollarse esfuerzos para que

los niveles de indicacion de la fototerapia sean

mejor conocidos y que su uso-se limite a lo
*estrictamente necesario’’; aunque la. mayoria
de las unidades de fototerapia poseen un nivel
bajo de rayos ultra violtea, las limparas viejas
pueden emitir radiaciones en cantidades “‘po-
tencialmente lesivas’, por lo que se recomienda
el uso de un anteparo de.vidrio o acrilico azul
para bloquear estas rddiaciones indeseables.

Creemos que serd de mucha importancia el
seguimiento de nifios que fuéron sometidos a
fototerapia para la observacién de alteraciones
fisicas que podrian darse, €j. cutineas y relacio- -
narlas con el tratamiento.
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ABSTRACT

MUTAGENIC EFFECTS OF THE PHOTOTHERAPY IN HUMAN LYMPHOCYTES IN NEW
BORNS WITH HYPERBILIRUBINEMIA

Lymphocyte subpopulations from 20 hyperbilirubinemia neonates of the Neonatal Service
of Hospital Ginéco — Obstetrics “Isidro Ayora” Quito, were cultivated in RPMI 1640 and RPMI
1640 with Bleomicina (Blenoxané — Bristol 2 ug/ml of culture medium) before and after 72 hours
of phototherapy with white fluorescent light, a total of 100 metaphasic cells of each new born
were analized in order to evaluaté the mutagenic effect of fluorescent light on the ¢chromosomes,
specificaly the clastogenic and turbagenic in “‘in vitro” cell cultuies.

The turbagenic effects were observed by the increment of polyploid cells, althought these
effects were not statistically significant (p =0.18). On the other hand the clastogenic effects were
sun by the effect of the fluorescent white light upon the production of chromosomic aberrations
with values p << 0.0001 for the production of gct an ace, p = 0.00183 for ges, p = 0.0039 for bet,

p =0.0012 for bes and p = 0.0084 for pvz.

The bleomyecin is an excellent radiomimetic for the induction of structural chromosomic muta-

tions in ‘‘iri vitro’’ cell cultures.
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