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Resumen

El ensayo de genotoxicidad in vivo de letales dominantes mide los cambios genéticos
inducidos de manera dominante, que matan al cigoto. El objetivo de este trabajo es definir el
protocolo de esta prueba en ratones, estandarizada bajo nuestras condiciones experimentales,
lo cual ayudaria a proveer a los toxicdlogos de un material de partida para la realizacion de
este ensayo in vivo en sus laboratorios. Tuvimos en cuenta el procedimiento experimental, las
variables a analizar y el analisis estadistico de los resultados.

Palabras claves: Genotoxicidad, ensayo de dominantes letales, ensayos in Vvivo,

procedimiento experimental.

Abstract

Genotoxicity evaluation by means of the lethal dominant assay, a technical article.

The lethal dominant in vivo genotoxicity assay it measures the induced genetic changes
in a dominant way that kill to the zygote. The objective of this work is to define the protocol of
this test in mice, standardized under our experimental conditions, which would help to provide
to the toxicologists of a departure material for the realization these in vivo assay in their
laboratories. We considered the experimental procedure, the variables to analyze and the
statistical analysis of the results.

Key words: Genotoxicity, lethal dominant assay, in vivo assays, experimental procedure.

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




[retel] o

ravista de toxicologia en linea

Introduccidon

Los sistemas de prueba se idearon con el propésito de evaluar en organismos de
bioensayo los efectos producidos por agentes quimicos ambientales, a los que el hombre esta
expuesto.

La produccién de alteraciones hereditarias podria ser el resultado de la exposicion
cronica a agentes quimicos poderosos, aun en concentraciones bajas. Las mutaciones son
cambios abruptos heredables en la composicion y arreglo de los genes, los cuales estan
formados por acido desoxirribonucleico. La mayoria de las mutaciones producen efectos
deletéreos, otros efectos con poca 0 ninguna consecuencia y otras son ventajosas para el
organismo.’ La magnitud de la proporcién espontanea de mutacién, la manera en que la
seleccion actla en las diferentes combinaciones génicas, y el tamafio y la estructura de las
poblaciones humanas son suficientes para mantener una fuente rica de variabilidad. Sin
embargo, una proporcion de mutacion grande y artificialmente creada es potencialmente capaz
de producir una declinacion en la salud genética, a menos que exista una seleccion grande en
contra de los genes mutantes deletéreos. Este tipo de seleccién ocurre en las poblaciones
naturales, pero en las poblaciones humanas la eficiencia de la medicina moderna tiende a
reducir la seleccién en contra de los caracteres deletéreos.?

Las caracteristicas que debe tener todo sistema de prueba son basicamente la
sensibilidad y la capacidad de reproducirse. La sensibilidad de un sistema de prueba se define
como la capacidad del sistema para detectar con facilidad y precision estadistica un pequefio
efecto mutagénico inducido. La capacidad de reproduccion implica la similitud de respuesta de
un sistema en y entre laboratorios. Esto se logra solamente con el establecimiento de
protocolos estandarizados y entrenando al personal para que adquiera niveles técnicos
competentes. Esta capacidad de reproduccion es también deseable en la forma de respuestas
similares entre los diferentes sistemas, lo cual permitiria llegar a interpretaciones confiables de
los datos positivos y negativos.®

En la actualidad existen méas de 150 sistemas de prueba, entre los mas comiunmente
empleados se utilizan los que detectan mutaciones, rompimientos cromosomicos (clastogenia)

y recombinacién mitética (recombinacion en células somaticas), por varias razones: deteccion
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de mutaciones en células germinales, prediccion de la carcinogénesis, investigacion de las

propiedades bioquimicas de los compuestos y para cumplir con los reglamentos de los
organismos reguladores.*

En dltima instancia los sistemas de prueba miden la habilidad de una sustancia para
producir un efecto genotéxico de tipo cualitativo, de modo que éstos indican un probable
riesgo para el hombre.

La bateria de pruebas seleccionada debe ser capaz de identificar a los agentes que
tienen una afinidad especifica por el ADN; debe tener una capacidad metabdlica apropiada, ser
reproducible y transferible entre laboratorios.®

Uno de los ensayos utilizados lo constituye la prueba de letales dominantes. Mide los
cambios genéticos inducidos de manera dominante, que matan al cigoto. En mamiferos se
observa a través de la reducciéon en el tamafio de la camada, midiendo y contando el nimero
de implantes que sobreviven entre otros efectos.®

El objetivo de este trabajo es definir el protocolo de esta prueba en ratones,
estandarizada bajo nuestras condiciones experimentales, la cual ayudaria a proveer a los
toxicologos de un material de partida para la realizacion de este ensayo in vivo en sus
laboratorios. Tuvimos en cuenta el procedimiento experimental, las variables a analizar y el

analisis estadistico de los resultados.
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Desarrollo

Objetivos: Determinar la incidencia de las pérdidas fetales tempranas o tardias en el
embarazo tras el tratamiento con el agente en estudio de ratones machos o hembras.

Esta metodologia permite la evaluacion de los efectos sobre células germinales masculinas o
femeninas a través de la deteccién de dafio cromosémico.’

Procedimiento general.

1. Seleccion de los niveles de dosis, sexo, momento del sacrificio, via de administracion y
tamanfo de los grupos experimentales.

Estos parametros se encontraran en el protocolo experimental para cada tipo de sustancia.

1.1 Se utilizaran no menos de 20 animales tratados por grupo/sexo.®

1.2 Las condiciones de tratamiento variaran entre 5 administraciones separadas 24 horas o
durante el periodo de espermatogénesis en el caso de los machos (8 semanas) y de 6 semanas
para las hembras. La via de administracion sera aquella comun a la utilizada en los humanos.
Las dosis a emplear estaran en funcion de los resultados de los estudios de toxicologia
subcrénica y crénica, de la farmacocinética del producto y de la dosis presumible a utilizar en
humanos en el caso de medicamentos.

1.3 Los animales seran codificados.

1.4 Es necesario incluir un grupo control de vehiculo por la misma via y se acepta como control
positivo la utilizacién de sustancias de referencias las cuales pueden ser administradas por una
via diferente, también es posible utilizar los datos histéricos del laboratorio.®

2. Procedimiento experimental.

2.1 Después que los animales son aceptados por su adecuado estado de salud, son entonces
ubicados aleatoriamente en los diferentes grupos experimentales.

2.2 Las hembras se distribuyen aleatoriamente a razén de 6/jaula y los machos 1/jaula.

2.3 Al terminar el tratamiento los animales (machos o hembras) tratados son apareados a
razon de 1:2 durante 1 semana con animales no tratados virgenes. En caso que los tratados
sean los machos se realizaran apareamiento por dos semanas consecutivas con hembras no

tratadas.'®
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Machos Tratados:

- 1 macho tratado con 2 hembras sin tratar durante la primera semana post tratamiento (se
define como primera semana).

1 macho tratado con 2 hembras sin tratar durante la segunda semana post tratamiento (se
define como segunda semana).

Hembras Tratadas:

- 1 macho no tratado con 2 hembras tratadas durante una semana post tratamiento.

2.4 Al terminar este apareamiento, las hembras son retornadas a las cajas segun el grupo
experimental.

2.5 Se debe anotar el dltimo dia de la semana de apareamiento para el posterior sacrificio de
13 a 15 dias después del dia medio de esta semana.**

3 Sacrificar los ratones hembras por dislocacion cervical. Ponerlas en posicion decubito supino,
limpiar con alcohol al 70 % la region abdominal y abrir la regidon con tijeras oftdlmicas para
dejar al descubierto todas las visceras.

3.1 Separar el utero del resto de las estructuras y exponerlo para que los ovarios puedan ser
facilmente observados.?

3.2 Confirmar y reportar la presencia o no de embarazo, de existir embarazo se procedera a
contar los cuerpos luteos y analizar los implantes.

4. Cuerpos Luteos

4.1 Los ovarios seran extraidos y colocados en un recipiente rotulado indicando los ovarios
derecho e izquierdo.

4.2 Los cuerpos lateos seran inmediatamente contados en cada uno de ellos bajo el
microscopio de diseccion 6 estereoscopio y su niumero registrado en el modelo que se anexa.
Los cuerpos luteos de la prefiez se distinguen en el ovario como esferas grandes, de color
rosado, hidratadas, mucho mayores que los restantes cuerpos lGteos de ovulacion. Para su
mejor conteo se deben utilizar agujas para bajo el microscopio estereoscopio realizar la
separacion de cada uno de ellos.*®

5. Implantes.

5.1 El Utero gravido sera extraido con cuidado de no confundir los cuernos derecho e izquierdo.
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5.2 Usando una pinza y una tijera pequefias se abriran los cuernos desde el extremo ovarico

hasta la vagina a lo largo del lado opuesto a los sitios de implantacion, exponiendo los sacos
amnidticos. Debe tenerse cuidado de no dafiar los fetos.*
5.3 Se abriran los sacos amni6ticos para examinar y clasificar los implantes: *°
a) vivos, esta cualidad esta dada por total desarrollo y color rosado.
b) muerte tardia 6 reabsorcion tardia, en éstos ya ocurrio la organogénesis, de tal forma que el
embridn es visible, pero este es palido y menos desarrollado que un implante vivo.
c) muerte temprana 0 reabsorciéon temprana, donde la muerte ocurrié poco después de la
implantacion, de tal forma que el embrién no es visible. Lo que se distingue es un nédulo o
tejido placentario degenerado y coagulos de sangre no oxigenados.
6. En la recogida de datos se detallara cada uno de los cuernos y ovarios (izquierdo y
derecho).®
a. La codificacion de los animales de ambos sexos.
b. Presencia o no de embarazo.
c. Registro de numeros de implantes (1), fetos vivos (Fv) o muertos, definidos como
reabsorciones (Rte o Rtd, tempranos o tardios).*’
d. Registro de numero de cuerpos luteos (Cl)
A partir de estos datos se calcularan sus frecuencias por hembra embarazada. Ademas se
expresan los siguientes indices: *°

Reabsorciones Totales: Rt= Rte + Rtd

Letalidad preimplantacion: (CI-1)/ClI.

Letalidad postimplantacion: (Rt)/I.

Letalidad total: (CI-Fv)/CI.
7. El andlisis estadistico se puede realizar a través de pruebas paramétricas y no paramétricas,
realizando estas uUltimas s6lo en caso de que la distribucion de los datos corresponda con la
normal o binomial.*’
Las pruebas no paramétricas se usaran para datos que no sigan las distribuciones antes
mencionadas. Se utilizara primero la prueba Kruskal-Wallis y se procedera a realizar

comparaciones por pares de grupos para determinar cuales difieren a través de la prueba
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Mann-Whitney vy si el Kruskal-Wallis es estadisticamente significativo.*

La prueba paramétrica a utilizar serq el ANOVA. Cuando la distribuciéon no corresponde con la
normal, transformaciones tales como: raiz cuadrada, Freeman-turkey Poisson y la angular

(arcoseno) pueden ser usadas.
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