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Resumen

En este articulo damos a conocer los resultados de 5 afios de estudios de nuestro
equipo de trabajo, al evaluar y comparar la eficiencia como biomodelos en ensayos de
genotoxicidad de diferentes lineas de ratones y ratas en ambos sexos. En todos los
ensayos realizados la linea de ratones Balb/c resulté ser el biomodelo ideal,
encontrandose los indices espontaneos mas bajos e inducidos altos al mutageno
utilizado. Estos resultados demuestran que genéticamente la linea de ratones Balb/c en

ambos sexos es mas estable que las otras evaluadas.

Palabras claves: Ensayo cometa, micronlcleos, aberraciones cromosoémicas,

espermatozoide, ratas, ratones.
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Abstract

Murine lines as efficient biomodels in genotoxicity assays.

In this article we give to know the results of 5 years of studies of our work team when
evaluating and to compare the efficiency as biomodels in genotoxicity assay of different
strains of mice and rats in both sexes. In all the evaluated assays the line of Balb/c mice
turned out to be the ideal biomodel, found lower spontaneous indexes and induced high
indexes to the mutagen used. These results demonstrate that genetically line of Balb/c in

both sexes is more stable than the others tested.

Keywords: Comet assay, micronucleus, chromosomal aberrations, sperm, rats, mice.
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Introduccion

Por lo general los estudios de genotoxicidad en toxicologia experimental, se
realizan cuando ya se han realizado todos los estudios de toxicidad aguda potencial del
producto a evaluar en dos especies y por al menos dos vias de administracion de manera
independiente.! Estos ensayos ademas de ser costosos tienen como principal desventaja
la inexistencia de un consenso para el uso exclusivo de una especie animal determinada
que reproduzca fielmente los procesos fisiolégicos a semejanza con los humanos. A
manera de regla general el grupo de mamiferos mas utilizados han sido los roedores;
dentro de este se encuentran las ratas y ratones. !

El principal problema al respecto radica en que los investigadores utilizan las
diferentes lineas genéticas de ratones y ratas existentes del biomodelo de forma azarosa
0 por conveniencia, pero en la generalidad de los casos esta decisién esta lejos de un
basamento tedrico-practico que justifique la seleccién, condicionado fundamentalmente
por la falta de estudios al respecto. Esto conduce a que en muchas ocasiones los
resultados obtenidos por diferentes grupos de investigacion que trabajan productos
semejantes o del mismo grupo en diferentes momentos no puedan ser comparables,
debido a que es conocido que las diferencias genéticas entre las lineas del biomodelo
presentan diferenciaciones en la expresién de los dafios a nivel del genoma. 2

Esta problematica conduce a pensar que entonces en la actualidad solo aquellos
productos que son muy seguros o muy genotoxicos son verdaderamente clasificados
mientras que aquellos capaces de causar “pequefios” dafios pudieran estar mal
clasificados; de ahi la importancia de realizar un estudio comparativo de las tasas
espontaneas e inducidas de dafios genéticos en las lineas genéticas de ratones y ratas
mas utilizadas en estos ensayos a los diferentes niveles de expresion; a través de
diferentes técnicas de forma tal que les permita a los toxicogenéticos contar con una
herramienta potente, avalada estadisticamente, a la hora de seleccionar la linea genética

de ratones y ratas para realizar los estudios de mutagénesis y carcinogénesis.
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Utilizdndose como mutageno la ciclofosfamida (CF), administrada por via intraperitoneal

en dosis de 50 mg/kg tanto en ratas como en ratones. 3*

Las variables analizadas fueron el nimero de unidades arbitrarias de dafio al ADN
y el porciento de leucocitos en sangre periférica que experimentan dafio en el ADN segun
nivel 1, 2, 3, 4 de menor a mayor dano. El nimero de eritrocitos en médula 6sea con
micronucleos y el indice de citotoxicidad (relacidon entre eritrocitos jovenes/eritrocitos
adultos). También se analizaron el total de células con aberraciones estructurales en los
cromosomas y el indice mitdotico (nUmero de células que se encontraban en la fase de
divisién celular de metafase). Por ultimo se determind la concentracidon espermatica en

epididimos y la frecuencia espontanea de cabezas de espermatozoides anémalas.

Desarrollo

La sensibilidad de las lineas de ratones Balb/c, NMRI, OF-1 y C57/BL6/Cenp para
la realizacién de diferentes ensayos de genotoxicidad in vivo tales como el ensayo
cometa alcalino de leucocitos de sangre periférica, micronlcleos y aberraciones
cromosomicas en células de la médula désea y el ensayo de la morfologia de la cabeza del
espermatozoide; resulta extremadamente variable. La comparacién de los niveles
basales de dafios y la determinacion de los diferentes niveles de expresién frente a
mutagenos como la CF asi lo demuestran. Fueron utilizados en este estudio ratones de
ambos sexos adultos jovenes de 8-9 semanas de edad, cuyo peso corporal oscilaba entre
26-30 g.

La comparacion de los % de nucleoides espontaneos e inducidos con CF en cada
uno de los niveles de dafio en el ensayo cometa alcalino mostraron diferencias
significativas entre la linea Balb/c y el resto, no asi entre las otras lineas evaluadas. La
linea Balb/c experimentd los niveles de dano basales mas bajos e inducidos aceptables
frente a CF. >®

Al realizar la comparacién entre lineas utilizando la técnica citogenética de

micronlcleos en médula 6sea nuevamente la linea Balb/c difirid con las otras tres lineas
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evaluadas en ambos sexos. En esta linea se obtuvieron los resultados espontaneos mas

bajos e inducidos mas altos, destacandose la sensibilidad de este biomodelo animal para
detectar compuestos clastogénicos.>’*® Por su parte, en el ensayo de aberraciones
cromosdémicas util para detectar in vivo sustancias que inducen aberraciones de tipo
estructural en células de la médula 6sea, nuevamente se encontrdé diferencias
significativas entre la linea Balb/c en ambos sexos con las demas lineas evaluadas; por el
hecho de tener los indices espontaneos mas bajos e inducidos intermedios. *''** La linea
de ratones OF-1 también difirié de forma significativa de la C57BL/6/cenp, en esta ultima
se obtuvieron los valores espontaneos e inducidos mas altos, siendo menos eficiente y
sensible al dafio determinado por esta técnica citogenética. 2

Por otro lado en el ensayo de la morfologia de la cabeza del espermatozoide se
obtuvo que la linea mas eficiente fue la Balb/c.>®!° Esta linea difiri6 de forma significativa
de las demas evaluadas, obteniéndose los valores mas altos de concentracion
espermatica espontanea como indice de citotoxicidad y los valores mas bajos de
anomalias en la cabeza del espermatozoide como indicador de dafio genotdxico. > 81>16
De igual forma fue la linea que mejor respondid al mutdgeno evaluado.®'”'® Estos
resultados demuestran que genéticamente la linea de ratones Balb/c en ambos sexos es
mas estable que las otras evaluadas, siendo el biomodelo ideal para los ensayos de
genotoxicidad y antigenotoxicidad in vivo, ya que permite detectar en un estrecho
margen de error aquellas sustancias que sean clasificadas de muy baja genotoxicidad.

De igual forma fueron evaluadas las lineas de ratas Sprague Dawley, Lewis y
Wistar de ambos sexos en los ensayos antes mencionados. Los animales utilizados en
este estudio fueron adultos jovenes de 6-8 semanas, cuyo peso corporal oscilaba entre
180-210 g.

Se observo menor nimero de dafo al ADN basal en la linea de ratas SD en ambos

19-22 Los

sexos al ser evaluadas en el ensayo cometa alcalino de células individuales.
resultados de inducciéon obtenidos con la CF no difirieron entre lineas, resultado que
estuvo de manifiesto en ambos sexos.

El menor resultado basal de citotoxicidad dado por la relacion eritrocitos
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policromaticos/eritrocitos normocromaticos se obtuvo en la linea de ratas SD en ambos

sex0s.2>%> Igualmente la respuesta de esta linea de rata a la CF fue alta, pero menor a
los resultados de clastogenicidad obtenidos en las lineas Lewis y Wistar en ambos sexos;
lograndose su mayor efecto clastogénico por la alta formacién de micronucleos en el sexo
machos de la linea Wistar. Las ratas SD en ambos sexos difirieron significativamente con
las demas lineas evaluadas en el ensayo de aberraciones cromosomicas; obteniéndose
los resultados basales mas bajos de células con aberraciones.?*?° Pero el mayor efecto de
la CF se logro en la linea de ratas Lewis.

Las ratas SD machos superaron a las demas lineas evaluadas en cuanto el niumero
de espermatozoides normales de forma basal. De las otras dos lineas evaluadas la que
mayores resultados de espermatozoides andmalos basales obtuvo fue la Lewis. La CF
indujo mayor nimero de cabezas andmalas en la linea de ratas Lewis.?"*’

El hecho de que ratas SD difirieran de forma significativa en las variables de dafio
medidas por estos cuatro ensayos con las otras dos lineas evaluadas, reporta una gran
utilidad, ya que las ratas SD constituye una linea heterogénea, con respuesta muy similar
a la de las poblaciones humanas, justificando su uso en la mayoria de los estudios
farmacoldgicos y toxicoldgicos preclinicos. 272°

Una vez seleccionados los mejores biomodelos de ratén y rata realizamos una
comparaciéon teniendo en cuenta la respuesta de ambas especies murinas entre las tasas
enddgenas e inducidas con CF en las cuatro técnicas citogenéticas mencionadas con
anterioridad.

El ensayo cometa arrojé que el mejor biomodelo en ambos sexos fueron las ratas
SD difiriendo significativamente con los resultados obtenidos en ratones Balb/c teniendo
en cuenta los valores espontdneos e inducidos de dafio al ADN.>°

En el ensayo de micronlcleos el biomodelo ideal fue el ratén Balb/c, teniendo en
cuenta los valores mas bajos de micronlcleos espontaneos y los valores mas altos
inducidos, siendo més susceptibles que las ratas SD a la CF.! Por su parte en el ensayo
de aberraciones cromosdmicas el mejor biomodelo experimental en cuanto a los indices
espontaneos fueron los ratones Balb/c, experimentado un menor nimero de células con
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aberraciones, pero las ratas SD demostraron ser mas susceptibles a la CF, induciendo

mayor nimero de aberraciones cromosémicas.>!

Al comparar los resultados basales e inducidos en la morfologia de la cabeza del
espermatozoide entre ambas especies se obtuvo que la linea de ratones Balb/c difiere
con las ratas SD, obteniéndose en esta linea de ratones los valores espontaneos mas
bajos en cuanto al analisis de las variables genotdxicas, experimentando mayor
concentracion espermatica que las ratas SD. 32 Al analizar la morfologia de la cabeza del
espermatozoide los ratones Balb/c son mas susceptibles a la CF, pero al medir la
citotoxicidad mediante la concentracion espermatica resultaron ser mas resistentes al
dafio inducido por la CF que las ratas SD.>?

Las diferencias encontradas en cuanto a la expresion del dafio genotdxico
causado por la CF pudiera ser en respuesta a diferentes niveles de expresion de los
genes que codifican para la enzima citocromo P-4501A1 en el higado, ya que los ratones
y ratas difieren genética y epigenéticamente al tener en cuenta esta enzima hepatica
fundamental en la fase I del metabolismo de xenobidticos, que participa en el

metabolismo de la CF en el higado al utilizarse como droga citotastica.?*

Conclusiones

En todos los ensayos realizados la linea de ratones Balb/c resultd ser el biomodelo ideal,
encontrandose los indices espontaneos mas bajos e inducidos altos al mutageno
utilizado. Estos resultados demuestran que genéticamente la linea de ratones Balb/c en

ambos sexos es mas estable que las otras evaluadas.
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