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RESUMEN

El ensayo citogenético in vivo es un ensayo de mutagenicidad a corto plazo de gran
sensibilidad, util para detectar fundamentalmente aberraciones cromosdémicas
estructurales in vivo. El objetivo del trabajo consistié en determinar el biomodelo
experimental mas eficiente en este ensayo mediante la comparacion de la
frecuencia espontanea e inducida de aberraciones cromosdmicas en células de la
médula dsea, en uno y otro sexos de 2 lineas de ratones (OF-1 y C-57BL/6/cenp).
Se formaron 4 grupos experimentales, uno control negativo, dos tratados durante
14 dias con sustancias vehiculos por via oral, NaCl (0,9 %) y tween 65 (2 %), y
uno control positivo tratado a las 48 y 24 h antes del sacrificio con ciclofosfamida
(50 mg/kg) por via intraperitoneal. La linea de ratones OF-1 resulté tener una
frecuencia espontanea mas baja en las variables analizadas que la C-57BL/6/cenp,
obteniéndose un menor nimero espontaneo de células totales con aberraciones y
mayor sensibilidad a la ciclofosfamida que la linea C-57BL/6/cenp. Se concluye que
los ratones OF-1 y C-57BL/6/cenp, constituyen buenos modelos a emplear en los
estudios genotoxicoldgicos, dada la baja frecuencia espontanea de aberraciones
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cromosomicas estructurales y numéricas analizadas aunque se recomienda el uso
de la linea OF-1.

Palabras clave: Frecuencia espontanea, frecuencia inducida, aberraciones
cromosdémicas, ratones OF-1, ratones C-57BL/6/cenp, ciclofosfamida, médula désea.

ABSTRACT

The in vivo cytogenetics array is a very sensible short term mutagenesis method
useful to detect mainly the in vivo the structural chromosomal aberrations. The aim
of present paper was to determine the more effective experimental bio-model in
this type of model to compare the spontaneous and induced frequency of the above
mentioned aberrations in bone marrow cells in both sexes of two mice species (OF-
1 and C-57BL/6/cenp). Four experimental groups were designed, one of negative
control, twotreated during 14 days using oral vehicle substancesm NaCI (0.9 %)
and tween 65 (2 %) and one of positive control treated at 48 and 24 h before
sacrifice using cyclophosphamide (50 mg/kg) by intraperitoneal route. The OF-1
mice species had the lowest spontaneous frequency in variables analyzed that the
C-57BL6/cenp species, achieving a lower spontaneous number of total cells with
aberrations and a great sensitivity to cyclophosphamide than the C-57BL/6/cenp
species. We conclude that the OF-1 and C-57BL/6/cenp mices were good models to
be used in genotoxicological studies due to the low spontaneous frequency of the
above mentioned aberrations and the numerical ones analyzed, thus it is
recommended the use of OF-1 species.

Key words: Spontaneous frequency, induced frequency, chromosomal aberrations,
OF-1 mice, C-57BL/6/cenp mice, Cyclophosphamide, bone marrow.

INTRODUCCION

Los cromosomas son los vehiculos de la herencia en los organismos superiores. Si
bien los cambios cromosémicos numéricos y estructurales constituyen un
importante mecanismo en la evolucién de las especies por las modificaciones que
producen en el nimero o el ordenamiento de los genes, estos pueden originar
también considerables repercusiones como la pérdida de la viabilidad celular,
cambios fenotipicos en el organismo o en la descendencia, retardo mental,
malformaciones congénitas, infertilidad y cancer como se observa en la especie
humana.? Es bien conocida la relacién entre la exposicidn a sustancias
genotoxicas, ya sea de forma ocupacional, accidental o por estilos de vida
(habitos), y el incremento del riesgo de padecer cancer.?

El ensayo citogenético in vivo es un ensayo de mutagenicidad a corto plazo, de

gran sensibilidad, util para detectar fundamentalmente aberraciones cromosémicas

estructurales (AC) en condiciones que involucran la respuesta in vivo, y que pueden
variar segun la especie y el tejido. La mayor parte de las aberraciones inducidas por
mutagenos quimicos son de tipo cromatidico.
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La ocurrencia de AC generalmente se evalla durante la primera mitosis consecutiva
al tratamiento.*® En este ensayo se utilizan células de médula ésea de roedores
expuestos, por vias apropiadas, a las sustancias de ensayo y sacrificados a
intervalos sucesivos. El tejido diana es la médula dsea por estar mas vascularizado
y por contener una poblacién de células de ciclo muy corto las cuales pueden
aislarse y tratarse con facilidad.® Antes de sacrificarlos, se trata a los animales por
medio de sustancias como la colchicina, que actian 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 efectlian preparaciones de cromosomas
secadas al aire y, después tenidas; a continuacion se analizan las metafases en el
microscopio para observar las aberraciones cromosémicas.’

Es de vital importancia en la evaluacién genotoxicoldgica el uso de biomodelos
experimentales eficientes, que expresen la menor frecuencia de aberraciones
espontaneas, tanto estructurales como numeéricas, para poder detectar, con el
minimo margen de error, la actividad clastogénica de una sustancia quimica o
agente complejo.

El objetivo del presente trabajo es, por tanto, determinar el biomodelo
experimental mas eficiente entre las lineas de ratones OF-1 y C-57BL/6/cenp de
uno y otro sexos mediante la comparacién de la frecuencia espontdnea e inducida
de AC en células de la médula osea.

METODOS
Animales

Se utilizaron ratones adultos jovenes (5-7 semanas), de uno y otro sexos, de las
lineas OF-1 y C-57BL/6/cenp procedentes del Centro de Producciéon de Animales de
Laboratorio (CENPALAB, Cuba), cuyo peso corporal oscilaba entre 25-28 g al
término de la cuarentena (7 dias), durante la cual los animales se adaptaron a las
condiciones del laboratorio. La temperatura se mantuvo en 25 £ 1 °C, la humedad
entre 60 £ 5 % vy los ciclos de luz- oscuridad fueron de 12 h. El alimento que se les
administrd 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

Todos los grupos experimentales se administraron en el horario de 10:30-11:30
a.m. Los animales se distribuyeron aleatoriamente (5 ratones/grupo/sexo),
quedando los grupos constituidos por 10 ratones/grupo en cada una de las dos
réplicas realizadas para un total de 20 ratones/grupo, 10 hembras y 10 machos en
las 2 lineas evaluadas (tabla 1).

505
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Farmacia.2010; 44(4)503-511 506

Tabla 1. Grupos experimentales en el ensayo de aberraciones cramasomicas in vivo en ratones OF-1y C-57BL/6/cenp
de uno vy ofro sexos para las 2 réplicas

Yia Yal, max,
Sustancia de a administrar
Grupos experimentales | Linea de ratdn | Mo, total de animales a adrministrar administracion {mL/kq)
Cantrol negativo (OF-1} 20 Mo tratado Oral -
{simulacro}
Sustancia vehiculo 1 (OF-1) 20 (Tween 65, al 2 %) Oral 2
Sustancia vehiculo 2 (OF-1) 20 (NaCl 0,9 %) Oral 2
Cantral pasitivo (OF-1) 20 (Ciclofosfamida, i.p 15
50 mg/kg)
Cantrol negativo (C-57BL/8/cenp) 20 Mo tratado QOral -
(simulacro)
Sustancia vehiculo 1 | (C-57BL/6/cenp) 20 (Tween 65, al 2 %) Oral 2
Sustancia vehiculo 2 (C-57BL/6/cenp) 20 (NaCl 0,9 %) Oral 2
Cantrol positiva (C-B7BL/6/cenp) 20 (Ciclofosfamida, Ip 15
50 mg/kg)

En el grupo experimental 1 se utilizaron animales no tratados como control
negativo, a los cuales se les realizaba la técnica de entubacién gdstrica para que
estuvieran expuestos a las mismas condiciones de manejo que los demas grupos,
durante un periodo de 14 dias.

En el grupo experimental 2 se traté con tween 65 al 2 % (vehiculo 1, SV1), el cual
es un vehiculo utilizado en la mayoria de las preparaciones de sustancias oleosas,
Gtil como agente tensoactivo.®!° En el grupo experimental 3 se utilizé el NaCl al 0,9
% (vehiculo 2, SV2), disolvente de la mayoria de las sustancias
hidrofilicas.*”"*!Ambas sustancias fueron administradas por via oral durante un
periodo de 14 dias, preparadas 2 h antes de la administracion.

En el grupo experimental 4 se utilizé la ciclofosfamida (CF, Lemri, S.A., 50 mg/kg)
como control positivo por via intraperitoneal. La CF se diluyé en salina al 0,9
%.7,11 La disolucion se administré inmediatamente después de ser preparada en
dos inoculaciones separadas 24 h.!1!?

Observaciones clinicas

Se realizaron 2 observaciones clinicas diarias, en el horario comprendido entre las
8:30-10:30 a.m y entre las 3:00-4:30 p.m. Durante cada observacién se tuvo en
cuenta el estado clinico general del animal, lo cual incluyé la palpacién 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
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Todos los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical en previa atmosfera
de éter. En el caso de los grupos experimentales 1, 2 y 3, el sacrificio fue 24 h
después de la ultima administracién pasados los 14 dias. El grupo experimental 4,
tratado con CF, se sacrificé 24 h después de la segunda administracion.® Se
hicieron coincidir el dia del sacrificio de todos los grupos en cada una de las réplicas
realizadas.

Ensayo de aberraciones cromosomicas in vivo

Cuatro 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 suspensién
celular se centrifugo, eliminandose el sobrenadante. Después de un tratamiento
hipotdnico de las células del botén con KCI (0,075 M), se realizé una segunda
centrifugacion. El botdén celular se fijé en una mezcla de metanol-acido acético
glacial (3:1) durante 15 min. Se realizaron 3 fijaciones con centrifugaciones
sucesivas, y se extendieron en ldminas himedas con enfriamiento previo. Las
laminas se secaron al aire y se tifleron 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
cromosomicos y cromatidicos.!''* También se calculé el indice mitético, IM
(porcentaje de metafases en 1 000 células registrables), asi como el nUmero de
células con poliploidia en 1 000 células registrables igualmente, todas las laminillas
(o preparaciones) fueron leidas por 2 observadores, para luego establecer un
promedio entre las lecturas.

Analisis estadistico

Las variables continuas se analizaron con un andlisis de varianza (ANOVA) y las
categédricas mediante la prueba de homogeneidad (chi cuadrado). El nivel de
significacion establecido fue a= 0,05. Todos los analisis se realizaron con el
programa Statsoft for Windows. StatSoft, Inc. (2003). STATISTICA (Data Analysis
Software System), versién 6.www.statsoft.com.

RESULTADOS

Durante los 14 dias de administracién en los animales del grupo control negativo,
sustancia vehiculo 1 y 2 en ambas lineas de ratones, no se encontraron signos y
sintomas de toxicidad. Igualmente, en ambas lineas tampoco se observaron signos
y sintomas de toxicidad frente a la CF.'® En cuanto a las AC estructurales no se
encontraron diferencias significativas entre el grupo control negativo y las
sustancias vehiculos 1 y 2. En las variables indice mitético y el nimero de células
con poliploidia tampoco se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre el grupo control negativo y las sustancias solventes 1 y 2.

Los resultados obtenidos en los animales tratados con CF (tabla 2) fueron
estadisticamente diferentes a los de los controles negativos y a los de los solventes
1y 2 en cuanto a las AC de tipo estructural y numérico.
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Tabla 2. Rezultados del promnedio en las 2 réplicas experimmentales de la frecuendia espontanes e inducida de aberracionas crormosdrica
en rrédula dzeade ratones QF-1 v C-S7RLE renp de uno v otro sexes

P | e ﬂ:l:nerraciones.-’l 000 célulazigring’: | s decdlulas
Tratarniento IM (%] Gapst P Crommatidicas con
‘ ealiplaidia: R;.lp'turas [ Irtercambios | F'tupturas [ Trtercarnbios soepraciones
Ratones OF-1 mados
o) 542 £0,31 z 7 a a 10 3 13
GE 3,27 £040% 19% Tl M 2o LEgEH 30 23gHE
-1 5,20 £0,56 1 g a a 11 4 15
Y2 5,71 +0,20 1 5 i i 1z z 14
Ratones Q,E—l harmbras
N SE6 £0,47 i 9 i 0 a 7 16
GF 3,38 £0,35% 20%F Sgwk | Lok a3k 17gH* 3%k 253k
-1 5,46 £0,30 1 g i 0 11 3 14
-z 4,99 £ 0,18 1 & a 0 I 4 12
Ratones ©-57BLI&f ranp machos
o 5,82 +£0,95¢ P 10c | o ' 0 17 | 5 17¢c
O 346 £0,29 21%E BOWE | 17¥HC FqH 174%%c ZoHE 254k
Sy-1 5,20 £0,28 i 3 i 0 13 3 16
-z 5,59 £0,33c c 11c a 0 14 z 16
R.ab:nes.;C.-E;?ELn’éfm hernbras
on 5,21 +£0,71c 2c g 0 i 13 5 18
F 4,01 + 0,09%c P Bakk | lakk FeHH 1E7H*C T 271k
Sy-1 4,36 +0,11c i 13c D i 10 4 14
Sz 503+035 | 1 12c 0 o 3 7c 16c

“Media + DE, de un total de 10 000 cElulas’grupo/réplica para un total de 20 000 cdlulas evaluadas,*p-< 0,05 ANOWA,
S#¥n e 0,01 prueba no paramétrica v° Comnparadon contra el control negativo para ambas prusbas,

i compatacion de rediciones que difisren entre lineas de ratones; GH: control negativo: GE: ciclofosfamida 50 madka Lo
SW-1: sustancia vehiculo 13 S3-2: sustancia vehicula 2.

Al comparar los resultados estadisticos entre lineas de ratones para el mismo sexo
tal como se aprecia en la tabla 2, difieren significativamente en las variables tales
como indice mitdtico, nUmero de células con poliploidia, gaps, rupturas
cromosdémicas, rupturas e intercambios cromatidicos, asi como el niumero de células
con aberraciones, encontrandose estas marcadas diferencias tanto en la frecuencia
espontanea como inducida.

DISCUSION

En este estudio se incluyeron animales tratados con dos sustancias vehiculo, las
cuales son utilizadas en la mayoria de las preparaciones tanto de productos
naturales como quimicos, ademas, una de ellas constituye el solvente del control
positivo utilizado. Se decidid incluir estos grupos para analizar un mayor nimero de
animales controles y por encontrarse estas sustancias reflejadas en la mayoria de
las investigaciones que en nuestros dias se realizan como controles negativos,
gracias a su probada inocuidad.

En la tabla 2 se muestran los resultados correspondientes a la frecuencia
espontanea e inducida de aberraciones cromosomicas en ambas lineas de ratones.
Se pudo constatar que bajo nuestras condiciones experimentales la linea OF-1 es
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mas eficiente para este ensayo que la C-57BL/6/cenp, ya que la primera mostrd
resultados espontaneos en el rango de 12-16 células totales con aberraciones y la
C-57BL/6/cenp estuvo en el rango de 14-18. Esto concuerda con otros autores que
plantean que para el caso de esta especie se pueden encontrar una frecuencia
espontanea de 0-3 % células con aberraciones en 1 000 células registrables.'® Bajo
nuestras condiciones experimentales el nimero de células con poliploidias en la
linea OF-1 se encuentra como promedio entre 0-2 en 1 000 células registrables,
mientras que en la linea C-57BL/6/cenp esta en el rango de 0-3. El indice mitdtico
para el caso de la linea OF-1 se encuentra en valores promedios de 4,99 + 0,18 a
5,71 £ 0,20 % y en la linea C-57BL/6/cenp los valores van desde 4,96 + 0,11 a
5,82 £ 0,95 %. Los resultados de la frecuencia espontanea difieren
significativamente entre lineas para el mismo sexo, tanto en las aberraciones de
tipo numéricas como estructurales.

En tanto, la CF indujo, como promedio, 239-253 células totales con AC
estructurales en 1 000 células registrables en la linea OF-1, en uno y otro sexos, y
254-271 en la linea C-57BL/6/cenp (tabla 2). Estos resultados difieren
estadisticamente entre lineas para el mismo sexo, lo que demuestra que los
ratones C-57/BL/6/cenp son mas susceptibles a la CF que los OF-1. Teniendo en
cuenta las aberraciones de tipo numérico, la CF disminuyd considerablemente el
indice mitdtico dada su accién como antineopldsico citotdxico.'*!” Se registraron
valores promedios de indice mitético estadisticamente significativos al comparar los
resultados entre lineas, donde se obtuvo en la linea OF-1 valores entre 3,27 + 0,40
a 3,38 £ 0,35 % vy en la linea C-57BL/6/cenp entre 3,46 + 0,29 a 4,01 £+ 0,09 %.
En cuanto al nimero de células con poliploidia indujo como promedio en la linea
OF-1 valores que oscilan entre 19-22 en 1 000 células registrables y en la linea C-
57BL/6/cenp valores que oscilan entre 21-23 células con poliploidia como promedio
en 1 000 células registrables, lo cual manifiesta que la CF es capaz de inhibir la
progresion del ciclo celular,1?13:15

Estos resultados nos permiten afirmar que bajo nuestras condiciones
experimentales, la linea de ratones OF-1 es mas eficiente para ser utilizada en este
ensayo que la C-57BL/6/cenp, por presentar un menor nimero espontaneo de
células totales con aberraciones al compararse con la otra linea analizada, valores
que fueron estadisticamente significativos para la mayoria de la variables
analizadas. No obstante la linea C-57/BL/6/cenp manifestd una ligera tendencia a
mayor susceptibilidad a la CF que la linea OF-1. Obtener biomodelos
experimentales con estos bajos indices espontaneos, permite detectar de forma
mas rapida y eficiente la ocurrencia de induccién de aberraciones de un producto a
evaluar, lo cual hace a su vez aun mas sensible y valida esta prueba.

En conclusidn, las lineas de raton OF-1 y C-57BL/6/cenp, constituyen buenos
modelos a emplear en los estudios genotoxicoldgicos, dada la baja frecuencia
espontanea de aberraciones de tipo estructural, el indice mitético y el nimero de
células con poliploidia, asi como su sensibilidad a la accion de la ciclofosfamida (50
mg/kg, i.p.) a las 48 y 24 h antes del sacrificio. Ademas, la linea OF-1 es mas
eficiente y sensible dada la baja frecuencia en los indicadores que mide esta técnica
citogenética, lo que justifica su uso en este ensayo en relacion con la linea C-
57BL/6/cenp.
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