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RESUMEN

Objetivo. El objetivo de este trabajo fue comparar los indices espontaneos e inducidos en ratones de
ambos sexos de las lineas Balb/c, NMRI, OF-1 y C57BL/6/cenp, mediante el ensayo de aberraciones
cromosdémicas en células de la médula ésea. Materiales y métodos. Con este fin se determiné la linea
mas eficiente, sobre la base de la aparicion significativa de indices espontédneos mas bajos e indices
inducidos altos a sustancias mutagénicas como la ciclofosfamida (CF). Resultados. Se obtuvo como
resultado que la linea Balb/c en ambos sexos difiere significativamente de las demas lineas evaluadas.
En esta linea se encontré el menor nimero de células totales con aberraciones estructurales y un
mayor numero de induccién de aberraciones cromosdmicas cuando es utilizada la CF como mutageno.
Conclusiones. Este trabajo permitira utilizar la mejor linea de ratones como biomodelo en este ensayo
de genotoxicidad, ademas que le confiere a esta técnica citogenética mayor veracidad y robustez.

Palabras clave: Aberraciones cromosdmicas, médula 6sea, ratén (Fuente: AIMS).

ABSTRACT

Objective. The aim of this study was to compare spontaneous and induced rates in mice of both
sexes of lines BALB / ¢, NMRI, OF-1 and C57BL/6/ cenp, by testing chromosomal aberrations in bone
marrow cells. Materials and methods. For this purpose, the most efficient line was determined,
based on the significant appearance of lower spontaneous rates and higher induced rates to mutagen
substances such as cyclophosphamide (CP). Results. The result obtained was that line Balb / ¢, in
both sexes, differs significantly from the other lines tested. The lesser total number of cells with
structural aberrations was found in this line and a greater number of induction of chromosomal
aberrations when CP was used as a mutagen. Conclusions. This work will give way to the use of the
best line of mice as bio model in this genotoxicity test, and will also give this cytogenetic technique
greater veracity and robustness.

Key words: Bone marrow, Chromosomal aberrations, mice (Source: AIMS).
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INTRODUCCION

Por lo general los estudios mutagénicos vy
genotoxicos en la toxicologia experimental,
se realizan cuando ya se han agotado todos
los estudios de toxicidad aguda potencial del
producto a evaluar en dos especies y por al
menos dos vias (1). Dentro de esta bateria
de ensayos se encuentra el de aberraciones
cromosOmicas. Esta técnica citogenética in
vivo es a corto plazo, de gran sensibilidad y (til
para detectar fundamentalmente aberraciones
cromosdmicas estructurales.

Con los mutagenos quimicos, la mayor parte
de las aberraciones inducidas son de tipo
cromatidico. En este método, se utilizan células
de médula d6sea de mamiferos expuestos, por
vias apropiadas, a las sustancias de ensayo
y sacrificados a intervalos sucesivos (2). El
tejido diana es la médula dsea por estar mas
vascularizado y por contener una poblacidén de
células de ciclo muy corto las cuales pueden
aislarse y tratarse con facilidad (2).

Como controles positivo se utilizan sustancias
mutagénicamente activas, con mecanismos
de mutacion conocida, dentro de estas la
mas difundida ha sido la ciclofosfamida (CF),
caracterizada como un clastégeno quimico
potente (1,2). Las sustancias utilizadas
como controles positivos en los estudios de
genotoxicidad in vivo se pueden administrar por
via y dosis diferentes al producto farmacéutico
en investigacién (2).

Por otro lado se plantea que durante las
investigaciones de un mismo producto a
evaluar mediante el tamizaje genotoxicoldgico
se utilizan diferentes lineas sin tener en cuenta,
la mas eficiente para detectar dafo en el ADN.
Ademas de que las lineas de ratones producidas
en Cuba hasta el momento no habian sido
evaluadas y/o exploradas teniendo en cuenta
su eficiencia genética para detectar sustancias
con baja, media o alta genotoxicidad. Ademas
el estudio profundo de nuestros biomodelos
permitira utilizar el minimo de animales y obtener
resultados fiables; por lo que disminuiran las
repeticiones de estos estudios tan costosos y
€ngorrosos.

Para la evaluacion de nuevos productos es
necesario conocer la frecuencia espontanea
e inducida de apariciéon de cada uno de los
fendmenos que estudia la toxicologia genética
en el biomodelo a utilizar. Esto permitiria conocer
nuevas sustancias con potencial genotodxico,
asi como la medida en que se manifiesta. Por
otro lado al ser estas pruebas tan decisivas en
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la evolucion positiva o negativa de un nuevo
producto es necesario buscar el biomodelo
animal ideal (3).

El objetivo de este trabajo fue comparar los
indices espontédneos e inducidos en ratones
de ambos sexos de las lineas Balb/c, NMRI,
OF-1 y C57BL/6/cenp, mediante el ensayo
de aberraciones cromosdémicas en células
de la médula d6sea para determinar la linea
mas eficiente, sobre la base de la aparicion
significativa de indices espontaneos mas bajos e
indices inducidos altos a sustancias mutagénicas
como la CF.

MATERIALES Y METODOS

Animales. Se utilizaron ratones de ambos sexos
adultos jovenes (6-7 semanas), de las lineas
Balb/c, NMRI, OF-1 y C57BL/6/cenp. El peso
corporal de los animales oscilo entre 25y 30 g al
término de la cuarentena, donde se mantuvieron
en condiciones controladas: temperatura
(25+£29C), humedad relativa (60%=+10%) vy
ciclos de luz-oscuridad de 12 h. El acceso al agua
y al alimento (pienso estandar para esta especie
suministrado por el CENPALAB), fue ad libitum.
Estas caracteristicas fueron comunes para todos
los grupos experimentales evaluados en este
ensayo. Toda la manipulacién de los animales
se realizd de acuerdo con los principios éticos
internacionales para el uso de los animales de
Laboratorios CCAC (4).

Procedimientos éticos. Los autores
declaramos que este trabajo fue confeccionado
sobre la base de buenas practicas de laboratorio
preclinico presentes en el reglamento nacional
de aprobacién de protocolos de investigacion de
la Republica de Cuba. Ademas se declara por
parte de los autores del articulo que al comenzar
esta investigacion se obtuvo por escrito el
consentimiento de aprobacion del protocolo
e informe por el comité institucional de ética
para la experimentacion animal de nuestra
institucion.

Grupos experimentales. En todos los grupos
experimentales, la sustancia se administro
en el horario de 10:30-11:30 a.m, y las
concentraciones a administrar de cada sustancia
se ajustaron semanalmente en funcion del
aumento del peso corporal. Los animales se
distribuyeron aleatoriamente (10 ratones/
grupo/sexo).

En el grupo experimental 1 se utilizaron animales
no tratados, a los cuales se les realizd la técnica
de entubacién gastrica durante 14 dias.



Arencibia - Comparacion de indices espontaneos e inducidos en ratones

En el grupo experimental 2 se utilizd Tween®
65 al 2%, vehiculo utilizado en la mayoria de
las preparaciones de sustancias oleosas, util
como agente tensoactivo (5). Este producto
fue adquirido de la firma AppliChem con CMC
(25°C)=5.9x105 mol/L y solubilidad (25°C) de
100g/L en H20 y nimero de lote 9B006892. En
el grupo experimental 3 se utilizé NaCl al 0.9%
como segundo grupo solvente, ya que esta
demostrado que el mismo es el disolvente de la
mayoria de las sustancias hidrofilicas a preparar
(6). Este solvente fue adquirido de la firma
BDH (BDC) con un 99% de pureza y numero
de lote L451491932. Ambos productos fueron
preparados 2 horas antes de la administracion;
se administraron por via oral durante 14 dias.

En el grupo experimental 4 se utilizé como control
positivo la CF, N,N-bis (cloruro de etilo)-N’,
O-esterdiamida del acido fosférico propinel-
(C17H15CI2N205P), en dosis de 50 mg/kg, por
via intraperitoneal. Este mutageno fue adquirido
por la firma comercial mexicana Lemery SA bajo
la marca LEDOXINA®, con un 98% de pureza
y lote de fabricacion ndimero 27555/2009.
El mismo se diluyéd en disoluciéon salina
(NaCl) al 0.9%. La disolucion se administrd
inmediatamente después de ser preparada,
48 horas y luego a las 24 horas antes de la
eutanasia (7,8).

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 incluyd la
palpacién para la deteccidon de lesiones, posibles
afectaciones respiratorias, del sistema nervioso,
cardiovascular, gastrointestinal, estado de la
piel, pelo, coloracion de las mucosas y 0jos.

Ensayo de aberraciones cromosomicas
en células de la médula 6sea. En el horario
de la mafiana (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 lavd con 3 mL de suero bovino fetal
(SBF). La suspensién celular se centrifugo,
eliminandose el sobrenadante. Después de un
tratamiento hipoténico de las células del botdn
con KCL (0.075 M), se realizd una segunda
centrifugacion. El botén 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 laminas humedas con enfriamiento previo.
Las laminas se secaron al aire y se tifieron con
solucion de Giemsa al 10% durante 30-35 min
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(2,7). Se contabilizaron 100 metafases por
animal, determinandose el niumero de células
con aberraciones (rupturas e intercambios
cromosomicos y cromatidicos) y frecuencia
de gaps. También se calculd el indice mitdtico
IM% (porcentaje de metafases en 1000 células
leibles) y el nimero de células con poliploidia en
1000 células leibles, todas las determinaciones
fueron leidas por dos observadores, para luego
establecer un promedio entre ambas (2,7).

Eutanasia. A todos los animales se les practico
la eutanasia por dislocacion cervical teniendo en
cuenta el tiempo de exposicion a cada una de
las sustancias evaluadas (6).

Analisis estadistico. Se procedié a verificar
los supuestos para realizar el analisis de
varianza en la variable continua indice mitdtico,
los resultados obtenidos estan distribuidos
normalmente (normalidad, segun el test de
Kolmogorov-Smirnov), existiendo dependencia
entre las observaciones 'y  presentan
homogeneidad de varianzas (test de levene).
Por lo cual se analizé con el uso de esta prueba,
siendo el nivel de significacion establecido
de o=0.05 (2,7). Las variables categodricas,
numero de células con aberraciones, frecuencia
de gaps y el nUmero de células con poliploidia,
se analizaron mediante la prueba de y?, el nivel
de significacién establecido fue de a=0.01 (2,7).
Todos los analisis se realizaron empleando el
Statsoft for Windows. StatSoft, Inc. (2003).
STATISTICA (data analysis software system),
version 6.

RESULTADOS

No se evidencid sintomas clinicos indicativos de
toxicidad. Esto reafirma que la dosis utilizada
no fue altamente téxica a nivel sistémico, pero
se logré un efecto importante en las células
dianas analizadas.

Como resultado general se detectaron dentro de
la variable nimero de células con aberraciones
en mayor frecuencia las aberraciones de tipo
cromatidicas, tal y como estd descrito en la
literatura. Este tipo de aberraciones son en su
mayoria las que esta técnica citogenética es
capaz detectar (estructurales).

Teniendo en cuenta el nimero total de células
con aberraciones en la linea Balb/c se encuentra
de forma espontanea entre 7-10 en los machos
y entre 8-9 en las hembras (Tabla 1 y 2). Sin
embargo la CF es capaz de inducir en esta
linea hasta 175 células con aberraciones en los
machos y 192 en las hembras. Para el caso de la
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Tabla 1. Comparacion entre ratones Balb/cy OF-1 de
ambos sexos en el ensayo de aberraciones
cromosomicas en células de la médula 6sea.
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Tabla 2. Comparacién entre ratones NMRI y C57BL/6/
cenp de ambos sexos en el ensayo de aberracio-
nes cromosomicas en células de la médula dsea.

Grupos

a b
Experimentales IM(%) cp Gaps #C

Ratones Balb/c de ambos sexos

Grupos

a b
Experimentales IM(%) cP Gaps #C

Ratones NMRI de ambos sexos

Machos Machos
Control Negativo 50'_6556: 1 4a 7a Control Negativo 5(';?3; 1 4 9
Sustancia Vehiculo 1 50'.4593: 0 6a 8a Sustancia Vehiculo 1 5(‘)3.30:& 0 6 7
Sustancia Vehiculo 2 50'?260: Oa 7a 10a Sustancia Vehiculo 2 Sbl_gzi 0 3 11
Control Positivo (CF) * ggz:; 14%*a  47%*3 175%*a Control Positivo (CF) 30'.5221f 15%% 45%% 223%%
Hembras Hembras
Control Negativo 50'?282: la 6a 8a Control Negativo 5(')1.5; 1 8 12
Sustancia Vehiculo 1 %9789: 0 5a 8a Sustancia Vehiculo 1 562_;;: 2 2 14
Sustancia Vehiculo 2 %12* 1 2a 9a Sustancia Vehiculo 2 22 * 1 5 10
Control Positivo (CF) ! ggi:; 18**a  44%*a 192**a Control Positivo (CF) ! ;6613* 20%* S51%* 219%*

Ratones OF-1 de ambos sexos

Ratones C57BL/6/cenp de ambos sexos

Machos Machos
Control Negativo 55.1511 2 7 13 Control Negativo 56?35:& 2 10a 17a
Sustancia Vehiculo 1 5(')2.2: 1 8 15 Sustancia Vehiculo 1 5(')2.2; 0 9 16a
Sustancia Vehiculo 2 567;: 1 5 14 Sustancia Vehiculo 2 50'_5393: 3a 11a 16a
Control Positivo (CF) * 3024703 19%* 55%x 239%* Control Positivo (CF) ! 304269;t 21**a 60**a 254%**a
Hembras Hembras
Control Negativo 566_5’2* 0 9 16 Control Negativo 5(')2';1* 3 8 18a
Sustancia Vehiculo 1 5(';‘1;)* 1 8 14 Sustancia Vehiculo 1 %9161: 0 13a 14
Sustancia Vehiculo 2 4 0.% 1 6 12 Sustancia Vehiculo 2 203 * 1 12a 16a
Control Positivo (CF) * 30'.33855 22%x 58*x 253%* Control Positivo (CF) ! gg;j; 23** 63**a 271%*a

CP=Células con Poliploidia®; #C=# de Células con
aberraciones®; CF (Ciclofosfamida); 'Administracién por via
intraperitoneal. aX £ D.E. de un total de 10000 células/grupo/
serie para un total de 20000 células evaluadas; *p<0.05;
ANOVA (Comparacion contra el control negativo en cada
linea evaluada y sexo); b **p<0.01; prueba no paramétrica
x> (Comparacion contra el control negativo en cada linea
evaluada y sexo); a=p<0.05 (Difiere al comparar entre lineas
teniendo en cuenta la misma variable. grupo experimental.
prueba estadistica y sexo.

linea NMRI este resultado de forma espontanea
se encuentra en el rango de 7-11 células totales
y en las hembras es algo superior y significativo
al compararlos con la Balb/c siendo de 10-14
células totales con aberraciones. Sin embargo
la linea de ratones NMRI demostrd ser mas
susceptible a la CF que la Balb/c; ya que este
mutageno logré inducir hasta 223 células

CP=Células con Poliploidia®; #C=# de Células con
aberraciones®; CF (Ciclofosfamida); 'Administracién por via
intraperitoneal. aX + D.E. de un total de 10000 células/grupo/
serie para un total de 20000 células evaluadas; *p<0.05;
ANOVA (Comparacién contra el control negativo en cada
linea evaluada y sexo); b **p<0.01; prueba no paramétrica
x> (Comparacién contra el control negativo en cada linea
evaluada y sexo); a=p<0.05 (Difiere al comparar entre lineas
teniendo en cuenta la misma variable. grupo experimental.
prueba estadistica y sexo.

totales con aberraciones en los machos y 219
en las hembras.

Al evaluar la linea de ratones OF-1 se
obtuvieron mayores resultados de aberraciones
de forma espontdnea siendo significativos al
ser comparados con Balb/c y NMRI. Se obtuvo
un total de células con aberraciones que oscild
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entre 13-15 en los machos y de 12-16 en las
hembras. Teniendo en cuenta las aberraciones
inducidas por la CF se obtuvo en los machos 239
células totales con aberraciones y en las hembras
253. Resultados superiores a los obtenidos en las
lineas Balb/c y NMRI en ambos sexos.

Segun los resultados obtenidos en este trabajo
al evaluar la linea C57BL/6/cenp en ambos
sexos como biomodelo, se demostré que es
la linea menos eficiente de forma espontanea
y mas susceptible al mutdgeno. Se obtuvo
de forma espontanea un total de células con
aberraciones que se encuentran entre 16-17
en los machos y de 14-18 en las hembras. La
CF indujo en este biomodelo experimental una
total de 254 células con aberraciones en los
machos y 271 en las hembras, resultados que
se encuentran por encima de los obtenidos en
las lineas Balb/c, NMRI y OF-1.

No se observaron diferencias significativas
al comparar los resultados entre sexos en la
misma linea experimental. Siendo validos tanto
para los controles como para el grupo en el cual
se indujo dafio con la CF.

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 decidié incluir
estos grupos para analizar un mayor numero
de animales controles y por encontrarse estas
sustancias reflejadas en la mayoria de las
investigaciones que se realizan como controles
negativos, gracias a su probada inocuidad.

En las tablas 1 y 2 se muestran los resultados
correspondientes a la frecuencia espontanea e
inducida de aberraciones cromosémicas en las
cuatro lineas de ratones evaluadas. Bajo las
condiciones experimentales la linea de ratones
Balb/c es mas eficiente para este trabajo que
las demas evaluadas. Esta linea experimentd
los resultados mas bajos de células totales con
aberraciones, que difieren con las demas lineas
en ambos sexos. Estos resultados estan en
conjuncion con los encontrados por otros autores
al evaluar esta linea de ratones en biomodelos
experimentales de antigenotoxicidad, donde
se evallan mutagenos reconocidos con la CF
y la bleomicina (9,10). Estos resultados se
encentran en el rango descrito para esta especie
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con una frecuencia espontanea de 0-3% células
con aberraciones en 1000 células registrables (9).

Al ser comparada entre lineas de ratones |la
genotoxicidad espontanea e inducida teniendo
en cuenta las variables numéricas I.M vy el
numero de células con poliploidia, nuevamente
la linea Balb/c experimentd los valores mas
altos de indice mitético y los mas bajos en el
otro indice. Con este resultado se demuestran
las altas tasas de crecimiento mitético de células
somaticas con bajas tasas de mutaciones
numéricas. 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 el caso de los resultados inducidos con CF
la linea Balb/c en ambos sexos demostré ser
susceptible al mutageno evaluado, al diferir
con los resultados espontaneos obtenidos en
el grupo control negativo y sustancia vehiculo
1 y 2. Pero la linea que demostré ser mas
susceptible a este clastégeno quimico fue la
OF-1, donde se obtuvieron los resultados mas
bajos de I.M como variable del dafio citotdxico,
lo cual manifiesta que la CF es capaz de inhibir
la progresion del ciclo celular (8,10,11).

Igualmente al comparar las aberraciones de
tipo Gaps entre lineas de ratones tanto de
espontanea como inducida, la linea Balb/c
experimentd los valores mas bajos con
diferencias  estadisticamente  significativas
marcadas con las demas lineas evaluadas.

Las diferencias significativas entre lineas
de ratones a la accion genotdxica de la CF
pudieran ser en respuesta a diferentes niveles
de expresion de los genes que codifican para la
enzima citocromo P-4501A1 en el higado. Entre
lineas de una misma especie se han observado
diferencias epigenéticas 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 (12,13).

En estudios recientes en donde se tuvo como
objetivo, comparar la eficiencia del biomodelo
ratas Sprague Dawley (SD) y ratones Balb/c
de ambos sexos en el ensayo de micronucleos,
aberraciones cromosémicas y morfologia de
la cabeza del espermatozoide, nuevamente
los ratones de esta linea experimentaron
los indices enddégenos de dafio mas bajos e
inducidos altos (14,15).
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Subrayando una vez mas nuestra teoria de
que genéticamente la linea de ratones Balb/c
en ambos sexos es mas estable que las otras
evaluadas y que las ratas SD, ademas de haber
presentado una respuesta aceptable a la accion
de la sustancia mutagénica utilizada.

Ademas en un estudio comparativo entre
estas mismas lineas teniendo en cuenta el
ensayo cometa alcalino de leucocitos de
sangre periférica, el ensayo de micronucleos
en células de la médula désea y el ensayo de
la morfologia de la cabeza del espermatozoide
arrojaron nuevamente que la linea Balb/c
es la mas apropiada a utilizar en los ensayos
de genotoxicidad al utilizar ratones como
biomodelos (16-18).

El no haber encontrado diferencias entre sexos
en los grupos experimentales utilizados para
cada linea de ratones, indica que no existe
sexo dependencia. La respuesta enddgena e
inducida es dependiente del sexo. En ensayos
similares pero evaluando la acciéon genotdxica
de farmacos mediante estd técnica tampoco
fueron observadas diferencias entre sexos
tanto en los grupos controles, tratados y grupo
control positivo administrado con CF por igual
via (8, 11, 14, 19,20).

El hecho de que los ratones Balb/c hayan
resultado ser la linea mas apropiada en este
ensayo que las otras lineas de ratones y ratas
SD al tener en cuenta los indices enddgenos
evaluados, pudiera estar dado por la baja
tasa de variabilidad genética de esta linea al
ser isogénica. Esto constituye una ventaja
al evaluar el efecto genotdxico de productos
farmacéuticos en proceso de investigacion
mediante este ensayo, pero a su vez no se
obtendra una respuesta heterogénea, la cual es
tipica en poblaciones humanas.
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Mediante este analisis se sugiere que la linea
de ratones Balb/c, es la apropiada para utilizar
como biomodelo en el ensayo de aberraciones
cromosomicas, cuando es utilizada la CF como
control positivo por la via y dosis ensayadas.
Siendo Utiles estos hallazgos al evaluar
mutagenos con similar mecanismo de dafio al
ADN. Cabe destacar que la CF es un agente
alquilante que forma monoaductos y enlaces
cruzados entre cadenas como consecuencia
de la aparicion de rupturas (efecto de los
mecanismos de reparacién) (16,17). La CF
pertenece al grupo de cloroetilaminas. Con
el desarrollo de este agente se logré mayor
selectividad de la droga hacia el tejido tumoral.
Considerado un agente alquilante bifuncional,
no posee especificidad por fase alguna del ciclo
celular (16,17).

Estos resultados conducen a una mejora en
la robustez de esta prueba, ya que permiten
detectar en un estrecho margen de error
aquellas sustancias que sean clasificadas de
muy baja genotoxicidad, ademas de responder
de forma aceptable a clastégenos quimicos
como la CF (21). Ademas se recomienda que
para un estudio mas completo se pudiera
evaluar la respuesta inducida con el uso de
otros mutadgenos reconocidos en ensayos de
genotoxicidad in vivo.

En conclusidon 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
el ensayo de aberraciones cromosdmicas en
células de la medula 6sea cuando se realice
con ratones como biomodelos. Este resultado
permitird detectar en un estrecho margen de
error aquellas sustancias que sean clasificadas
de muy baja genotoxicidad, puesto que se logra
mayor sensibilidad y robustez en la técnica
citogenética realizada.
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