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Resumen

El ensayo citogenético in vivo es un ensayo de mutagenicidad a corto plazo, de gran
sensibilidad, atil para detectar fundamentalmente aberraciones cromosdémicas estructurales en
condiciones que involucran la respuesta in vivo, pueden variar segun la especie y el tejido,
generalmente se evalian durante la primera mitosis consecutiva al tratamiento. En este
meétodo, se utilizan células de médula 6sea de mamiferos, por estar mas vascularizada y por
contener una poblacién de células de ciclo corto que pueden aislarse y tratarse con facilidad.
En este articulo se reporta la frecuencia basal de aparicion de aberraciones cromosdmicas en
células de la médula 6sea de ratones NMRI y Balb-C de ambos sexos, asi como la frecuencia
inducida de eventos, tras la administracion de ciclofosfamida (CF) por via intraperitoneal,
mutageno de referencia utilizado como control positivo. Se pudo concluir que los ratones NMRI
y Balb-C, constituyen un buen modelo a emplear en los estudios genotoxicolégicos, dada la
baja frecuencia espontanea de aberraciones de tipo estructural, el indice mitético y el niumero
de células con poliploidia, asi como se destac6 la sensibilidad a la accion de la ciclofosfamida
administrada en dosis de 50 mg/kg por via intraperitoneal a las 48 y 24 horas antes del

sacrificio.

Palabras clave: Espontanea, inducida, aberraciones cromosomicas, ratones NMRI, ratones

Balb-C, ciclofosfamida, médula 6sea.
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Abstract

Spontaneous and induced frequency of chromosomal aberration in bone marrow of
NMRI and Balb-C mice of both sexes.

The in vivo citogenetic assay is a short term mutagenicity assay, of great sensibility,
useful to detect structural chromosomal aberrations fundamentally under conditions that they
involve the answer the in vivo response, they can vary according to the species and the tissue,
they are generally evaluated during the first serial mitosis to the treatment. In this method,
are used cells of bone marrow of mammals to be more vascularisated and to contain a cells
population of short cycle that they can be isolated and to easiness. In this article is reported
the basal frequency of appearance of chromosomal aberrations in of the bone marrow cells of
NMRI and Balb-C mice of both sexes, as well as the induced frequency of events, after the
cyclophosphamide (CF) administration for intraperitoneal route, reference mutagen used as
positive control. You could conclude that the NMRI and Balb-C mice, constitute a good model
to use in the genotoxicologic studies, given the spontaneous drop frequency of structural type
of aberrations, the mitotic index and the number of polyploidy cells, as well as we stood out
the sensibility to the cyclophosphamide action of the administered in dose of 50 mg/kg for

intraperitoneal route at the 48 and 24 hours before the sacrifice.

Key words: Spontaneous, induced, chromosomal aberration, NMRI mice, Balb-C mice,

cyclophosphamide, bone marrow.
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Introduccidon

El ensayo citogenético in vivo es un ensayo de mutagenicidad a corto plazo, de gran
sensibilidad, util para detectar fundamentalmente aberraciones cromosdmicas estructurales en
condiciones que involucran la respuesta in vivo, y que pueden variar segin la especie y el
tejido, generalmente se evalUan durante la primera mitosis consecutiva al tratamiento." 2

Con los mutagenos quimicos, la mayor parte de las aberraciones inducidas son de tipo
cromatidico. En este método, se utilizan células de médula 6sea de mamiferos expuestos, por
vias apropiadas, a las sustancias de ensayo y sacrificados a intervalos sucesivos. El tejido
diana es la médula 6sea por estar mas vascularizado y por contener una poblacion de células
de ciclo muy corto las cuales pueden aislarse y tratarse con facilidad. En el presente método
no se consideran otras especies ni otros tejidos diana.®

Antes de sacrificarlos, se trata a los animales por medio de sustancias como la
colchicina, que actuan como inhibidores del huso, con el fin de acumular las células en una
fase de mitosis del tipo metafasico (c-metafase). A partir de las células se efectian
preparaciones de cromosomas secadas al aire y, después, teflidas; a continuacién se analizan

las metafases en el microscopio para observar las aberraciones cromosémicas.*

Se utilizan roedores tales como la rata, el ratén o el hamster chino. Se eligen al azar
animales adultos jovenes y sanos, y se reparten en grupos tratados y grupos controles
negativos y positivos. Como control positivo se utiliza una sustancia que produzca aberraciones
cromosoémicas in vivo, incluyendo igualmente en el plan de cada ensayo un grupo control

negativo (disolvente) o no tratado.®

En los controles positivos deberian producirse aberraciones estructurales in vivo con
grados de exposicion en los que quepa esperar un aumento detectable respecto a la frecuencia
espontanea. Las dosis del control positivo deben ser tales que los efectos sean claros, pero no
revelen inmediatamente al lector la identidad de los portaobjetos codificados. La sustancia
empleada en el control positivo podra administrarse por una via distinta de la empleada para la
sustancia de ensayo y la toma de muestras podra realizarse una sola vez. Podra considerarse

la utilizacion en dichos controles de sustancias de clases quimicas afines, cuando sea posible.
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Para el ensayo de base se utiliza una dosis de la sustancia de ensayo que debe ser la

dosis maxima tolerada o la que haga aparecer algunos signos de citotoxicidad como, por
ejemplo, una inhibicion parcial de la mitosis.

Para los compuestos no toxicos, la dosis maxima (limite) que debe investigarse tras una
administracion Unica es de 2 000 mg/kg de peso corporal.®

Si se utiliza un protocolo de dosis repetidas, la dosis limite es de 1 000 mg/kg de peso
corporal. Pueden utilizarse otras dosis suplementarias cuando razones de orden cientifico asi lo
exijan. Si el ensayo se va a utilizar como método de verificacién, es conveniente utilizar al
menos dos dosis suplementarias.’

En este articulo se reporta la frecuencia basal de aparicion de aberraciones
cromosoémicas en células de la médula 6sea de ratones NMRI y Balb-C de ambos sexos, asi
como la frecuencia inducida de eventos, tras la administracion de ciclofosfamida (CF) por via

intraperitoneal, mutageno de referencia utilizado como control positivo.
Materiales y Métodos

- Animales. Se utilizaron ratones NMRI y Balb-C de ambos sexos adultos jovenes (5-7
semanas), procedentes del Centro de Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB,
Cuba), cuyo peso corporal oscilaba entre 25-30 g al termino de la cuarentena (7 dias), durante
la cual los animales se adaptaron a las condiciones del laboratorio. La temperatura se mantuvo
en 25 + 2° C, la humedad entre 60 + 10 % Yy los ciclos de luz- oscuridad fueron de 12 horas. El
alimento que se les administré a los animales durante toda la experiencia fue pienso estandar
para esta especie preparado en el CENPALAB. El acceso al agua y al alimento fue ad libitum.

- Grupos experimentales incluidos.

En todos los grupos experimentales, las sustancias se administraron, en el horario de 10:30-
11:30 a.m, y las concentraciones se ajustaron semanalmente en funcion del aumento del peso
corporal. Los animales se distribuyeron aleatoriamente (5 ratones/grupo/sexo), quedando los
grupos constituidos por 10 ratones /grupo en cada una de las tres series realizadas para un

total de 30 ratones/grupo, 15 hembras y 15 machos en las dos lineas evaluadas.

http://www.sertox.com.ar/retel/default.htm Sertox © Copyright 2003




[retel] o

ravista de toxicologia en linea
'En el grupo experimental 1 utilizamos animales no tratados como control negativo, a los

cuales se les realizaba la técnica de entubacidon gastrica para que estuvieran expuestos a las
mismas condiciones de manejo que los demas grupos, durante un periodo de 14 dias.

2En el grupo experimental 2 utilizamos el Tween 65 al 2 %, el cual es un vehiculo utilizado en
la mayoria de las preparaciones de sustancias oleosas, Gtil como agente tensoactivo, *°
administrado por via oral durante un periodo de 14 dias, el cual concuerda con el periodo de
administracion de productos a evaluar en dosis repetidas de hasta 2 000 mg/kg donde se
utiliza este disolvente para realizar las emulsiones, el mismo fue preparado 2 horas antes de la
administracion.

3En el grupo experimental 3 utilizamos el NaCl al 0,9 %, ya que esta demostrado que el mismo

es el disolvente de la mayoria de las sustancias a preparar, ** 2

administrado por via oral
durante un periodo de 14 dias, preparado 2 horas antes de la administracion.

“En el grupo experimental 4 utilizamos como control positivo la CF a una dosis de 50 mg/kg,
por via intraperitoneal, Ciclofosfamida: n,n-bis-(-cloruro de etilo)-n", o-esterdiamida del acido
fosforico propinel (C,7H;5C12N,OsP) fue adquirida a la firma comercial mexicana Lemri SA bajo
la marca LEDOXINA, la cual se diluy6é en disolucién salina (NaCl) al 0,9 %.** La disolucién se
administré inmediatamente después de ser preparada, administrada dos veces a los animales

(48 y 24 horas antes del sacrificio programado). ** (Ver Tabla 1)

- Observaciones clinicas.

Se realizaron dos observaciones clinicas diarias, en el horario comprendido entre las 8:30-
10:30 a.m y en el horario de la tarde 3:00-4:30 p.m. Durante cada observacion se tuvo en
cuenta el estado clinico general del animal, lo cual incluy6 la palpaciéon para la deteccion de
lesiones, posibles afectaciones respiratorias, del sistema nervioso, cardiovascular,
gastrointestinal, estado de la piel, pelo, coloracion de las mucosas y 0jos.

- Sacrificio.

Todos los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical en previa atmésfera de éter, en
el caso de los grupos experimentales 1, 2 y 3 el sacrificio fue 24 horas después de la ultima
administracion pasados los 14 dias, en el caso del grupo experimental 4 tratado con CF, el

sacrificio se realizd 24 horas después de administrada la CF por segunda vez, para que de esta
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forma las aberraciones analizadas fuesen las que estuvieron expuestas al mutageno,®

haciendo coincidir el dia del sacrificio en todos los casos en cada una de las series montadas.

- Examenes realizados.

Ensayo de aberraciones cromosémicas in vivo: En el horario de la mafana (4 horas antes
del sacrificio), la division celular en metafase se detuvo utilizando colchicina (4 mg/kg, via i.p).
Un fémur de cada animal fue extraido y la cavidad medular se lavé con 3 mL de suero bovino
fetal (SBF). La suspension celular se centrifugd, eliminandose el sobrenadante. Después de un
tratamiento hipoténico de las células del botén con KCL (0,075 M), se realizé una segunda
centrifugacion. El botén celular se fij6 en una mezcla de metanol-acido acético glacial (3:1)
durante 15 minutos. Se realizaron 3 fijaciones con centrifugaciones sucesivas, y se extendieron
en laminas humedas con enfriamiento previo. Las laminas se secaron al aire y se tifieron con
solucion de Giemsa al 10 % durante 30-35 min. Se contabilizaron 100 metafases por animal,
determinandose el nimero de células con aberraciones, frecuencia de gaps y de rupturas e
intercambios cromosémicos y cromatidicos.’® También se calculé el indice mitético (IM%)
(porcentaje de metafases en 1 000 células leibles) y el nUmero de células con poliploidia en 1
000 células leibles, todas las determinaciones fueron leidas por dos observadores, para luego
establecer un promedio entre ambas.

Andlisis estadistico: Las variables continuas se analizaron con un andlisis de varianza (ANOVA)
y las categéricas mediante la prueba de homogeneidad (Chi?). El nivel de significacién
establecido fue o« = 0.05. Todos los analisis se realizaron con el programa Statsoft for
Windows. StatSoft, Inc. (2003). STATISTICA (Data Analysis Software System), version

6.www.statsoft.com.

Resultados y Discusion

En ninguna de las series experimentales tanto en los grupos control negativo como en
los grupos tratados con las sustancias solventes 1 y 2 se encontraron animales con signos
clinicos indicativos de toxicidad durante los 14 dias de administracion, asi como los tratados
con el control positivo CF tampoco se encontraron animales con signos y sintomas de toxicidad

evidente, por tanto la dosis de CF empleada en este ensayo para evaluar el dafio genotoéxico,
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no es letal y ha demostrado su poder clastogénico y citotoxico en diferentes estudios

realizados tanto en células sométicas como germinales.”*3:17-1°

El tratamiento con Tween 65 al 2 % y NaCl al 0,9 % durante 14 dias en ratones NMRI y
Balb-C no indujo incremento del nimero de células con aberraciones en ninguno de los sexos,
al ser comparado con sus respectivos controles, tal como se puede apreciar en la Tabla 1, por
tanto el tratamiento con estas sustancias bajo nuestras condiciones no induce aberraciones
cromosdmicas en estos ratones, una vez que las aberraciones estructurales y numeéricas fue
comparable en los grupos tratados con relacién al control negativo, en todos los casos el
comportamiento observado se encuentra dentro del rango reportado para esta especie
encontrandose de 0 al 3% de células con aberraciones.?°

Por su parte, los grupos tratado con CF en ambos sexos, en dosis de 50 mg/kg por via
intraperitoneal, evidenciaron un incremento significativo del niumero de células metafasicas con
aberraciones cromosomicas tanto numéricas como estructurales, siendo esto consistente con
lo planteado por diferentes autores.”>??> La CF mostré un incremento en el promedio de
aberraciones estructurales tales como gaps, intercambio cromosémico, ruptura e intercambio
cromatidico y a su vez aumento el porcentaje de células con aberraciones, con relacion al
grupo control negativo y con los grupos sustancia vehiculo 1 y 2, de igual forma se observo
una disminucion del indice mitdtico aparejado a un incremento del nimero de células con
poliploidia, este aumento en el grupo tratado con CF evidencia la accién mutagénica y
citotoxica de este mutadgeno de referencia a la dosis y via de administracion empleada, lo cual

15 @ in vitro en

concuerda con resultados obtenidos en estudios in vivo, in vitro en roedores
humanos.?®

De igual modo, las sustancias vehiculos 1 y 2 tampoco indujeron citotoxicidad en
ninguno de los sexos, tanto en hembras como en machos el indice mitético fue similar al
encontrado en el grupo control no tratado, lo que indica que el tratamiento de esta sustancias
en ninguno de los sexos inhibid la progresién del ciclo celular a la dosis y tiempo de
administracion empleado, resultado diferente al observado en los animales tratados con CF,
donde se manifestd una ligera pero significativa disminuciéon del indice mitdtico, tal como se

reporta para este mutageno en animales y en humanos.?* EI mayor efecto de la accion
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mutagénica de la CF se manifiesta en el incremento de las aberraciones estructurales, lo cual

concuerda con los resultados obtenidos por Richold en 1990 y Tice en 1994 los cuales llegaron
a la conclusion de que dicho ensayo es mas sensible para detectar aberraciones
estructurales.>*?° Los resultados observados en los grupos tratados con CF en el presente
estudio validan la sensibilidad del disefio experimental empleado.

Dada la n tan grande utilizada en nuestro ensayo, asi como la evaluacion de todos los
resultados por dos observadores experimentados en el tema nos permite afirmar que bajo
nuestras condiciones experimentales el nUmero de células con aberraciones espontaneas en la
linea NMRI se encuentra en el rango de 9-14 células en 1 000 células leibles por grupo como
promedio, en el caso de la linea Balb-C se encuentra entre 7-10 células en 1 000 células leibles
por grupo como promedio, lo cual nos permite afirmar a su vez que la linea Balb-C es mas
eficiente para su uso en este ensayo que la NMRI, ya que presenta un indice menor, lo cual
permite tener mayor seguridad a la hora de evaluar nuestros productos.

En cuanto a la CF el numero de células con aberraciones en la linea NMRI se encontré
en el rango de 219-223 células en 1 000 células leibles por grupo como promedio, en cuanto a
la linea Balb-C el rango encontrado estuvo entre 175-192 células en 1 000 células leibles por
grupo como promedio, lo cual nos permitié afirmar que bajos nuestras condiciones
experimentales en la linea NMRI la CF indujo un incremento mayor de células con aberraciones
que en la Balb-C, lo cual concuerda y se encuentra en conjuncion con lo hallado por nosotros
en el grupo control y sustancia vehiculo 1 y 2, ya que al tener esta linea un mayor indice
espontaneo de aberraciones y al estar expuesta a las dosis tdxicas y clastogénicas de la CF, de
forma biolégica y normal debe aumentar este valor, es decir el nUmero de células con
aberraciones debe ser mayor al tratarse con el mutageno, lo cual a su vez nos permitié afirmar
que la linea NMRI es mas susceptible a la acciéon de la CF que la Balb-C.

En cuanto al numero de células con poliploidia se pudo apreciar que en la linea NMRI
este indicador se encuentra en el rango de 0-2 células con poliploidia en 1 000 células leibles
como promedio y en la linea Balb-C se encuentra en el rango de 0-1 células con poliploidia en
1 000 células leibles como promedio pero sin diferencias significativas entre ellos, en el caso
de los grupos tratados con CF en la linea NMRI el nimero de células con poliploidia se
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encuentra en el rango de 15-20 en 1 000 células leibles como promedio y en el caso de la linea

Balb-C el rango esta entre 14-18 células con poliploidia en 1 000 células leibles como

promedio. (Ver Tabla 2)

Conclusiones

Se pudo concluir que la linea de raton NMRI y Balb-C, constituyen un buen modelo a
emplear en los estudios genotoxicoldgicos, dada la baja frecuencia espontanea de importantes
indicadores genotéxicos como son los incluidos en este trabajo tales como aberraciones de tipo
estructural, el indice mitético y el numero de células con poliploidia, asi como se destaco la
sensibilidad a la accion de la ciclofosfamida administrada en dosis de 50 mg/kg por via

intraperitoneal a las 48 y 24 horas antes del sacrificio.
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Tabla 1. Grupos experimentales en el ensayo de aberraciones cromosdémicas in vivo
para las tres series, via gastrica.

Volumen maximo

Grupos Experimentales # de Sustancia a administrar Via de a administrar
animales administraciéon mi/Zkg
Control negativo (NMRI) 30 No tratado Oral (Simulacro) -
2Sustancia vehiculo 1 (NMRI) 30 (Tween 65, al 2 %) Oral 2
3Sustancia vehiculo 2 (NMRI) 30 (NaCl 0,9 % ) Oral 2
“Control positivo (NMRI) 30 (Ciclofosfamida, 50 mg/kg) i.p 15
1Control negativo (Balb-C) 30 No tratado Oral (Simulacro) -
2Sustancia vehiculo 1 (Balb-C) 30 (Tween 65, al 2 %) Oral 2
3Sustancia vehiculo 2 (Balb-C) 30 (NaCl 0,9 % ) Oral 2
“Control positivo (Balb-C) 30 (Ciclofosfamida, 50 mg/kg) i.p 15
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Tabla 2. Resultados del promedio en las tres series experimentales, de la frecuencia
espontanea e inducida de aberraciones cromosémicas en médula 6sea de ratones
NMRI y Balb-C de ambos sexos.

CAlulES G || @ Aberraciones/1 000 células/grupo/serie® # de Células
Grupos IM (%206)? Polibloidia® b Cromosomicas Cromatidicas con
P Rupturas | Intercambios | Rupturas | Intercambios aberraciones®
Ratones NMRI

Machos

Control

Negativo 5,42 + 0,43 1 4 0 0 8 1 9

CF 50mg/kg 3,52 + | 15** 45* | 10** 25** 169** 19** 223**
0,21* *

Sustancia

vehiculo 1 533+0,50 | O 6 0 0 6 1 7

Sustancia

vehiculo 2 5,10+0,32 | O 3 0 0 10 1 11

Hembras

Control

Negativo 5,12 + 0,23 1 8 0 0 10 2 12

CF 50mg/kg 3,68 + | 20** 51* | 6** 32** 155** 26%** 219**
0,12* *

Sustancia

vehiculo 1 521 +0,55 |2 2 0 0 13 1 14

Sustancia

vehiculo 2 5,03 + 0,48 1 5 0 0 7 3 10
Ratones Balb-C
Machos

Control

Negativo 5,65 + 0,56 1 4 0 0 4 3 7

CF 50mg/kg 3,89 + | 14** 47* | 6** 18** 133** 18** 175%*
0,24* *

Sustancia

vehiculo 1 549 +0,53 |0 6 0 0 6 2 8

Sustancia

vehiculo 2 5,86 +0,20 | O 7 0 0 7 3 10
Hembras

Control

Negativo 5,98 + 0,22 1 6 0 0 8 0 8

CF 50mg/kg 3,93 + | 18** 44%* | 4** 19** 142** 27** 192**
0,84* *

Sustancia

vehiculo 1 4,98+0,79 [0 5 0 0 7 1 8

Sustancia

vehiculo 2 5,12 + 0,63 1 2 0 0 9 0 9

& X = D.E, De un total de 10 000 células/grupo/serie para un total de 30 000 células evaluadas,*p<0.05; ANOVA.

b**p<0.01; prueba no paramétrica y°.

Comparacion contra el control negativo, CF= Ciclofosfamida.
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