-

cional Auténoma e México

N

EVALUACION Y COMPA

PARA LA OBTENCIO
CROMATIDES HERM.

T E

Que Para Ob
QUIMICO ¢ ARN
P R E

MARCO ANTONI

México, D. F.

cional de  Estudios Prolesionales

“«ZARAGOZAY

d

RACION DE TRES TECNICAS
N DE INTERCAMBIO DE
ANAS (ICH) «IN VIVO «

S 15

tar por el Titulo de:
1ACEUTICO BIOLOGO

S EN T A

O SANCHEZ SANCHEZ

1986




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



So'
60'

CONTENTDO,

' Pas,
INTRODUCCIONIICIIIllllllllllllllll!lllol‘llllllll 2
I. 1. Concerto DE INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS,
I. 2. TinciON DIFERENCIAL.

I, 3. INCORPORACION DE 5-BROMO-2~DEOXIURIDINA A LA -
CéLuLa,

1. 4, APLlCACébN DEL lNTEﬁCAMBlO DE_CROMATIDES HERMA-

NAS EN EsTuDIOS DE MuTAGENos QuEMicos.
OBJETIVOSIOOIIllllllll?llllll.lllllll.llilllllll 23
MATERIALYMETODOSCIII'..I.III.! lllll I’l.l.llllll 25

RESULTADOS. v v v oo vuniianensarsntsosnrsnnssssssers HO
4, 1. ANALisis DE TABLETAs. L '

4, 2. TINCION DIFERENCIAL,

4, 3, PROLIFERACION CELULAR,

4, 4, INTercamB10 DE CROMATIDES HERMANAS.

y

. 5. INTERCAMBIO DE CROBATIDES HERMAMAS Y PROLIEE-
RACION CELULAR EN PRESENCIA DE MITOMICINA C.

4, 6. UtiLizacion DTEUTROS PARAMETROS PARA LA EVALUA-

CION DE CADA TECNICA, .
DISCUSIONI.II!Ilollll.l..lllllllll!l!lll’.lll.lll 71
RESUMEN Y CONCLUSIONES..... e e cieer 87

» BlBLIOGMFIA lllll LR R B B B N N B BN BN DTN RN R I N RN RO B I B AN B AN A AN N AN | 9],



I. INTRODUCCION,



I. I. CoNCEPTO DE INTERCAMBIO DE CROMATIDES HERMANAS,

A PARTIR DEL DESCUBRIMIENTO DEL INTERCAMBIO DE CROMATIDES
HERMANAS (ICH) POR TAYLOR (1958), ESTE ASPECTO HA ALCANZADO UNA
GRAN IMPORTANCIA EN EL ESTUDIO GENOTOXICOLOGICO DEBIDO A SU SEN
SIBILIDAD Y FACIL INTERPRETACION.

AL ICH sE LE bEFlNE.cono EL RECAMBIO DE SEGMENTOS DE ADN
ENTRE LAS DOS CROMATIDES DE UN CROMOSOMA Y DURANTE EL CUAL CADA
UNA DE LAS CADENAS DEL SEGMENTO DE ADN INTERCAMBIADO SE UNE A
LA CADENA SIMILAR DE LA CROMATIDE HERMANA, ESTE EVENTO SE PUE-
DE VISUALIZAR MEDIANTE LA INCORPORACION DE TIMIDINA TRITIADA,
(H3)TDR; 0 CON LA INCORPORACION DE ANALOGOS DE TIMIDINA (BROMO-
DEOXIURIDINA, BRDU), EN POR LO MENOS DOS CICLOS DE REPLICACION
DEL ADN, CON EL POSTERIOR TRATAMIENTO DE TECNICAS AUTORRADIO~
GRAFICAS O TINTORIALES (NAKANISHI Y SCHNEIDER, 1979),

LA oBTENCION DEL ICH OBEDECE AL MODELO DE REPLICACION
SEMICONSERVATIVA DEL ADN PROPUESTO POR WATSON v Crick (1953),
EN LA CUAL LAS DOS CADENAS COMPLEMENTARIAS DE LA MOLECULA DE
ADN SE SEPARAN Y CADA UNA DE ELLAS SIRVE COMO MOLDE PARA LA
SINTESIS DE UNA NUEVA, SIENDO EL RESULTADO FINAL DEL PROCESO
LA PRODUCCION DE DOS MOLECULAS IGUALES DE ADN A PARTIR DE LA
MOLECULA ORIGINAL (FIGURA No, I.)



'FIGURA Nol Replicacién Semiconservativa del ADN.



EN UN PRINCIPIO, SUBSECUENTE AL DESCUBRIMIENTO DEL ICH,
NINGON INVESTIGADOR PROPUSO UN MECANISMO ADECUADO Y CONVINCENTE
PARA EXPLICARSE DICHO EVENTO, As! PuEs, KATo (1973) SUGIERE UNA
POSIBLE RELACION ENTRE ICH v REPARACION CELULAR DEBIDO A SUS OB-
SERVACIONES CON LA CAFEINA, LA CUAL ES UN INHIBIDOR DE LOS MECA
NISMOS DE REPARACION POST-REPLICACION, YA QUE OBSERVO QUE SE RE
DUCIA EL NOMERO DE ICH INDUCIDOS POR LA LUZ U.V. Y SE INCREMEN-
TABA LA FRECUENCIA DE RUPTURAS, DELECIONES : E INTERCAMBIOS DE
CROMATIDES HOMOLOGOS.

BENDER Y COLABORADORES (1974) SUGIEREN QUE EL ICH PUEDE
ESTAR RELACIONADO A UN MODELO DE REPARACION RECOMBINANTE, ESTE
INVESTIGADOR TAMPOCO PROPUSO UN MECANISMO ESPECIFICO, ONICAMEN-
TE ILUSTRO GRAFICAMENTE AL ICH COMO EL ENTRECRUZAMIENTO DE UNA
HEBRA SENCILLA DE POLARIDAD PARALELA DE CROMATIDES OPUESTAS POR
ARRIBA Y ABAJO DEL INTERCAMBIO. POR LO TANTO, ESTA ILUSTRACION
MARCO EL PRIMER ESBOZO PARA FORMULAR EL MECANISMO DEL ICH BASA-
DO EN LA RECOMBINACION DE UNA CADENA seuchLA; POR LO CUAL SE
LE CONSIDERO AL INTERCAMBIO DE CROMATIDES HERMANAS COMO LA TRANS
FERENCIA FISICA DE UNA HEBRA SENCILLA DE UNA CADENA DOBLE A
OTRA,

MIENTRAS TANTO, KATO (1974c), WOLFF Y PERRY (1975 ELABO-
RARON ESTUDIOS BIOQUIMICOS DETALLADOS DE REPARACION POST-REPLI-
CACION Y REPARACION EN EL .ENTRECRUZAMIENTO, INDICADO QUE LOS SEG
MENTOS RECOMBINADOS DE HEBRAS SENCILLAS EN ESTOS PROCESOS DE



REPARACION, ESTAN GENERALMENTE LIMITADOS A PEQUENAS SECUENCIAS
DE MENOS DE 5000 BASES,

DE WEERD~KASTELEIN Y COLABORADORES (1977), MIDIERON LA
INDUCCION DE ICH POR LuZ U.V, EN CELULAS NORMALES Y CELULAS
CON_XERODERMA PI1GMENTQSUM, ENCONTRANDO QUE NO HABIA RELACION
CONCLUYENTE ENTRE LA HABILIDAD DE LA CELULA PARA REALIZAR RE-
PARACION POR ESCISION Y LA PRODUCCION DE INTERCAMBIO DE CROMA
TIDES HERMANAS, EN ESTOS TRABAJOS, ELLOS TAMBIEN ENCONTRARON
QUE LA FRECUENCIA DE ICH NO DIFER[IA ENTRE LAS CELULAS NORMA-
LES Y ANORMALES, ESTAS CONCLUSIONES HICIERON OBVIO GUE MANI-
FEROS CON MENOCANISMOS DE REPLICACION DEL ADN CONOCIDOS, NO
MOSTRARON SER PARTICIPANTES ACTIVOS EN EL PROCESO DE PRODUC-
‘c10n DE ICH, AsIMISMO, SE HA OBSERVADO QUE EL NOMERO DE LESIQ
NES DEL ADN ES MUCHO MAYOR QUE EL NOMERO DE ICH; DE ACUERDO CON
ESTO, EL NGMERO DE ICH ES CERCA DE 1/20000 CON RESPECTO AL
NOMERO DE DIMEROS INDUCIDOS POR LUZ U,V, EN EL ADN, ESTO SUGIE
RE QUE EL ICH ES UNA SECUENCIA DE REARREGLOS MOLECULARES QUE
INVOLUCRAN REGIONES DE ADN MucHO MAS GRANDES QUE EL MISMO SITIO
DE DAR0 (ReynoLDs Y CoL., 1979),

EN LOS OLTIMOS ANOS SE HAN SUGERIDO MECANISMOS ALTERNOS
PARA EXPLICARNOS EL INTERCAMBIO DE CROMATIDES HERMANAS, Y FUE
PAINTER (1980) QUIEN PROPUSO UNO DE LOS MODELOS QUE ES EN LA



ACTUALIDAD AMPLIAMENTE ACEPTADO,

EL MECANISMO DE PAINTER DESCANSA SOBRE LOS DESCUBRIMIEN-
TOS REALIZADOS POR COOCK Y BRAZELL (1975), QUIENES IDENTIFICARON
A LA SuB-UNIDAD SUPERENROLLADA CROMOSGMICA COMO LA RESPONSABLE
DEL CONTROL DE LA REPLICACION DEL ADN, EN ESTA TEORIA SE INTRQ
DUJO EL TERMINO AGRUPAMIENTO DE REPLICACION (CLUSTER), EL CUAL
DIRIGE LA REPLICACION DEL ADN.

LA PROPOSICION HECHA POR PAINTER NOS DICE QUE EL ADN cON-
TIENE AGRUPAMIENTO DE REPLICACION, LOS CUALES SE VAN REPLICANDO
ALTERNATIVAMENTE SIGUIENDO LA HORQUILLA DE REPLICACION, ESTE -
EVENTO SE VE AFECTADO POR AGENTES QUE DARAN AL ADN, OCASIONAN-
DO QUE LA REPLICACION SE DETENGA O QUE DISMINUYA SU VELOCIDAD,
€STO ORIGINA QUE UN "AGRUPAMIENTO"” SE REPLIQUE COMPLETAMENTE Y
OTRO LO HAGA DE MANERA INCOMPLETA. DEBIDO A QUE UN AGRUPAMIEN

TO SE REPLICA COMPLETAMENTE Y EN EL SUBSECUEN*E SE DETIENE LA
REPLICACION, OCASIONA QUE LA CADENA DOBLE SE ROMPA DESPUES DE
CONCLUIDA LA REPLICACION, EN ESTE MECANISMO PARTICIPAN TODAS
LAS ENZIMAS RESPONSABLES DE LA REPLICACION COMO SON HELICASAS,
TOPOISOMERASAS Y PROTEINAS DESESTABILIZADORAS DE LA HELICE ENTRE
OTRAS,

SE SUPONE QUE LA ENZIMA QUE SE VE AFECTADA DIRECTAMENTE



EN LA INDUCCION DE ICH €S LA PRIMASA II,

DesPuEs QUE LA CADENA DOBLE SE ROMPE, EXISTE UNA UNION
ENTRE AMBAS CADENAS, LA HIJA Y LA MADRE, LAS CUALES DEBEN TE-
NER UNA POLARIDAD ADECUADA PARA LA UNION DEL ADN; ES Aqul DON
DE SE LLEVA A CABO EL ICH, INTERVINIENDO ADN HOMOLOGO., LA
POSTERIOR UNION DE LAS HEBRAS DE ADN POR PROCESOS CONOCIDOS,
COMPLETAN LA FORMACION DEL ICH,

CABE MENCIONAR QUE LAS CADENAS QUE SE UNEN SON LA HIJA
'DE UN AGRUPAMIENTO REPLICADO CON LA QUE TIENE EL AGRUPAMIENTO
NO REPLICADO., ESTE MECANISMO EXPLICA LA FORMACION DEL ICH v
A LA VEZ EL PAPEL QUE JUEGAN LOS AGENTES QUE DARAN AL ADN,
COMO LO SON LOS CARCINGGENOS Y MUTAGENOS (FIGURA No. 2),

LA EVIDENCIA DEL ICH SE REALIZA, COMO YA SE MENCIONO, ME
DIANTE LA INCORPORACION DE (H)TOR o ANALOGOS DE TIMINA (BRDU
0 IDU), LOS CUALES SE INTEGRAN EN POR LO MENOS DOS CICLOS CE-
LULARES, OCASIONANDO QUE LAS HEBRAS DE ADN HIJAS SE INCORPO-
REN EL COMPUESTO, Y LAS HEBRAS DE ADN MADRES CONSERVEN SUS
CARACTERISTICAS ORIGINALES, ESTO DETERMINA QUE LOS CROMOSOMAS
DE SEGUNDA DIVISION CELULAR POSEAN UNA CROMATIDE QUE INCORPORA
AL ANALOGO Y OTRA QUE NO LO HACE (MODELO SEMICONSERVATIVO DEL
ADN) ,
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FIGURA Noll Recombinacién de Ia doble cadena eomo
uns funeién entre agrupamientos de repli cacion.
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PRECISAMENTE DESPUES DE OCURRIR EL MECANISMO DEL ICH SE
VAN.A ENCONTRAR EN LA CROMATIDE QUE INCORPORG ANALOGO, FRAG-
MENTOS DE ADN QUE PERTENECIAN A LA OTRA CROMATIDE Y VICEVER
SA, ESTO OCURRE EN LA MISMA POSICION CROMOSOMICA Y ENTRE CRQ
MOSOMAS HOMOLOGOS. SU POSTERIOR TRATAMIENTO CON TECNICAS
AUTORRADI OGRAFICAS O TINTORIALES, HACE VISIBLE MICROSCOPICA-
MENTE DICHO EVENTO,

1.2, TINCION DIFERENCIAL,

EL INTERCAMBIO DE CROMATIDES HERMANAS SE IDENTIFICA EN
EL LABORATORIO MEDIANTE LA INCORPORACION DE ANALOGOS DE BASE
O TIMIDINA (H)TDR, LOS PRIMEROS ESTUDIOS REALIZADOS PARA LA
OBTENCION E IDENTIFICACION DE ICH FUERON ELABORADOS CON LA
AYUDA DE TECNICAS AUTORRADIOGRAFICAS,DE CROMOSOMAS MARCADOS
con (H)TDR (TAYLOR, 1958), LAS CUALES SE REALIZABAN HACIENDO
CORTES DE TEJIDOS DE APROXIMADAMENTE 6 MICRAS DE DIAMETRO, 0
MEDIANTE LA OBTENCION DE CELULAS IN VIVO O IN VITRO, EXAMINAN
DOSE LOS NOCLEOS O LOS CROMOSOMAS DE CELULAS METAFASICAS RES-
PECTIVAMENTE,

SIN EMBARGO, CON EL ADVENIMIENTO DE TECNICAS PARA LA OB-
TENCION DE TINCION DIFERENCIAL DE CROMATIDES HERMANAS UTILIZAN
DO LA INCORPORACION DE 5-BROMO-2-DEOXIURIDINA (BrRDPU) como UN
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ANALOGO DE BASE, LAS TECNICAS AUTORRADIOGRAFICAS FUERON RELEGA-
DAS A UN SEGUNDO TERMINO,

VARIOS INVESTIGADORES OBSERVARON LA UTILIDAD DE LA BRrDU
PARA DEMOSTRAR LA INDUCCION DE DANO GENETICO OCASIONADO POR DI-
FERENTES AGENTES, LO CUAL OCURRIA MEDIANTE LA INCORPORACION DE
BRDU EN LA SINTESIS DE ADN, SE OBSERVO QUE LAS CELULAS EXHI-
BIAN UN FENOMENO DESCRITO COMO HETEROPICNOSIS NEGATIVA (HUANG,
1967), EN EL CUAL UNA CROMATIDE HERMANA SE TERIA MENOS INTENSA-
MENTE QUE LA OTRA. |

POSTERIORMENTE, ALGUNOS INVESTIGADORES MOSTRARON EN SUS
EXPERIMENTOS EL PAPEL QUE JUEGA LA BRDU PARA LA DETECCION DE
SINTESIS DE ADN, LA CUAL SE BASG SOBRE LA PREMISA DE QUE UN ATQ
MO ALTAMENTE POLARIZABLE TAL COMO EL BROMURO, COMO PARTE DE LA-
BASE ANALOGA 5-BROMO-2-DEOXIURIDINA, PUEDE ALTERAR LA FLUORES-
CENCIA DE COLORANTES UNIDOS AL ADN (LATT, 1973), DANDO LA PRO-
PIEDAD ESTERICA Y LAS INTERACCIONES ELECTRONICAS, SIENDO POSI-
BLEMENTE LA CAUSA DE LA DISMINUCION DE LA TINCION EN UNA DE LAS
DOS CROMATIDES HERMANAS,

GALLEY Y PURKEY (1972) MENCIONARON OVR0 EFECTO RELACIONA-
DO CON LA BRDU SOBRE LA DISMINUCION DE LA FLUORESCENCIA DE COLO
RANTES DE ACRIDINA., LATT (1973), ENSAYO VARIOS COLORANTES TALES



COMO QUINACRINA, ANARANJADO DE ETIDIO, ANARANJADO DE ACRIDINA,
PROFLAVINA Y HOECHST 33258 PARA EVIDENCIAR LA PRESENCIA DE ICH

EN CROMOSOMAS, AS! TAMBIEN OTROS INVESTIGADORES UTILIZARON EL
HOECHST 33258 PARA TENIR CELULAS VIVAS (LAMMLER Y SCHUTZE, 1969;
HILMING, 1970; HILMING Y GROPP, 1972), DEMONOSTRADO QUE SE INCRE
MENTA LA FLUORESCENCIA DE LA HETEROCROMATINA EN CROMOSOMAS DE
ROEDOR, COMPROBANDO QUE LA SUBSTITUCION CON BRDU ES LA MAS SENSIBLE,
EFECTOS MENORES FUERON OBSERVADOS CON ANARANJADO DE ACRIDINA Y
PROFLAVINA, OBéERVANDO QUE LA QUINACRINA Y EL ANARANJADO DE ETIDIO
ERAN RELATIVAMENTE SENSIBLES PARA BRDU.

DE ESTA MANERA SE CONSIDERO COMO MAS ADECUADO EL USO DEL
COLORANTE HOECHST 33258 PARA OBTENER LA TINCIGN DIFERENCIAL DE
CROMOSOMAS, LA CUAL SE DETECTABA POR MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA
(LATT, 1974 A,B) 0 POR FLUJO CITOMETRICO (LATT, 1977A) CON O SIN
FIJACION DE CELULAS. .

SE HA OBSERVADO QUE LA FLUORESCENCIA DEL HOECHST 3325& ES
PH DEPENDIENTE, SIENDO 7.0 EL OPTIMO, LO CUAL SE REFLEJA EN UNA
REDUCCION CUANTICA DEL COLORANTE FLUORESCENTE, LA MAYOR DESVEN-
TAJA PARA EL USO DEL HOECHST 33258 ES LA RAPIDA PERDIDA DE LA
IMAGEN DE FLUORESCENCIA, LA CUAL PRODUCE PEQUENOS CAMBIOS EN LA
CROMATINA, TORNANDOSE OBSCURA,

POSTERIORMENTE OTRAS PERSONAS REALIZARON INVESTIGACIONES



EN LAS CUALES UTILIZABAN DERIVADOS DEL HOECHST 33258 (BISBENCIML
DAZOL), LOEWE Y URBANIETZ (1974); LATT Y STENFTEN (1976), ENCON-
TRANDO QUE LOS DERIVADOS TAMBIEN ERAN SENSIBLES A LA BROMODEOXIU-
RIDINA,

Asf, LOS DISTINTOS ENSAYOS DEMOSTRARON QUE LA DETECCION DE
LA BRDU QUE SE ENCONTRABA COMO SUBSTITUYENTE EN CROMOSOMAS META-
FASICOS MEDIANTE LA UTILIZACION DE HOECHST, PODIA SER USADO PARA
ESTUDIAR REPLICACION DE ADN, CINETICA Y PROLIFERACION CELULAR,
ASIMETRIA LATERAL O FORMACION DE ICH (LATT, 1974B; LIN V¥ coL.,
1974; LATT Y coL., 1974; LATT, 1975; LATT, 1976; LATT, 1978),

TAMBIEN SE UTILIZARON METODOS ALTERNATIVOS DE FLUORESCENCIA
PARA DETECTAR LA INCORPORACION DE BRDU, LOS CUALES INVOLUCRAN EL
USO DE 4;6-DIAMINO-2-FENILINDOL (DAPI), EL CUAL PRESENTA UNA
FLUORESCENCIA PARECIDA A LA DEL HOECHST 33258 (LIN Y ALFL, 19765
LIN Y coL., 1977), EXCEPTO QUE LA TRANSICION CUANTICA OCURRE EN
UN GRAN RANGO DE PH,

EN ESE TIEMPO SE DEMOSTRO QUE LOS CROMOSOMAS DE CELULAS
CULTIVADAS EN PRESENCIA DE BRDU 0 IDU EXHIBIAN DIFERENCIACION DE
CROMATIDES HERMANAS CUANDO SE TINERON CON GIEMSA (IKUSHIMA Y WOLFF,
1974),

PERRY v WOLFF (1974) OBSERVARON QUE EL CONTRASTE ERA AMPLIA-
MENTE INCREMENTADO SI LA TINCION CON GIEMSA ERA PRECEDIDA CON



TINCION POR HOECHST 33258, ILUMINANDO CON LUZ AMBIENTAL E -
INCUBANDO A 65°C EN SOLUCION AMORTIGUADORA SALINA DE CITRATOS,
EN LA FIGURA No, 3 SE OBSERVA EL ASPECTO DE LOS CROMOSOMAS QUE
ESTUVIERON EN PRESENCIA DE BRDY), SEGUIDAMENTE TRATADOS POR LA
TINCION DIFERENCIAL DE LOS AUTORES ANTERIORMENTE MENCIONADOS.

UNA EXTENSA VARIEDAD DE EXPERIMENTOS HAN SIDO UTILIZADOS
PARA INVESTIGAR LAS BASES DE LOS PROCEDIMIENTOS BRDU-GIEMSA,

UNA PROPUESTA INDICA QUE LA DEGRADACION FOTOSENSIBILIZADA
Y LA ELUCION DE ADN SuBSTITUIDA CON BRDU' CONTRIBUYE AL CONTRASTE

DE LA TINCION, UN SEGUNDO ESTUDIO SOBRE LAS PROTEINAS CROMOSO-
MICAS INDICO QUE PUEDEN SER MODIFICADAS DE MANERA DEPENDIENTE

DE LA BRDU DURANTE LOS PROCEDIMIENTOS CITOLOGICOS,
o

GoTo v coL., (1975 vy 1978), MOSTRARON QUE UNA VARIEDAD DE
COLORANTES UNIDOS AL ADN SE PODIAN USAR EN LUGAR DEL HOECHST
33258 PARA FOTOSENSIBILIZAR LA DIFERENCIACION DE CROMATIDES -
HERMANAS, As! PUES, DESDE HACE VARIOS AROS SE HA VENIDO USANDO

- LA TECNICA HOECHST-GIEMSA, LA CUAL FUE MODIFICADA POR GOTO A

PARTIR DE LA ORIGINAL DE PERRY Y WOLFF,

1,3, INCORPORACION DE 5-BROMO-2-DEOXIURIDINA A LA CELULA,
Los SISTEMAS PARA OBTENCION DE ICH TANTO COMO PARA LA
INCORPORACION BRDU' SE HAN DIVIDIDO EN DOS GRUPOS: A) TECNI-
CAS INVITRO Y B) TECNICAS IN VIVO,
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A) LAS TECNICAS IN VITRO SE BASAN EN LA ADMINISTRACION
DE BRDU A CULTIVOS CELULARES (LATT, 1974; PERRY Y EVANS,1375 STETKA
Yy WoLFF, 1976A, 1976B), SIENDO LOS MAS EMPLEADOS EL CULTIVO DE
LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA Y CULTIVO DE FIBROBLASTOS. OTRO
TIPO DE SISTEMAS IN VITRO REQUIEREN ACTIVACION METABOLICA CON
EL FIN DE METABOLIZAR LAS SUSTANCIAS A ENSAYAR Y QUE DE ESTA
MANERA SE OBTENGAN LOS METABOLITOS QUE DE ALGUNA MANERA PUDIERAN
SER ACTIVOS PARA CAUSAR UN AUMENTO EN EL NOMERO DE ICH, coMo
ES EL CASO DE LA DIETILNITROSAMINA, LA CUAL ES UN COMPUESTO QUE
REQUIERE DE ACTIVACION METABOLICA PARA OCASIONAR UN EFECTO INDUC
TOR DE ICH; OTROS SISTEMAS NECESITAN DE PREEXPOSICION DE LOS
AGENTES QUIMICOS A PREPARACIONES MICROSOMALES DE HIGADO DE RATA
(STETKA Y WOLFF, 1976A; NATARAJAN Y TATES, 1976); 0 POR ADICION
DE LOS AGENTES QUIMICOS AANIMALES QUE SIRVEN COMO HUESPED MEDIADOR
DE LA ACTIVACION, Y POSTERIORMENTE SE OBTIENEN LOS PRODUCTOS
METABOLICOS DE LAS CELULAS HUESPED PARA REALIZAR UN CULTIVO
CELULAR EN PRESENCIA DE BRDU (STETKA Y WOLFF, 1976B).

B) EN LOS SISTEMAS IN VIVO, UNA GRAN VARIEDAD DE TEJIDOS
PUEDEN SER EXAMINADOS, INCLUYENDO AQUELLOS QUE SON NORMALMENTE
ESENCIALES (CELULAS DE HIGADO) Y PRECURSORES DE CELULAS GERMINA
LES,

AST TAMBIEN, UNA GRAN VARIEDAD DE ALTERNATIVAS PUEDEN



SER EXAMINADAS PARA ENSAYOS DE EXPOSICION A QuIMICOS, POR OTRA
PARTE, ES IMPORTANTE QUE POR LLEVARSE A CABO LOS PROCESOS DE AC
TIVACION 0 INACTIVACION DE MUTAGENOS Y CARCINGGENOS IN VIVO, POR

TAL MOTIVO SUS EFECTOS PUEDEN SER EXAMINADOS MAS DETALLADAMENTE
QUE IN VITRO,

LAS INVESTIGACIONES INICIALES PARA ESTOS SISTEMAS IN VIVO
FUERON REALIZADOS POR BLOOM Y Tsu (1975) EN EMBRIONES DE POLLO,
INYECTANDO BRDU DENTRO DE HUEVOS DE POLLO QUE FUERON INCUBADOS
Y A LOS QUE SE INYECTO COLCEMIDA ANTES DEL SACRIFICIO, ESTE
PROCEDIMIENTO PRODUJO TINCION DIFERENCIAL CONSTANTE A CONCENTRA
CIONES DE BRDU DE CERCA DE 12,5 MG/EMBRION,

Los SISTEMAS IN VIVO TAMBIEN HAN SIDO ESTUDIADOS EN PLAN-
TAS, SISTEMAS ACUATICOS, CELUAS DE MEDULA OSEA, CELULAS GERMINA-
LES, CELULAS DEL BAZO0, MACROFAGOS DE PULMON, MUCOSAS DE POLLO
Y CELULAS FETALES. LA ADMINISTRACION DE BRDU EN SISTEMAS DE
MAMIFEROS HA SIDO OBSTACULIZADA POR LA DESHALOGENACION DE LA BA
SE ANALOGA EN EL HIGADO, PARA EVITAR ESTA DEGRADACION, SE HAN
DESARROLLADO METODOS ESPECIALES PARA MANTENER LA BRDU EN EL
PERIODO DE SINTESIS DE ADN, ESTOS INCLUYEN PRIMERAMENTE LA
INYECCION MOLTIPLE; LA CUAL SE REALIZA MEDIANTE EL MARCADO DE
CROMOSOMAS DE MAMIFEROS POR INYECCIONES INTRAPERITONEALES DE
BRDU CADA HORA, SEGUIDO POR UN PERIODO DE OBSERVACION Y POSTE-
RIORMENTE UNA INYECCION FINAL DE COLCHICINA (ALLEN Y LATT,

re



*

1976A,B; VOGEL Y BAUKNECHT, 1976), SIENDO EL NOMERO TO
TAL DE INYECCIONES DE 6 A 14, Y LA OBSERVACION CROMOSGMICA
PRINCIPALMENTE EN CELULAS DE MEDULA OSEA Y ESPERMATOGONIA DE
RATON.

POR ESE TIEMPO TAMBIEN SE DESARROLLO OTRA TECNICA, LA
CUAL CONSISTE EN UNA INFUSION CONTINUA DE BRDU, OBTENIENDOSE
RESULTADOS MAS CONSISTENTES, SE REALIZA MEDIANTE LA INFUSION
INTRAVENOSA DE BRDU A LA COLA DE RATAS O RATONES INMOVILIZA-
DOS POR UN APARATO ESPECIAL LLAMADO RESTRICTOR DE BOLLMAN,
DE ESTA MANERA SE EVITA TRAUMATIZAR AL ANIMAL Y SE PERMITE
"UNA VELOCIDAD CONSTANTE DE FLUJO DE LA BROMODEOXIURIDINA, SE
ENCONTRO QUE DOSIS DE BRDU ENTRE 10 Y 15 MG/HR PRODUCEN RESUL-
TADOS CONSISTENTES PARA ANALISIS DE ICH EN AMBAS ESPECIES DE
ROEDORES (PERA Y MATTIAS, 1976),

Es7n TENICA SE PUEDE REALIZAR CON INFUSION SUBCUTANEA
(PERA Y MATTIAS, 1976) 0 INFUSION INTRAVENOSA (SCHNEIDER,
CHAILLET vy Tice, 1976),

, LA NECESIDAD DE MANTENER NIVELES APRECIABLES DE 5-BROMO~2-
DEOXIURDINA EN SANGRE PERIFERICA, LLEVO A DESARROLLAR OTRAS
TECNICAS QUE CUMPLIERAN CON DICHOS FINES. ASI, SE ENCONTRO

QUE [CA IMPLANTACION DE TABLETAS DE BRDU MANTENIAN NIVELES SAN-



GUINEOS APRECIABLES PARA OBTENER UNA MARCADA DIFERENCIACION
DE CROMOSOMAS DE MAMIFEROS (ALLEN v coL, 1978),

ESTA TECNICA CONSISTE EN LA IMPLANTACION SUBCUTANEA DE UNA
TABLETA DE BRDU EN UN COSTADO DEL CUERPO DEL RATON, CON LA POS-
TERIOR SUTURA O ENGRAPADO DE LA ABERTURA POR LA CUAL SE INTRO-
DUJO LA TABLETA,

ORIGINALMENTE SE UTILIZABA ONICAMENTE UNA TABLETA DE 55MG
DE BRDU, PERO SE OBSERVO POSTERIORMENTE., QUE SI SE CUBRIAN ESTAS
TABLETAS CON PARAFINA (MCFEE Y cOL.,1983), o BACTO AcAR (KING Y
COL., 1982) SE REDUCTA LA CANTIDAD DE BRDU UTILIZADA, COMO TAM-
BIEN SE MANTENTA UNA CONCENTRACION SANGUINEA ADECUADA DEBIDO A
LA LIBERACION GRADUAL DE BRDU PROVOCADA POR LAS DIFERENTES CU-
BIERTAS UTILIZADAS,

TAMBIEN SE HA VENIDO DESARROLLANDO OTRA TECNICA QUE UTILL
ZA LA ELABORACION DE TABLETAS DE 5-BROMO-2-DEOXIURIDINA COMBINA
DA CON COLESTEROL (MORALES, 1984) A DIFERENTES PROPORCIONES,

OTRA TECNICA PARA LA INCORPORACION DE BRDU IN VIVO, CON-
SISTE EN LA ELABORACION DE UNA SOLUCION DE BRDU, LA CUAL ES AD-
SORBIDA A CARBON ACTIVADO (MORALES, 1980). ESTA SOLUCION SE AD-
MINISTRA INTRAPERITONEALMENTE A LOS ANTMALES DE' LABORATORIO,
PROPORCIONANDO UNA LIBERACION SOSTENIDA DEL ANALOGO, LA CUAL
PERMITE UNA BUENA DIFERENCIACION DE CROMATIDES,

OTRAS TENICAS UTILIZADAS IN VIVO SON: INYECCION DE UNA



SOLUCION DE BRDU A PECES (KLIGERMAN Y BLOOM, 1976), CON LA
POSTERIOR OBTENCIGN DE CROMOSOMAS METAFASICOS EN UN LAPSO DE
2 A 10 DIAS DESPUES DE HABER SIDO ADMINISTRADA LA SOLUCION,
EXAMINANDOSE CELULAS DE INTESTINO, RINON, ESCAMAS Y BRANQUEAS.

EL DESARROLLO Y OPTIMIZACION DE TODAS LAS TECNICAS MEN-
CIONADAS, SE HAN HECHO CON EL FIN DE LOGRAR UNA MAYOR SENSI-
BILIDAD DE LA TECNICA, Y PARA DAR CONFIABILIDAD A LA LECTURA
E IDENTIFICACION DEL ICH Y UTILIZARLO CON LA CERTEZA DE QUE
ES UN PARAMETRO CONFIABLE EN ESTUDIOS DE GENOTOXICIDAD,

1.4, ApLICACION DEL INTERCAMBIO DE CROMATIDES HERMANAS
EN EsTuD10S DE MUTAGENOS QuIMIcCoOS.

EL FENOGMENO DEL ICH ES UN EVENTO GENETICO INTERESANTE
'QUE SE OBSERVA EN CROMOSOMAS METAFASICOS AON CUANDO SU MECA-
NISMO DE ACCION NO ES BIEN CONOCIDO, EL HECHO DE QuE EL ICH
SE PRODUZCA, YA SEA ESPONTANEAMENTE O POR INDUCCION POR VAR1OS
AGENTES, ES EN S1 MISMO IMPORTANTE,

EN TAL FENOMENO SE VE INVOLUCRADO DANO Y/O REPARACION
BILATERAL DE ALGUNOS LOCI EN LOS CROMQSOMAS, LO CUAL PRESENTA
LA OPORTUNIDAD PARA LA MODIFICACION DE LA ESTRUCTURA CROMOSO-
MICA Y/0 SU FUNCION,

EL ICH' PUEDE SER OCASIONADO POR UN NOMERO CONSIDERABLE



DE AGENTES QUIMICOS, VIRALES Y FISICOS, LOS CUALES INCREMEN-
TAN SU INCIDENCIA EN CELULAS NORMALES,

LAS ASEVERACIONES ANTERIORES DESCANSAN SOBRE LOS RESUL-
TADOS OBTENIDOS, TANTO EN SISTEMAS IN VIVO COMO IN VITRO., CON
EL FIN DE ENCONTRAR UNA éORRELAClON ENTRE EL ICH Y LA POTEN-
CIAL MUTAGENO/CARCINOGENICIDAD DE DIVERSOS AGENTES,

SE HAN ENCONTRADO QUE EL ICH ES UN VALOR PREDICTIVO OTIL
COMO INDICE DE MUTAGENICIDAD Y CARCINOGENICIDAD PARA ESTUDIAR
AGENTES QuIMICOS Y FIsicos (ABE Y SASAKI, 1977A,B),

UN EJEMPLO DE LA RELACIGN EXISTENTE ENTRE EL ICH Y LOS
COMPUESTOS CARCINOGENICOS Y MUTAGENICOS, AS! COMO. SU IMPORTAN
CIA PARA MEDIR DICHOS EFECTOS FUE REALIZADO POR KRAM Y cOL,
(1979), QUIENES OBSERVARON QUE EL INTERCAMBIO DE CROMATIDES
HERMANAS SE INCREMENTA AL AUMENTAR LA DOSIS DE MITOMICINA C
(MMC).  EL NOMERO DE ICH SE VE ALTAMENTE AFECTADO POR EL
AGENTE QUIMICO, YA QUE LA LINEA BASAL SE MUESTRA DEPENDIENTE
DE LA ADMINISTRACION DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE MMC A
RATONES DE LABORATORIO (FIGURA No.4),

ESTA CARACTERISTICA SE HA OBSERVADO CON YARIOS COMPUES~
TOS, TALES COMO METIL-METANOSULFONATO (NATARAJAN Y cOL., 1983);
7,12-DIMETIL BENC(A)ANTRACENO (SINGH Y cOL,, 1983); CicLOFOS~
FAMIDA (MORALES, 1980): LOS CUALES PROBARON SER MUTAGENOS E



INDUCTORES DE ICH, DEBIDO A LO CUAL SE CONSIDERA AL ICH
COMO UNA HERRAMIENTA DE SUMA IMPORTANCIA PARA DETERMINAR EL
POTENCIAL MUTAGENICO Y CARCINOGENICO DE AGENTES AMBIENTALES,
ESPECIFICAMENTE LOS QUIMICOS YA QUE EL OBJETO DE ESTUDIO ES
PRINCIPALMENTE GENOTOXIcOLOGICO,
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2, OBJETIVOS



1.- IMPLEMENTAR TRES TECNICAS PARA EL ESTUDIO DEL INTER-
cAMBIO DE CROMATIDES HERMANAS IN VIVO,

DE MANERA PARTICULAR ANALIZAR EL PROCESO PARA INCORPORA-
CION DE 5-BROMO-2~DEOXIURIDINA CON LAS SIGUIENTES VARIANTES.

A) TABLETAS DE BRDU CUBIERTAS PARCIALMENTE CON PARAFINA,
B) TABLETAS DE BRDU EN COMBINACION CON COLESTEROL,
¢) TABLETAS DE BRDU CUBIERTAS CON AGAR,

2.- HACER UNA EVALUCION COMPARATIVA DE LOS RESULTADOS
OBTENIDOS EN CADA TECNICA,

A) CALIDAD DE LA TINCION DIFERENCIAL,
B) FRECUENCIA BASAL DEL ICH.
C) PROLIFERACION CELULAR,

D) CARACTERISTICAS METODOLOGICAS Y ECONGMICAS CORRESPON-
-DIENTES A CADA TECNICA,

3.- DE ACUERDO AL RESULTADO DEL ANALISIS ANTERIOR SE
HARA UNA JERARQUIZACION DE LAS TECNICAS, ELIGIENDOSE LA MAS
ADECUADA PARA EL TRABAJADO DEL LABORATORIO,

4,- VERIFICACION DEL COMPORTAMIENTO DE CADA TECNICA
USANDO UN MUTAGENO CONOCIDO COMO ES LA MITOMICINA C,



3, WATERIAL Y METODOS,



3,1.- MATERIAL BIOLOGICO:

60 RATONES MACHOS, CEPA NIH (SW), CON UN PESO ENTRE
20 Y 256, LOS ANIMALES SE MANTUVIERON EN CONDICIONES NORMALES

DE AGUA Y ALIMENTO DURANTE EL TIEMPO QUE SE REALIZ0 EL EXPERI-
MENTO,

MATERIAL No BrotbeIco:
SUSTANCIAS Y REACTIVOS,~-
5-BROMO-2~DEOXIURIDINA (SIGMA)
COLCHICINA (SI1GMA)

BACTO AGAR (D1Fco)

PARAFINA PF, 56-58°C (SIGMA)
CARBON ACTIVADO (MERCK)

COLESTEROL (SIGMA)
MiToMICINA C (MERCK)
CLORURO DE POTASIO (MERCK)
MeTANOL (MERCK)

AciDo ACETICO (MERCK)

ETanoL (MERCK)



3.2-

ETER ETILICO (MERCK)

Actpo CtTRICO (MERCK)

FOSFATO DE SobIO (MERCK)

MoNoFOSFATO DE SoDIO (MERCK) .

CoLoRANTE HoECHST 33258 (RIEDEL-DE-HAEN)

COLORANTE GIEMSA (MERCK)

EQUIPO Y MATERIAL DE VIDRIO,.-~

EQuiro DE DISECCION
BALANZA ANALITICA (METTLER)
ESTUFA (R10SA)

BARo DE AcUA (MAPSA)

CENTRIFUGA (SOLBAT)

LAMPARA DE Luz NEGRA (GENERAL ELECTRIC)
Microscorio (ZEISS)

PARRILLA DE CALENTAMIENTO (LINDBERG)
ENGRAPADORA PARA PIEL DE RATONES (CLAY Apams)

CRONOMETRO (GENERAL ELECTRIC)



DADO Y PUNZON DE ACERO

VERNIER

GRADILLA

JERINGAS CON AGUJAS No. 21 (PLASTIPAC)

JERINGAS PARA INSULINA

CHAROLA DE PLASTICO

TAPON CONCAVO DE HULE

ALGODON

TuBOS FARA CENTRIFUGA (ASSISTENT)

PIPETAS PASTEUR (CURTIN MATHESON SCIENTIFIC, INC)
PIPETAS GRADUADAS, 5ML (PYREX)

Vasos DE CopLIN, 50ML (CORNING)

VASOS DE PRECIPITADOS 100ML, SOML Y 1OML (PYREX)
EMBUDO DE VIDRIO (PYREX)

PORTAOBJETOS (KIMBLE)

CuBReORUETOs (INTRAMEDIC)

CAJA PETRI (PYREX)

S



TuBoS DE ENSAYOI(PYREX)

TuBo DE VIDRIO DE 8MM DE DIAMETRO
3.3- MEropos:

A) ELABORACION DE TABLETAS DE BRDU CUBIERTAS PARCIAL-
MENTE CON PARAFINA (METODOLOGIA MODIFICADA DE MCFEE Y coL., 1983),

1,- SE ELABORARON TABLETAS CON 4OMG DE BRrDU Y BAJO
PRESION DE 4OKG. SE USO UN DADO DE ACERO ESMERILADO DE 3.4CM
DE ALTURA Y 5,7 CM DE DIAMETRO, CON UN CONDUCTO CENTRAL DE 0.L46CM
DE DIAMETRO Y 3,4CM DE ALTURA,

LA CANTIDAD MENCIONADA SE COLOCO EN EL CONDUCTO, EN
EL CUAL PENETRO UN PUNZON DE DIAMETRO SIMILAR, SOBRE EL CUAL SE
COLOCARON 40 K6,

COMO RESULTADO SE OBTUVO UNA TABLETA COMPACTA DE
0.46cM DE DIAMETRO Y 0,17CM DE ALTURA, |

2.- LAS TABLETAS SE SUMERGIERON EN PARAFINA PREVIA-
MENTE FUNDIDA A 60°C RECUBRIENDOLAS APROXIMADAMENTE UN 70% DE
SU VOLUMEN TOTAL.

3.~ SE DEJARON SOLIDIFICAR COMPLETAMENTE DURANTE UN



DIA.
B) ELABORACION DE TABLETAS DE BRDU COMBINADAS CON COLES-
TEROL (METODOLOGIA MODIFICADA DE MORALES, 1984),

1.~ SE MEZCLARON 30MG DE BRDU Y 60MG DE COLESTEROL
EN UN TUBO DE ENSAYO HASTA SU HOMEGENIZACION,

2.~ SE UsO UN DADO DE ACERO ESMERILADO DE 2.4CM DE
ALTURA Y 5.7CM DE DIAMETRO, CON UN CONDUCTO CENTRAL DE 0,65cM
DE DIAMETRO Y 2.UCM DE ALTURA,

LA MEZCLA SE COLOCO EN EL CONDUCTO, EN EL CUAL -
PENETRO UN PUNZON DE DIAMETRO SIMILAR, SOBRE EL CUAL SE COLO-
CARON 40KeG,

COMO RESULTADO SE OBTUVO UNA TABLETA COMPACTA DE
- 0,65CM DE DIAMETRO Y 0,45CM DE ALTURA,

C) ELABORACION DE TABLETAS DE BRDU CUBIERTA CON ASAR
(METODOLOGIA MODIFICADA DE KING Y coL., 1982),

1.- SE ELABORARON TABLETAS CON 30Mc DE BRDU BAJO
PRESION DE 40Ke. SE USO UN DADO DE ACERO ESMERILADO DE 3.4cM
'DE ALTURA Y 5.7CM DE DIAMETRO, CON CONDUCTO CENTRAL DE O,L46cM
DE DIAMETRO Y 3.4cM DE ALTURA,

LA BRDU SE coLocO EN EL CONDUCTO, EN EL CUAL PENETRO
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UN PUNZON DE DIAMETRO SIMILAR, SOBRE EL CUAL SE COLOCARON
40 Ke.,

COMO RESULTADO SE OBTUVO UNA TABLETA COMPACTA DE 0,46cH
DE DIAMETRO Y 0.12CM DE ALTURA,

2,- SE PREPARO BACTO AGAR AL U,5% EN AGUA DESTILADA,
CALENTANDO CUIDADOSAMENTE HASTA DISOLVERLO COMPLETAMENTE, SE
UTILIZ6 FUEGO DIRECTO REEMPLAZANDO EL VOLOMEN DE AGUA PERDIDO
POR LA EVAPORACION, )

3.~ SE CUBRIERON. LAS TABLETAS CON TRES GOTAS DE BACTO
AGAR A 58°C POR CADA CARA, ESTA OPERACION SE REALIZO CON UNA
PIPETA PASTEUR Y SOBRE UN SOPORTE CONCAVO DE HULE,

- DESPUBS QUE SOLIDIFICG EL AGAR (30MIN), SE CORTO
EL EXCESO Y LAS TABLETAS SE GUARDARON SIN EXPONERLAS A LA LUZ,
CON UNA TEMPERATURA Y HUMEDAD AMBIENTE POR DOS DIAS,

D) ADMINISTRACION DE BRDU (TABLETAS),

1,- LAS TRES FORMAS DIFERENTES DE TABLETAS SE ADMINIS
TRARON HACIENDO UN CORTE LATERAL DE APROXIMADAMENTE ICM, DE
LONGITUD CERCA DEL MUSLO DEL RATON, EL CUAL SE ANESTESIO PREVIA-
MENTE CON ETER ETILICO DENTRO DE UNA CAMARA,

2,- SE INTRODUJO LA TABLETA POR EL CORTE REALIZADO
Y LA HERIDA SE CERRO CON UNA GRAPA ESPECIAL, POR OLTIMO SE REA-
NIMO AL ANIMAL,



E) OBTENCION DE METAFASES,

1,- 23 HR. DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE BRDU A
LOS RATONES SE LES INYECTO INTRAPERITONEALMENTE COLCHICINA
(5 M6/K6 DE PESO),

2,- 26 HR, DESPUES DE ADMINISTRADA LA BRDU Y 3 HR.
DESPUES DE HABER INYECTADO COLCHICINA, SE SACRIFICO AL RATON
MEDIANTE DISLOCACION CERVICAL, ‘

‘3.~ SE OBTUVIERON AMBOS FEMURES CORTANDOLOS POR LAS
EPIFISIS ELIMINANDO EL TEJIDO MUSCULAR Y CONJUNTIVO QUE LOS
CUBRE,

4,~- SE OBTUVO LA MEDULA OSEA ATRAVES DEL PASO DE
soLucION DE KCI 0,075M MEDIANTE .UNA JERINGA QUE SE INSERT(
EN LA EPIFISIS PREVIAMENTE CORTADA,

5.~ SE INCUBARON LAS CELULAS A 37°C DURANTE 20’ EN
8ML DE LA SOLUCION ANTERIOR.

6.~ SE CENTRIFUGARON LAS CELULAS A 1200RPM POR 10’,
SEDESECH0  EL SOBRENADANTE Y SE RESUSPENDIO EL BOTON CELULAR
EN SOLUCION FIJADORA (METANOL-AC. ACETICO 3:I), SE DEJARON
REPOSAR LAS CELULAS POR 20' A TEMPERATURA AMBIENTE,

7.~ SE CENTRIFUGARON LAS CELULAS A 1200rRPM POR 10’,
SE DESECHO EL SOBRENADANTE Y SE RESUSPENDIO EL BOTON CELULAR EN
SOLUCION FIJADORA, ' SE DEJARON REPOSAR LAS CELULAS POR 10’ A
TEMPERATURA AMBIENTE,



8.~ SE REPITIO EL PASO ANTERIOR, PERO EL TIEMPO
DE ACCION DEL FIJADOR FUE SsOLO DE 5',

9,- EL BOTON CELULAR SE RESUSPENDIO EN UN VOLOMEN
ADECUADO DE LA SOLUCION FIJADORA, DE MANERA QUE LA MATERIA CE-
LULAR NO SE ENCONTRARA DILUIDA NI CONCENTRADA,

10,- EN PORTAOBJETOS BIEN LIMPIOS Y DESENGRASADOS
EN ETANOL AL 96X, SE DEJARON CAER DOS O TRES GOTAS DE LA SUS-
PENSION OBTENIDA, DEJANDOSE SECAR AL AIRE,

F) PROCESO DE TINCION,

1.- LAS LAMINILLAS SE COLOCARON EN UN VASO DE COPLIN
CON COLORANTE HOECHST 33258 A UNA CONCENTRACION DE 5MG/50ML DE
AGUA DESTILADA, POR UN PERfoDO DE 30°,

2.~ SE SACARON DEL COLORANTE HOECHST Y SE LAVARON
CON AGUA DESTILADA, SECANDOSE EN LA ESTUFA A 60°C PorR 307,

3.= SE COLOCARON LAS LAMINILLAS EN UN AMORTIGUADOR
DE CITRATOFOSFATO A PH 7,0 Y SE EXPUSIERON A LA LUZ NEGRA DURAN
TE 30°,

4,- SE LAVARON CON AGUA DESTILADA Y SE SECARON EN LA
ESTUFA A 60°C POR 30’,
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5.~ SE TIAERON LAS LAMINILLAS CON GIEMSA AL 4% EN AGUA DESTILADA
POR 13', SE LAVARGN LAS LAMINILLAS CON AGUA DESTILADA Y SE SECARON AL AIRE,

G) LECTURA AL MICROSCOPIO.

1,- ICH; SE OBTWO LA FRECUENCIA BASAL AL LEERSE 25 MITOSIS ME~
TAFASICAS DE SEGUNDA DIVISION CELULAR POR CADA RATON,

2,~ TINCION DIFERENCIAL; SE OBSERVARON 1000 MITOSIS EN METAFA-
SE DE SEGUNDA DIVISION ceLuLr Por NI BN EL SIGUIENTE cRiTERIO:

POSITIVAS VALORABLES, Soumammusuwzssecaseavﬁmean—
DA DIFERENCIACION DE CROMATIDES Y EN DONDE SE PUDO CONTAR FACILMENTE EL ICH,

- PosITIVAS NO VALORABLES, SON AQUELLAS EN LAS CUALES NO eusno UNA
CLARA DIFERENCIACION DE CROMATIDES,

3,- PROLIFERACION CELULAR; SE OBSERVARON 100 MITOSIS EN META-
FASE AL AZAR POR ANIMAL, UBICANDO LAS CELULAS QUE SE ENCONTRABAN EN LA
PRIMERA, SEGUNDA O TERCERA DIVISION CELULAR,

H)  TRATAMIENTO ESTADISTICO,

LOS RESULTADOS SE ANALIZARON BAJO LA PRUEBA ESTADISTICA LLAMADA ANA-
LISIS DE VARIANCIA, LA CUAL SE UTILIZA PARA DETERMINAR S1 EXISTEN DIFEREN-
CIAS O VARIACIONES SIGNIFICANTES ENTRE LAS MEDIAS DE LOS GRUPOS O DENTRO
DE LOS GRUPOS MISMOS, EN ESTA PRlEBA ESTADISTICA  SE UTILIZ0 EL ES-
TADIGRAFO F DE FISER Y LA HIPOTESIS A PROBAR FUE
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Y LA HIPOTESIS A PROBAR FUE HQ: Xl‘x 2‘)( » SI LA F DE FISHER

CALCULADA ERA MAYOR QUE LA F OBTENIDA DE TABLAS, ENTONCES EXIS-
TIAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS ENTRE LAS MEDIAS, RECHAZANDOSE
Ho Y ACEPTANDOSE “l‘ x( X AX

2 N

POSTERIORMENTE EN LOS RESULTADOS SIGNIFICATIVOS EN-
CONTRADOS POR EL ANALISIS DE VARIACIA (ANDEVA), SE REALIZO LA
PRUEBA DE TUKEY, TAMBIEN CONOCIDA COMO DIFERENCIA MINIMA SIGNI-
FICATIVA HONESTA, LA CUAL ES UNA PRUEBA DE COMPARACION DE MEDIAS
BASTANTE ESTRICTA, EN ESTE CASO SE USO EL EsTRnxeRAFo "Q" OBTE
NIDO DE LAS TABLAS DE RANGO ESTUDENTIZADO CON UN NIVEL DE SIGNI-
FICANCIA DADO, “T” TRATAMIENTOS Y GRADOS DE LIBERTAD, CUALQUIER
DIFERENCIA ENTRE DOS MEDIAS SE DECLARA ESTADISTICAMENTE SIGNIFI-
CATIVA S1 EXCEDE EL VALOR DE LA DIFERENCIA MINIMA SIGN!F!CATIVAV
HONOESTA (DMSH) (REMINGTON, 1977; KREYSIG, 1979, HURLEY Y cOL,,
1981), *

EN LA TABLA No, I SE ENLISTAN LAS PRINCIPALES CARAC~
TERISTICAS EN LA EXPERIMENTACION CON BASE EN LOS PUNTOS ANTER1O-
RES.

1) ADMINISTRACION DE MITOMICINA C,

1,- SE PREPARG UNA SOLUCION DE MITOMICINA C (MMC) EN
AGUA DESTILADA Y ESTERIL, CON UNA CONCENTRACION FINAL DE 40OMICROG_
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TABLA Nol CARACTIRISTICAS GENIRALIS DI LAS THCRICAS EMPLEADAS,

: Vis de  |Cantidsd [Presién |lfmero de|Pesc de |Nmero de]lfmero delidmero de
T€cnices, |adminte~ {de Lrdl |pare cla-|snimsles.|snimeles,jcélulez |células pélulas
tracifn, [por tehlg|horer 1 | paxe 1Ch,jpers T, pera P, cg
ta. tableta, #4fqren- | luler,
Implents- ' F
Tabletes : .
cidn sube 40mg 4okg 7 22+ g 175 7000 7200
:g:iortu cuténea,
Implante-
cubiertes C
cilp sube-| 30mg 4OKg ? 22 + 2g 175 7000 700
con 8gAY. lauténes. : ‘ : ,
Tebletas {Implante-~ . . )
cohbinédageiln sub~ Iowg 4OKg 7 22 ¢ 2g 175 7000 700
con cutbner, |
colestoror. o




/3L,
2,- SE ADMINISTRO 0,1875M. DE LA SOLUCION ANTERIOR-
MENTE PREPARADA,. LO CUAL ES UNA DoS!S DE IMG/KG DE PESO,

ESTA ADMINISTRACION SE LLEVO A CABO EN 15 RATONES,
UTILIZANDO 5 POR CADA TECNICA,

3.~ LAS TECNICAS VALORADAS POR ESTE MUTAGENO FUERON
LA DE TABLETAS CUBIERTAS PARCIALMENTE CON PARAFINA, TABLETAS
COMBINADAS  CON COLESTEROL Y TABLETAS CUBIERTAS CON AGAR,

LA APLICACION SE LLEVO A CABO MEDIANTE UNA INYECCION
ENTRAPERITONEAL UNA HORA DESPUES DE ADMINISTRADA LA BRDU,

LAS TABLETAS SE HICIERON Y ADMINISTRARON DE ACUERDO
A LA METODOLOGIA ANTERIORMENTE MENCIONADA, EL RESTO DEL PROCESO
_TAMBIEN SE REALIZO IGUAL A LO INDICADO CUANDO NO SE UTILIZO uN
MUTAGENO,

J) LECTURA AL MiIcRoscOP1O0.

1,- SE OBTUVO LA FRECUENCIA DE ICH DESPUES DE HABER
OBSERVADO 25 MITOSIS EN METAFASE DE SEGUNDA DIVISION CELULAR POR
RATON,

2,- PROLIFERACION CELULAR,~ SE OBSERVARON 100 MITOSIS
EN METAFASE AL AZAR POR ANIMAL, UBICANDO LAS CELULAS DE PRIMERA,
SEGUNDA O TERCERA DIVISION CELULAR,
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K) TRATAMIENTO ESTADISTICO,

SE EMPLEG LA PRUEBA “T* DE STUDENT, PARA DETERMINAR
S1 HABIA DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS ENTRE LOS RESULTADOS OBTEN]
DOS EN PRESENCIA DE MMC v LOS RESULTADOS OBJTENIDOS EN AUSENCIA
‘DE MMC EN CADA UNA DE LAS TRES TECNICAS (REMINGTON, 1977; -
KREYSING, 1979),

EN LA TABLA No, II sE ENLISTAN LOS ASPECTOS IMPORTAN- -
TES DE LA EXPERIMENTACION REALIZADA EN PRESENCIA DE MiToMICINA C,




TABLA Noll CARACTIRISTICAS GENERALES BE LAS TACHICAS AL IVALUAR MMC.

R O T e e acl—vuo o [ Rtaoro o] Wiaero o
Técnisas.| aduinis- |de Dral } snineles animales,| c8lulas | célules
’ - jtracibn 201- tablgl - . pars ICH] pers P,
de Brdl, |ta, : eolulcr.
Tu‘l;}ot:a I; llnt;- k : ‘
cublertasjeiOn suv-] '
con cuténes, 4Ong 1mg/Kg 22,941.7¢ | 125 500
varsfine, ‘ '
Ta:%ot’:a I: lont;- . : . g
cublertes|cibn sub- ~ : .
con ager, |cutfnea, | JORE Ing/Xg Fz.l.ﬂg 125 500
~ g‘abll):tls In %on’to; _ ‘ .
ombine- | c¢iln. subt '* , ‘ : ’
des con |cuténes, | ~30mE | 1me/Kg 5 1.9801.34 125 500
colestero}. ‘ i




4% RESULTADOS
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4,1, ANALISIS DE TABLETAS.

LA OBSERVACION DIRECTA DE LAS TABLETAS ELABORADAS
DE ACUERDO A CADA METODOLOGTA, MOSTRO QUE LAS CANTIDADES UTI-
LIZADAS DE 5-BROMO~2-DEOXIURIDINA SON IGUALES EN DOS CASOS:
EN LAS TABLETAS QUE SE CUBIERON CON AGAR Y EN AQUELLAS COMBINADAS
CON COLESTEROL SE UTILIZARON 30MG, SIN EMBARGO EN LAS QUE SE
CUBIERON PARCIALMENTE CON PARAFINA SE UTILIZARON 4OMG, LO CUAL
SE V10 CLARAMENTE REFLEJADO EN EL PESO TOTAL ASI COMO EN SU
DUREZA Y VOLOMEN (TABLA No, IID),

0BSEVAMOS QUE LA.TABLETA ELABORADA EN COMBINACION
CON COLESTEROL TENJA UN VOLGMEN MAYOR (0,1493cM) ASI COMO UNA
MAYOR DUREZA (0.333KG/CM2) EN COMPARACION CON LAS OTRAS DOS TA
BLETAS, EN LA FIGURA No. 5 SE MUESTRAN LAS CARACTERISTICAS DE
LAS TABLETAS MEZCLADAS CON COLESTEROL. - '

LA TABLETA CUBIERTA PARCIALMENTE CON PARAFINA ES LA
QUE CONTENIA LA MAYOR CANTIDAD DE BRDU, SIENDO SU VOLOMEN
(0.0282¢M3) MAYOR QUE EL DE LA TABLETA DE 30M6 DE BRDU ANTES DE
CUBRIRLA CON AGAR; SIN EMBARGO LA DUREZA DE LA PRIMERA ES LIGE-
RAMENTE MAYOR (0.2083Ke/cn2), QUE LA DE LA OLTIMA, EN LA FIGURA
No. 6 SE OBSERVAN TABLETAS DE BRDU ANTES DE CUBRIRLAS CON PARAFINA,

LA TABLETA AON NO CUBIERTA CON AGAR PRESENTO UN VOLOMEN
MENOR (O.OIQQCMS) EN COMPARACION CON LAS OTRAS DOS Y TAMBIEN UNA



TABI.A Nolll Cuun c!mutm n I.Al mlcmm nncummn | |
' LAS ulmu.

: 'ﬁcﬂen. F"‘ntidal Teso |Dibne- IAlturs.]Durezs | Voiumen)

de LrdlU total. tro, ' Kg/cn® |total.
TCPE tomg | 4omg | 0.u6cm| 0.17cp{0.2085 |o.028cuP
JzcTa | somg | 30me | o.u60m| 0,12¢a]0,1875 |0.019¢aP

{

GO 30ag | oous | 0.68en| 0.uen]0.3333 |0, 149enf

T C P P; Tebletae cubiertes p-rcialllntd'bon parefine,
TCTA:; Tnpleton cubiertas totalmente eon ager,
T C C: Tabletas combinedss con colesterol (2:1),

!



FIGURA 5
U EN COMBINACION oy o

TABLETAS DE Brd CULesT a0 L,
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MENOR DUREZA (0,1875KG/cM2),  SIN EMBARGO AL AGREGARLE EL AGAR,
ESTA ADQURIO UNAS DIMENSIONES AON MAYORES (ENTRE 0.7 Y IcM DE -
DIAMETRO) QUE LAS DE LA TABLETA DE BRDU EN COMBINACION CON COMB]
NACION CON COLESTEROL. ESTE ASPECTO SE MUESTRA EN LAS FIGURAS
No. 7 ¥ No. 8 EN LAS QUE OBSERVAMOS TABLETAS ANTES Y DESPUES DE
CUBRIRLAS EN AGAR, CON LO QUE IDENTIFICAMOS LA MODIFICACION DE
-§US DIMENSIONES DURANTE EL PROCESO.

LAS CARACTERISTICAS ANTES MENCIONADAS VARIARON TOTAL
MENTE AL RECUPERAR LAS TABLETAS AL TERMINO DEL EXPERIMENTO. POR
EJEMPLO LAS DE BRDU MEZCLADAS CON COLESTEROL SE HUMEDECIERON.
INCREMENTANDO SUS DISMENSIONES (ENTRE 0,55 v 0,6CM DE DIAMETRO)
'Y SU DUREZA DISMINUYO CONSIDERABLEMENTE, EN ALGUNOS CASOS SE
OBTUVIERON LAS TABLETAS TOTALMENTE FRACTURADAS (FIGURA No, 9),

LAS TABLETAS DE BRDU CUBIERTAS PARCIALMENTE CON PA-
RAFINA DISMINUYERON NOTABLEMENTE, YA QUE APROXIMADAMENTE EL 70%
DE LA CANTIDAD INICIAL DE BRDU SE LIBERO DENTRO DEL RATON, QUE-
DANDO sOLO EL 30X (F1Gura No, 10),

LAS TABLETAS CUBIERTAS TOTALMENTE CON AGAR FUERON LAS
QUE SUFRIERON MAYOR MODIFICACION, YA QUE EL ANALOGO DE TIMIDINA
' SE LIBERO TOTALMENTE, QUEDANDO UNICAMENTE EL RECUBNMIENTO DE -
AGAR (FIGURA No, 11),

4,2, TINCION DIFERENCIAL,



FIGURA ¢

TABLETAS DE Brdu ANTES pg CUBRIR coN AGAR,




FIGURA o
TABLETAS DE BrdU EN COMBINACION

CON COLESTEWOL DESPUES DEL
EXPERIMENTO,

. TIGURA 10
TABLETAS DE Brdy CUBIERTAS
CON PARAFINA DESPUES DEL
EXPERIMDNTO,

PIGURA 11
TABLETAS DE BrdU CUEIERTAS

CON AGAR DE:PUES DEL
EXPERIMINTO,
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DESPUES DE HABER OBSERVADO 7000 CELULAS EN SEGUNDA

DIVISION CELULAR POR CADA TECNICA SE OBTUVIERON LOS RESULTADOS
QUE SE MUESTRAN EN LA TABLA No. IV, EN ELLA OBSERVAMOS QUE
EXISTIO MAYOR VARIACION EN LOS DATOS OBTENIDOS CON LA TECNICA

QUE UTLLIZO CUBIERTA DE AGAR EN COMPARACION CON LAS OTRAS DOS,
POR EJEMPLO, EN LO QUE RESPECTA A TINCION DIFERENCIAL VALORABLE
LA MENCIONADA TECNICA SUFRIO VARIACIONES CON UN MARGEN QUE VA -
DE 49 A 645 CELULAS CON TINCION VALORABLE, MIENTRAS QUE LAS OTRAS
D0S TECNICAS MOSTRARON VALORES MAS HOMOGENEOS QUE VAN DE 682 A
844 CELULAS CON TINCION DIFERENCIAL VALORABLE, UN EFECTO PARECIDO
SE PRESENTO RESPECTO A LA TINCION DIFERENCIAL NO VALORABLE, LA
TECNICACON CUBIERTA DE AGAR MOSTRO MAS VARIABILIDAD EN SUS RESUL
TADOS, CON UNA AMPLITUD DE 355 A 951 CELULAS CON ESTE TIPO DE
TINCION, MIENTRAS QUE LAS OTRAS DOS TECNICAS MOSTRARON MAYOR
SIMILITUD CON UN RANGO DE 156 A 258 CELULAS CON TlNClON DIFEREE
CIAL NO VALORABLE,

SE REALIZO EL ANALISIS DE VARIANCIA A LOS DATOS OBTE-
NIDOS COMENZANDO CON EL PARAMETRO TINCION DIFERECNIAL NO VALORABLE,
" EL RESULTADO MOSTRO UNA DIFERENCIA SIGNIFICATIVA ENTRE LAS MEDIAS
MUESTRALES DE NUESTROS TRES GRUPOS (TRES TECNICAS), DEBIDO A LO
ANTERIOR SE REAL1ZO LA PRUEBA DE TUKEY 0 DIFERENCIA MINIMA SIGN]
FICATIVA HONESTA CON LA CUAL SE DETERMINO SIGNIFICACIA EN LAS
DIFERENCIAS DE LAS MEDIAS MUESTRALES ENTRE LA TECNICA CON CUBIER_



TABLANGIV t‘m._u”cl'li DR LA TINCIEN DIPERENCIAL.

'?;ficidn Di ferencial

Tencibn Liferencisl

355,806, 331 .a38;6j0.672,951

Técnicas, g b 4
. - No Valorsble, - Valorsble, .
leoture por retép, cturs atén
TCPP [208,179,258,192,166,174,318 [213.57 |782,821,742,808,844,826,682 | 787
? ¢ |[195,254,23,237,237,217,209 |226.42 |805,746,764,7€3,763,783,791 | 775
TCTA 601,85 |645,194,619,562,390,328,49 1

383.85 |

T C P P: Tebletas cubiertar porci'ohonte con psrafine,
T C T A: Tabletas cubiertas totalmente con agar.
T C C: Tabletes combinadas con colesterol (2:1),
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TA DE AGAR (C) Y LA TECNICA DE TABLETAS CON COLESTEROL (B), ASf
COMO ENTRE LA DE AGAR Y LA DE PARAFINA (A). SIN EMBARGO NO SE
PRESENTO DIFERENCIA ENTRE LAS TECNICAS B Y A (TABLA No, V).

EN LA TABLA No. VI, SE MUESTRA EL ANALISIS DEVVARlAE
CIA CORRESPONDIENTE A LA TINCION DIFERENCIAL VALORABLE DE LAS
TRES TECNICAS, CON £L SE MOSTRO LA PRESENCIA DE SIGNIFICACIA ES-
TADISTICA.

PODEMOS OBSERVAR QUE LA MEDIA DE LAS LECTURAS OBTENI-
DAS EN LA TECNICA "C" ES BASTANTE MENOR EN COMPARACION CON LAS
MEDIAS DELAS OTRAS TECNICAS, AL REALIZAR LA PRUEBA DE TUKEY
DETERMINAMOS DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS ENTRE A-C Y B-C, MIENTRAS
QUE LA DIFERENCIA A-B NO FUE SIGNIFICATIVA, ELABORANDO UNA EVA-
LUCION GENERAL EN CUANTO A LA TINCION DIFERENCIAL, INDICO QUE LA
TECNICA QUE UTILIZ0 CUBIERTA DE AGAR FUE LA QUE PRODUJO RESULTADOS
DEMASIADO VARIBLES, LO CUAL SE MANIFESTO EN LAS DIFERENCIAS SIGNI-
FICATIVAS ENCONTRADAS AL COMPARARLOS CON LOS RESULTADOS DE LAS
OTRAS DOS TECNICAS, LOS CUALES RESULTARON SER MUY HOMOGENEOS,

‘ EN LA FIGURA NO, 12 SE MUESTRAN DOS MITOSIS EN LAS
CUALES SE OBSERVA LA DIFERENCIA ENTRE LA TINCION DIFERENCIAL NO
" VALORABLE Y LA VALORABLE,

«

4.3, PROLIFERACION CELULAR,



TABLA ReV

AnALisis EsTADISTICO DE LA TINCIEN
DIFERFNCIAL WO VALORABLE: ANDEVA.

AnALisSIS BSTADISTICO BE LA TINCIN
DIFERENCIAL NO VALORABLE: PRUEBA BT -

TUKLY.

I'fuonto de sume de &£l, Cuadredos T de

Comperacifn] Diferencia Si.sni ficen-
: Cle,

varieeibn, cusdrsdos, mediosn, Fi shep
[Entre 681047,99 2 3n0524 ,
’ grupos, o (3
: 18.?“3'
jentro » :
de 327022,29° 15 18167,905 °
Tupos, x

‘ffotsl  1008070,3 20

 C-B 37542857 C>B
C-A 3:3,28571 Cad

B-A ' '2.85?'“ N8,

; 'Si.gnineanch con Re0,05

‘fepy ¢ 0 exicote significencia,

A: l&cnice que ntiliz8 persfine,

" B: T6chica que utilizh colesterol.,

C: Técnica que utilizé ager,



TABLA NeVI

AnkLisis ESTADISTICO DE LA TINCIOW
BITERINCIAL VALORABLE: ANDEVA.

31. Cuadrsdoa F de

Tuente de Sume de :
medios, _ Fisher,

variaciln, cuadrados,

Entre £81017,99 2° 340524
grupos, L 1.
18.7431*}
Dentro o - A
do 327022,29 13 18167.905
lerupoe. ,
Total 1008070.3 .20

®Signdficencia cor P0,05

ANALIS ESTADISTICO DE LA TINCI6N
IPERENCIAL VALORABLE: PRUEBA B

WKI!-
- Colbnraou‘qmtoﬂne:la Significen-] -
' S cia '
" A-B  [Mz.57 n.e.
A=C | 388.28571 AC
BC © |375.42857 BC

n.8, ¢ No existe significancie,
A: Técnica que utiliz6 parafine,
B: '.L‘Gcnica que utilizé coleaterol. '

C: Tlcnico que utilizé agar.



‘ . FIGURA 12
3 , CELULA X METAFASE DE MEDULA
n ‘s ,u\ OSEA DE RATOX CON TINGION
”'o " DIPERENCIAL NO VALORABLE,

CELOLA n{nﬁuut DE MEDUL4 ¢
OSEA DE RATON CON TINCION - ( s
MImEGIL WORES, B ol Lo\




‘DESPUES DE HABER OBSERVADO 700 CELULAS AL AZAR POR
CADA TECNICA, SE OBTUVIERON LOS RESULTADOS QUE APARECEN EN LA
TABLA NO. VII, EN DONDE SE APRECIA QUE LOS DATOS SON HOMOGENEOS
APARENTEMENTE Y SIN MARCADAS DIFERENCIAS. SIN EMBARGO EL ANA-
LIS1S DE VARIANCIA DE LAS CELULAS EN PRIMERA DIVISION CELULAR
MOSTRO QUE LA PRUEBA FUE SIGNIFICATIVA, POR LO CUAL SE ELABORO
LA PRUEBA DE TUKEY, CON LA QUE SE OBTUVIERON DIFERENCIAS SIGNI-
FICATIVAS EN B-C v A-C, NO OBSTANTE QUE LA RELACION A-B No Fut
SIGNIFICATIVA (TABLA No. VIII),

| EN LA TABLA No. IX OBSERVAMOS EL ANALISIS DE VARIANCIA
DE LAS CELULAS ENCONTRADAS EN SEGUNDA DIVISION CELULAR, RESULTANDO

LA PRUEBA SIGNIFICATIVA, CoN LA PRUEBA DE TUKEY, SE DETERMING UNA
SIGNIFICANCIA EN LA DIFERENCIA ENTRE C~B, MIENTRAS QUE ENTRE C-A Y
A-B NO HUBO TAL RESULTADO, EL PUNTO ANTERIOR, ASI COMO ESTE -
INDICAN QUE NUEVAMENTE LA TECNICA QUE UTILIZO AGAR ACTUG COMO -
DETERMINANTE PARA OBTENER TAL SIGNIFICARCIA EN LOS RESULTADOS,

EN LA TABLA No, X SE ENCUENTRA EL ANALISIS DE VARIANCIA
DE LAS CELULAS EN TERCERA DIVISION CELULAR CUYO RESULTADO MOSTRO
QUE NO HUBO SIGNIFICANCIA, POR TAL MOTIVO NO FUE NECESARIO REALIZAR
LA PRUEBA DE TUKEY.

EN LA FIGURA No, 13 SE MUESTRAN TRES MITOSIS EN LAS



TABLANVII EVALUACIEN DX LA PROLIFERACHN CELULAM.

Técni~ | Célulae en primera &tvy Célulae en segunds di- { - Célulus en tercers di-

ces, | sibn celulsr, e |visién celulsr, g [visibn celulasr, 2
lecturas por ratéu, lecturas por retén, lecturas por retén,

T C P °16,15,13,13,13,14,10 14,14 {75,80,77,82,71,75,80 7714 9.5.10.5."-"”0‘ 8.7

TCC:N7,16,17,19,16,11,15 15.35 ?6.?2.71.?3.?1.79.?'0 73,71 70'2012080'30i°u" 10,42

TC2A,11,14,11,11,9,11 10,85 79.42 | 11,9,8,13,9,7,11 9.7

80,30,78,76,80,84,78

T C P P: Tabletas cubiert:~ srcialmepte con perefine,
T.C C: Tabletas cohbtnadac con colesterol.

P CTAs Letletas cuviertas thtelmente con agar,




TABLA “u.vt,u

CELULAS EN PRINERA DIVISIEN

clmu m Pllllll mmll
CELULAR: PRUEDA DF TUKEY. '

CELULAR:ANDEVA
ente de .Sun- de 8le Guadudn F do
arieciln, cuadrados, nedios, Fisher,
ntre 90.38095C 2 45,19047
rupos, .
8.78703¢*
Dentro ' '
de 92.571429 18 5.142857
TUPOS, ‘
182.95239 20

Total

; cq,.pneib‘n]‘ﬁ.l:!;r.onoif igni neon;
BeA | !.?~I 4,285 n.s,
B-C 5 B
AC | 3,285715 [t

*Significancia con P<0,05

n.8, : No existe significencia,

A: Téenice que utilizS perafina,
B: Técnice que utilizl colesterol,
C: Técnica que utilizé agar, ‘



TABLA MoIX

CELULAS EN SEGUNDA mum © - CAWLAS. BN SEGUNDA BIVISIEN

CELULAR: ANDEVA.  CELULAR: PRUSDA R TUKEY.
| ??J::f°° TE ] [omwerscton]oicerencts [sigmistonn]
Entre - 115,80954 2 57,90477 © ceh | 2.28574 | ness
‘ = 5,92205* s .
Dentro Lo : B 3 (U

de 176,007 18 9.7778167 ) | o
Total,  291,81024 20 | ' A-B | 3.u28572 8.8,

 *S1gni ficencie con Pe0,05 :
T R " n.s, ¢ Mo existe significancie,

A: Thcpica que utilis8 parefina,
B: 'Mcn:l.ca que utilizé colesteral.
c: Mcnin que uunzé ager,



 TABLA NeX

CtLutas m 'IIICIIA Dl'l!l‘l CELULAR:
ANBRVA.

- (FGente 46 Sums 88 &Y. CnadFadoi l""!';'“"b
nr&.acian. cusdrados, .. medios, Fisher,

‘Entre  10,380929 2  5,190k645-
£rpos,

0.,96745*
Dentro

“de  96.571428 18 5,3690793
grupos, : :

mn. 106,952357 20

*S5igni Sloancie cou P€0,05
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FIGURA 19
CELULA EN METAFASE DE PRIMERA

DIVISION CELULAR,

CELULA EN METAFASE DE TERCERA
DPIVISION CELULAR,



CUALES SE PUEDE DIFERENCIAR SU ESTADIO CELULAR MEDIANTE LA TINCION
DIFERENCIAL, DE ACUERDO CON ELLO PODEMOS UBICARLAS EN PRIMERA, SEGUN
DA Y TERCERA DIVISION CELULAR.

‘l 4, INTERCAMBIO DE CROMATIDES HERMANAS,

_ DESPUES DE HABER OBSERVADO 175 MITOSIS METAFAsICAs EN
SEGUNDA DIVISON CELULAR CON TINCION DIFERENCIAL VALORABLE POR CADA
TEN!CA) SE OBTUVIERON LOS DATOS QUE APARECEN EN LA TLABLA No, XI,

'EN DONDE QUEDA CLARO QUE LAS FRECUENCIAS BASALES DE ICH No PRESEN
'TARON DIFERENCIAS MARCADAS, HECHO QUE SE COMPROBG AL APLICAR EL
AuALISIs DE VARIANCIA MEDIANTE EL CUAL NO SE ENCONTRARON RESULTA-
| nqs_sllerchrlvos (TABLA No, XID),  EN LA FIGURA No, 14 OBSERVA-

_MOS UNA MITOSIS TIPICA EN LA CUAL SON EVIDENTES L0$ ICH.

4.5, INTERCAMBIO DE CROMATIDES HERMANAS Y PROLIFERACION
CELULAR EN PRESENCIA DE MITOMICINA C:

DeEsPUES DE HABER OBSERVADO 125 HITOSIS METAFASICAS DE
sssunnA DlVlSlON CELULAR CON TINCION DIFERENCIAL VALORABLE POR
tEcuchs. OBSERVAHOS eue EL ICH sE xucneneuto EN TODAS LAS TECNI-

'CAs DE MANERA sluxLAn, DE TAL FORMA oua LAS MEDIAS FUERON 11,76,
12.008 v 12,408,  ESTOS INCREMENTOS FUERON ESTADISTICAMENTE S1G-
NIFICATIVOS CON LA PRUEBA "T"-STUDENT AL COMPARARLOS CON LOS RESUL



CTABLA NXI

EVALUACION DEL ICR. ICHANDEVA
'Tdoni *Ilntercomb%o de Cron!tidu ) ‘ , ‘
- |Hornanas g -
. t $n, ent Tuma de €1, Cuadrados T de
one lecturas por "t v c m-&g:. cuadra:oa. ‘. medios, Flisher,
T Y 2 PH3-0.lh'6,2.9‘2.30765308"06.3-'{# 30668 Enm 0.7'939" 2 - 0.3599]‘7
: ‘ grupns, . B
. @ . ’ ' 0.90033*
TCOC 2.108.3.8&.5.32.3.0h.3.76.3.k.3f 3.337 ' : '
. . Dentro , C
' de 5.885718 18 0,3669798
T C T A} 3,08,3,8,3.72,401€,4488,3.72,30 3,771 Zotal,  6.605612 20
. B - ‘ ®3i gnl ficancia con P<0,05

T C P P: Tabletes subiertas percisluente con parefins,
' ¢ C: Tabletas combinadas con colesterol.
T C T &: Tabletas cublertas totalmente con sger,



| FIGURA 14
CELULA EN METAFASE DE S8EGUNDA DIVISION

CELULAR CON TINCION DIFERENCIAL
VALORABLE, LA CUAL PRESINTA ICH.

’
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FIGURA 15§
CELULA EN METAFASE DE SEGUNDA DIVISION

CELULAR CON TINCION DIFERENCIAL VALORABLE,
LA CUAL ESTUVO..EN PRESINCIA DE MNC Y

MOSTRO ICH,
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TADOS QUE SE BTUVIERON SIN EXPONER LAS CELULAS A LA MMC (TABLA No. XII),
EN LA FIGURA NO, 15 SE GBSERVA UNA MITOSIS CON UN INCREVENTO NOTABLE DE
ICH, DESPUES DE TRATALA CON MC,

LOS DATOS OBTENIDOS EN LA PROLIFERACION CELULAR SE MUESTRAN EN LA
TARLA,.. No, XIT1, EN DONDE SC CBSERVA GUE LOS RESULTADOS SON SEMEJANTES
EN LAS TRES TECNICAS, DE TAL MODO QUE AL APLICAR EL ANALISIS ESTADISTICO
T-STUDENT, CON RESPECTO A LOS DATOS OBTENIDOS EN EL TESTIGO NEGATIVO, ES

'DECIR SIN DPOSICION A ML, SE ENCONTRARON RESULTADOS SIGNIFICATIVOS, 0
SEA QUE SE CBTUVIERON DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS ENTRE LAS MEDIAS (TABLA
No. XIV)., ESTO FUE DEBIDO A QUE LAS CELLLAS EN PRIMERA DIVISION ALMEN-
TARON APROXIMADAMENTE UN 100X EN GENERAL EN LAS TRES TECNICAS, MIENTRAS
QUE LAS CELILAS EN TERCERA DIVISION DISMINUYERON LN 75% EN LA TECNICA QUE
UTILIZO TABLETAS CON PARAFINA, G1.77% EN LA TECNICA QUE UTILIZO AGAR Y
80,9% EN LA TECNICA QUE USO COLESTEROL, TODAS CON RESPECTO A LOS VALORES
GBTENIDOS AL EVALUAR LA PROLIFERACION CELULAR EN AUSENCIA DE MYC,

LAS CELULAS EN SEGUNDA DIVISICN DISMINUYERON LEVEMENTE, POR EUEM-
PLO BN LA TECNICA QUE UTLIZD PARAFINA 10,2%, EN LA TECNICA QUE UTILIZO
AAR 10,85% ¥ EN LA TECNICA QUE USO COLESTEROL 9,91%, CON RESPECTO A LOS
TESTIGOS NEGATIVOS,

EN LA TABLA No, XV PODEMOS OBSERVAR EN LA GRAFICA LAS



TABLA Mo XII

EVALUACIEN BEL ICH XN nuncu | CANALISIS  ESTADISTICO DEL ICE BN
M MMC. PRISINCIA DX MNMC: T-STUDENT.

Intercenmbio de Cyomfe

Técuicas, | tides Hermanse, 4 Téonicas, | ICH lestigo |c

t-Studcnt

ICH Fignificen-
lecturas por ratén,

egativol

11,60, 12.8,12.92, 12,44

lrcrer |r2.2 © Jrawes] . rerr | az.u08 3.668 27,1000

TeG | 12.7,11.48,11.36,11.2) 1.7 Tcc | 11,76 | 3.337 |25.25320

12.0.
TCTA :2.3.11.614.11.96,12-2 12,008 TCTA 12.005[.3.771 31.6095%

: ®Significencie con FeD,05
P P: Tsbletas cubiertss psrcielmente con persfine,

Q

1

T C C: Tebletas combinedss con colesterol.:

L]
Pl

St A: Tabletas cublertas totalmente con.ager,



TABLA NoXIII

EVALUACION DE LA PROLIFERACION CELULAR EN PRESENCIA DE MNC.

' Chrul 12 Cérulae on 22 Células en 3¥
Técnices, div:si.zn.:olullr. 4 divisifBn celular, L divieifn celuler, £
lecturas por reténd lectures por ratén, lecturss por retén
TCPP? +26,30,28,29 28.6 | €8,72,68,69,69 69.2 | 2,2,2,3,2 ' 2.2
Tce »38,30,26,28 31,6 | €2,59,68,73,70 66l | 2,3,2,1,2 2
TCTA I)z,as.a9,sz,zn. 28.4 | 67,73,70,68,76 70.8 | 1,2,1,0,0 0.8

T C P P: Tebvletae cubiertar parcislmente con varsfins,
T 0 C: Lebletos comtinzcas con colesterol.

.PC 1 A: lableteas cubiertes totslmente cén ager.



TABLA ReXIV

ANALISIS lS'l'All"lG. ll ¥ Pl.l.lllllﬂ.l CII-UI.AI N nuucu ll HNC:

T-STUDENT.

KL - diui S:I.guﬁun divli Sign:lncln 3- ;—rd:l. suninean
Técnices, visidn] o16n cg cie vioia -un cqd cie: oibn cg cia
* pelular luhr. t—Studont. elulard luler, | t-Student, col.ular luler, | t-Student.
. 150. eetigo . - tutigq :
tcPP | 28.6 | a0 | 7'11.90' 69.2 | 77,0 491 | 2.2 | 8.7 | . 6.2*
rcc | 28.4 | 10.85] 9.720 | 708 | 7ouu2| w5t | 08 | 9., | 0320
zora |36 | 15.85] 6300 | 66 | 737 | 2.600 2 w2 | 9.7

*Signt fl,concia con R€0,05

T ¢ P P: Tebletes cublertes parcialaenté con persfins,
1 C C: Tebletas cobbtnddes con coleeterol, .

L C T4t Tabletas cubiertsc totalmente con sgar,




Lo, de C8lules,

Lo, de Célulass,

COMPORTAMIENTS BE LA PROLI-
FERACIIN CELULAR IR PRESENCIA

Y AUSENCIA DE MMC, TCPP

"o. de R‘t‘n :
COMPORTAMIENTO BE LA PROLIPERACIIN
CELULAR EN PRESENCIA Y AUSINCIA
D MMC' TCTA.

- TABLA Fo XV

CELULAR EN PRESENCIA Y AUSINCIA DR
HMesTCC. .

L]

—
fd
1

T

3% 5 6 T
No, de Retén

— CH1ulee 12 0ivisi6n celular,

memse Cllulas 22-divieibn celulsr,

;,__. Gﬁlﬁlu-.’oﬁ divisibn celular. .

— & ccmu 12 divisibn celular eh presencis

fomny Cfluler 25 divieiln celuler en pro-dncio
do MMC, : .

—eq Cflulas 32 divieifa celuler en presencis
== de mc, : pre

COMPORTAMIENTS BE LA PROLIFERACIEN
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VARIACIONES EN LA PROLIFERACIGN CELULAR CON RESPECTO A Los
TESTIGOS,  As! TAMBIEN EN LA TABLA No, XVI SE OBSERVA LAS VA-
RIACIONES DE LA FRECUENCIA DEL ICH CON RESPECTO A LOS TESTIGOS.

4,6, UTILIZACION DE OTROS PARAMETROS PARA LA EVALUA-
CION DE CADA TECNICA,

AL TERMINO DE LA EXPERIMENTACION Y DESPUES DE HABER
EVALUADO LAS CARACTERISTICAS DE CADA TECNICA, SE DETERMINARON 5
PARAMETROS ADICIONALES QUE SE MUESTRAN EN LA TABLA No, XVII,

ELLOS INDICAN QUE DESDE EL PUNTO DE VISTA ECONOMICO
EXISTEN DIFERENCIAS EVIDENTES ENTRE CADA UNA DE LAS TRES TECNICAS.
PODEMOS FACILMENTE 0BSERVAR QUE LAS TABLETAS CUBIERTAS TOTALMENTE
CON AGAR ES LA DE COSTO GLOBAL MAS BAJO (POR TABLETA), APROXIMA-
'DAMENTE UN 44,92% MENOS QUE LA TABLETA MEZCLADA CON COLESTEROL QUE
'FUE LA DE COSTO MAS ELEVADO Y 32,588 MENOS QUE LA RELACIONADA CON
PARAFINA. ESTA OLTIMA TECNICA A SU VEZ PRESENTO UN GASTO APROX]
MADAMENTE 9,31% MENOR QUE LA TECNICA DE TABLETAS MEZCLADAS CON
COLESTEROL,

EN LO QUE CONCIERNE A LOS TIEMPOS MINIMOS REQUERIBLES
.PARA ELABORAR, CUBRIR E INTRODUCIR UNA TABLETA; PARA DESARROLLAR
LA TECNICA QUE OCUPO TABLETAS CON COLESTEROL SE EMPLEG UN MENOR
TIEMPO, APROXIMADAMENTE 33% MENOS DEL REQUERIDO PARA LA TECNICA
QUE UTIL1ZO CUBIERTA DE AGAR, QUE FUE LA QUE REQUIRIO MAS TIEMPO

Ly
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TABLA No XVII

IVALUACION DX DIVERSOS PABAMITROS I§
EL DESARROLLO BE LAS TECNICAS..

' 'rc'rf‘j{-f

Parénetros,] TCPP | TCC.
COSI0S: - .

BraV $2u4.80 | $183,600 | $183.60
Phrafiia | $00,0063 | ---meee R
Agor - | 91,0453
Colesterol ------ | $81.00 .

TOML | $244.8063| $267.60 | $18M.6453
TIEMPOS: | ' :

e ool tomu | ten | tomte
R R — pain
" Zuin Suin

15ain 20min

et "

T C P P: Teblotas cubiertas percia]
‘ mente con perafinc,

¢ € C: Tabletas combinedas con
"~ colesterol,

T C T A: Tanletae cubiertas total-
-mente con agar,

+ : Proceso lento. .
++ : Proceso eemilento.
+++ : Proceso répido,



PARA REALIZAR LAS OPERACIONES MENCIONADAS Y 13% MENOS QUE LA ,
RELACIONADA CON PARAFINA, LA CUAL A SU VEZ NECESITO EN DESARROLLO
17X MENOS QUE LA DE AGAR,

EL ASPECTO DE FACILIDAD METODOLOGICA CONTEMPLO LOS
PROBLEMAS QUE ENTRARG CADA TECNICA AL MOMENTO DE REALIZARSE,
INCLUYENDO AL TIPO Y CARACTERISTICAS DEL EQUIPO Y MATERIAL DE LA
BORATORIO.  AUNQUE SU EVALUACION ES SUBJETICA POR DEPENDER EN GRAN
MEDIDA DEL EXPERIMENTADOR, CONSIDERAMOS QUE ES UN PUNTO MAS PARA
HACER EL ANALISIS COMPARATIVO, EN ESTE SENTIDO LA TECNICA QUE
PRESENTO MAYORES PROBLEMAS METODOLOGICOS FUE LA QUE USO PARAFINA,
SEGUIDA POR LA QUE UTILIZO AGAR, SIENDO LA QUE EMPLEG COLESTEROL
LA TECNICA QUE PRESENTO MENOR O NINGONA DIFICULTAD,
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5, DISCUSION




EL DESARROLLO DE TECNICAS CITOGENETICAS PARA EL ESTUDIO DE
MUTAGENOS HA CONDUCIDO A VARIOS INVESTIGADORES A ESTUDIAR LOS PRIN
CIPALES PARAMETROS QUE CARACTERIZAN A ESTAS (KATO, 1974B; PALITTY
Y coL., 1982),

COMO SE HA DEMOSTRADO QUE EL ESTUDIO DEL ICH ES UNO DE LOS
MEDIOS MAS EFICIENTES PARA DETERMINAR MUTAGENICIDAD, SE HAN ESTA-
BLECIDO DIVERSAS TECNICAS PARA ANALIZAR DICHO FENGMENO IN VIVO,
LOS DIFERENTES PROCESOS PRESENTAN VENTAJAS Y DESVENTAUAS, SIN B
BARGO, CONSIDERAMOS QUE EL USO DE TABLETAS ES EL MAS ADECUADO,

LA REPRODUCIBILIDAD DE LAS TECNICAS QUE UTILIZAN TABLETAS ES AL-
TA, SE ALCANZA UN NIVEL SANGUINEO DE BRDU SUFICIENTE PARA CUBRIR
POR LO MENOS DOS CICLOS DE REPLICACION DEL ADN, LA ADMINISTRACION
DE BRDU TAMPOCO ENTRARA PROBLEMAS METODOLOGICOS SERIOS Y SOLO SE
PRODUCE UN LEVE TRAUMA AL ANIMAL DE EXPERIMENTACION, OTRAS VEN-
TAJAS SON QUE NO UTILIZAN EQUIPO SOFISTICADO Y GUE LA CANTIDAD DE
5-BROMO-2-DEOXIURIDINA QUE SE USA ES PEQUERA,

ENTRE LAS TECNICAS QUE UTLIZAN TABLETAS TAMBIEN EXISTEN
DIFERENCIAS QUE PUEDEN DEBERSE AL TIPO DE CUBIERTA, SUS PROPIE-
DADES FISICAS, QUIMICAS Y OTRAS INHERENTES DE CADA METODO,

PARA EVALUAR LAS VENTAJAS Y DESVENTAJAS EN CADA TECNICA
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Y DIVERSOS ASPECTOS METODOLOGICOS EN SU ELABORACION,

ES CONVENIENTE MENCIONAR QUE EN EL PRESENTE ESTUDIO LA
TECNICA DE AGAR Y LA DE COLESTEROL USARON 30MG DE BRDU, MIENTRAS
QUE EN LA DE PARAFINA SE AGREGARON 10MG MAS, ESTO PUEDE EXPLICAR
PORQUE 'SE OBTUVO UNA MEJOR Y MAS CLARA TINCION DIFERENCIAL EN LA
TECNICA DE PARAFINA, AS{ COMO TAMBIEN UN AUMENTO EN LA BASAL DE
ICH, ESTE OLTIMO RESULTADO SE VE APROYADO POR LOS DATOS OBTENI-
Dos POR TICE (1976), QUIEN OBSERVO QUE EL INCREMENTO DE LA FRECUEN
CIA DE ICH ES PROPORCIONAL A LA CANTIDAD DE BRDU UTILIZADA (FIGURA
No. 16).
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BROU ADMINISTRADA, DESPUES DE DOS CICLOS DE REPLICACION,




EL ANALISIS DE LASDIFERENTES TABLETAS PROPORCIONO DATOS
OTILES CON LOS CUALES SE DETERMING QUE A MAYOR CANTIDAD DE coﬁponeu. :
TES SE PRESENTO UN MAYOR TAMARO Y UNA MEJOR CONSISTENCIA, ES POR |
ELLO QUE LA TABLETA EN COMBINACION CON COLESTEROL MOSTRG MEJORES
CARACTERISTICAS DE MANEJO Y FACILIDAD DE ADMINISTRACION EN COMPA-
RACION CON LAS OTRAS DOS,

LAS CUBIERTAS, ASIMISMO, CONFIRIERON OTRAS CARACTERIS-
TICAS TALES COMO PROTECCION A LA TABLETA, MANTENIMIENTO DE UNA
LIBERACION PROLONGADA Y CONSTANTE, AS! COMO UN FACIL MANEJO DE LAS
MISMAS Y EVITANDO LA DESTRUCCION DE LAS TABLETAS DEBIDO A LA HUME-
DAD ¥ TEMPERATURA CORPORAL DEL RATON,

PERO COMO EL RECUBRIMIENTO REQUIRIO DE VARIOS PASOS,
EL PROCESO SE HIZO MAS LENTO.,  EN EL CASO DE LA PARAFINA FUE
NECESARIO MANTENER UNA TEMPERATURA ADECUADA (60°C), YA QUE EL GRO-
' SOR DE LA CUBIERTA VARIA CON ESTE FACTOR, A MAYOR TEMPERATURA ME-
NOR GROSOR Y FORMACION DE UNA ESTRUCTURA MAS HOMOGENEA,

LAS TABLETAS CUBIERTAS CON AGAR TAMBIEN NECESITARON UNA
TEMPERATURA ESPECIFICA (58°C) PARA TENER UNA BUENA CONFORMACION,
EL TIEMPO DE ELABORACION ES MAYOR YA QUE SE DEBIO DEJAR' ENFRIAR
EL AGAR ENTRE LA COLOCACION DE UNA GOTA Y OTRA,  UNA OBSERVA-
CION NECESARIA ES QUE EL TIEMPO A PARTIR DEL CUAL SE ELABORO
LA CUBIERTA DE LA TABLETA Y SU CORRESPONDIENTE ADMINISTRACION
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DEBE SER LARGO, ESTO ES DEBIDO A QUE HEMOS OBSERVADO QUE MIEN-
TRAS MAS TIEMPO TRANSCURRA ENTRE LA ELABORACION DE LA CUBIERTA
Y SU ADMINISTRACION MEJOR INCORPORACION DE BRDU SE OBTIENE, LO
CUAL SE VE REFLEJADO EN UNA EXCELENTE TINCION DIFERENCIAL DE
CROMATIDES HERMANAS.

DE TODO LO ANTERIOR SE DESPRENDE QUE LAS TABLETAS |
COMBINADAS CON COLESTEROL GOZAN DE VARIOS FACTORES FAVORABLES
CON RESPECTO A LAS OTRAS DOS TECNICAS; POR EJEMPLO EN LAS TABLETAS
'MEZCLADAS CON COLESTEROL SE EVITAN COMPLETAMENTE LOS PASOS DE RECQ
BRIMIENTO, PESE A LO CUAL LA TABLETA ADQUIERE UNA CONSISTENCIA QUE
FERM!TE SU ADECUADO MANEJO, ASI COMO UNA LIBERACION DE BRDU EN EL
_TIEMPO APROP1ADO PARA OBTENER UNA MAGNIFICA INCORPORACION,

, CON RESPECTO A LA TINCION DIFERENCIAL, SE TOMO EN
- CUENTA QUE LA BRDU PARTICIPO DECISIVAMENTE EN LA OBTENCION DE
UNA DIFERENCIACION VALORABLE, PUESTO QUE SE UNE AL ADN cCOMO UN
COMPUESTO QUE INTERACTUA CON EL COLORANTE HOECHST 33258 CON LA
POSTERIOR REDUCCION CUANTICA DEL MISMO MEDIANTE LUZ NEGRA Y UN
PH DE 7,0 (STETKA Y CARRANO, 1977),

| SE OBSERVO UNA TINCION DIFERENCIAL MAS CONSISTENTE
AL USAR TABLETAS CUBIERTAS PARCIALMENTE CON PARAFINA, NO OBSTAN
TE, LA TECNICA DE COLOESTEROL CASI OBTUVO EL MISMO GRADO DE TIN-
CIOGN AON CON MENOR CANTIDAD DE BRDU, LO CUAL SUGIRIO QUE DICHO
PROCEDIMIENTO PERMITIO UNA LIBERACION GRADUAL Y CONSTANTE DE BRDU,
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QUIZAS SUPERIOR A LAS OTRAS TECNICAS,

LOS VALORES DE TINCION DIFERENCIAL DE LA TE&NICAvQUE uTI-
LIZA AGAR OBEDECIERON A LA RAPIDA LIBERACION DEL ANALOGO, PRUE-
BA DE ELLO ES QUE AL TERMINO DE LA EXPERIMENTACION SE OBTUVIE-
RON LAS CUBIERTAS DE AGAR COMPLETAMENTE VACIAS, DE LO CUAL SE
DEDUJO QUE ERA DE IMPERIOSA NECESIDAD PARA UN MEJOR RESULTADO -
DE ESTA METODOLOGIA AUMENTAR EL TIEMPO DE SECADO DE LA TABLETA
YA RECUBIERTA, POR LO MENOS CUATRO DIAS, ELLO PRESUPONE QUE AL
ESTAR MAS COMPACTA LA ESTRUCTURA POLISACARIDA DEL AGAR SE FACL
LITARA UNA LIBERACION MAS PROLONGADA Y GRADUAL DE LA 5-BROMO-2-
DEOXIURIDINA,

TAMBIEN ES DE GRAN IMPORTANCIA MENCIONAR.QUE LA TINCION
DIFERENCIAL NO VALORABLE ES UN INDICE QUE NOS PERMITIO CONOCER
EN QUE MEDIDA ESTABA FALLANDO CADA TECNICA, YA QUE LA TINCION
DEFICIENTE PUEDE DEBERSE A QUE NO SE INCORPORG LA BRDU ADECUADA
MENTE, PRUEBA DE ELLO ES QUE LA TECNICA QUE UTILIZO AGAR FUE LA
MENOS EFICAZ EN CUANTO A ESTE ASPECTO, LO CUAL COINCIDIO CON LA
" RAPIDA LIBERACION DE BRoU, |

‘EL ANALISIS DE VARIANCIA SE ENCARGO DE CONTRASTAR LA HIPQ
TESIS Ho: X I x2- § LAS CUALES FUERON PRECISAMENTE LAS MEDIAS

OBTENIDAS POR LOS RESULTADOS ARROJADOS POR CADA TECNICA EN CUANTO
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A LA TINCION DIFERENCIAL SE REFIERE, CORRESPONDIENDIENDO )&A LA
TECNICA QUE UTILIZO PARAFINA )&A LA TECNICA QUE EMPLEG COLESTEROL
Y gsA LA TEcuch QUE UTILIZO AGAR, EL ANALISIS ESTADISTICO PARA

LAS DOS DIVISIONES (TINCION DIFERENCIAL VALORABLE Y No VALORABLE)
~ DEMOSTRO QUE NUESTRA HIPOTESIS HO NO ERA ACEPTADA, YA QUE EXISTIE
RON DIFERENCIAS ENTRE LAS RESPECTIVAS MEDIAS PARA CADA PARAMETRO
Y TECNICA, DE AH! QUE SE REALIZARA LA PRUEBA DE TUKEY, LA CUAL
FUE MAS EXACTA Y PERMITIO DETECTAR DIFERENCIAS MINIMAS.

ANALIZANDO CONJUNTAMENTE LAS TABLAS No,IV,Y YVl OBSER-

'VAMOS QUE LA TECNICA QUE UTILIZO AGAR FUE SIGNIFICATIVAMENTE DIFE
RENTE A LAS OTRAS DOS, LO CUAL NOS DICE QUE LA BRDU NO FUE LIBERA-
" DA ADECUADAMENTE Y NO SE INCORPORG LO SUFICENTE PARA PRODUCIR. UNA
“TINCION DIFERENCIAL ADECUADA, COMO EL PROCESO DE TINCION FUE EL
'MISMO PARA TODAS LAS TECNICAS, LA CAPACIDAD TINTORIAL PARECE RELA
CIONARSE DIRECTAMENTE CON EL TIPO DE CUBIERTA,  SIN EMBARGO, EN-
CONTRAMOS QUE LA TECNICA QUE UTILIZ0 COLESTEROL ES IGUAL O MAS

EFICAZ QUE LA QUE EMPLEO PARAFINA Y DE HECHO LOS ANALISIS ESTADIS
 TICOS QUE COMPARARON LOS RESULTADOS AS! LO DEMOSTRARON.

SE HA OBSERVADO QUE LA TINCION DIFERENCIAL DE CROMOSOMAS
SE PUEDE MEJORAR NOTABLEMENTE SI SE MANTIENEN OPTIMOS TANTO LOS
VALORES DE PH, TEMPERATURA, PUREZA DE REACTIVOS Y TIEMPOS DE LOS
DIFERENTES PASOS DENTRO DE LA TINCION,  POR LO TANTO SE REQUIERE



PARA OBTENER UNA EXCELENTE TINCION DIFERENCIAL, VERIFICAR LOS
ELEMENTOS ANTES MENCIONADOS PREVIAMENTE A LA TINCION.

LA PROLIFERACION CELULAR ES UN PARAMETRO DE GRAN IMPORTAN-
CIA CUANTO SE TRABAJA CON UN POSIBLE MUTAGENO, YA QUE VARIOS COMPUES
TOS TIENEN LA FACULTAD DE ACELERAR O RETARDAR EL CICLO CELULAR
{PALITTI Y cOL., 1983) Y ES POR ELLO QUE SE REQUIERE CONOCER LOS
VALORES DE LA PROLIFERACION CELULAR CON EL OBJETO DE CALCULAR EL
TIEMPO DE GENERACION PROMEDIO,

EN ESTE ASPECTO LAS TRES TECNICAS PROPORCIONARON UNA PROLI-
FERACION CELULAR ADECUADA PARA EL OBJETO QUE SE PERSEGUIA, QUE
ERA UN NOMERO ELEVADO DE CELULAS EN SEGUNDA DIVISION CELULAR, NE-
CESARIAS PARA EL ESTUDIO DE LOS INTERCAMBIOS DE CROMATIDES HERMA-
NAS,

SIN EMBARGO CON EL TRATAMIENTO ESTADISTICO SE ENCONTRARON
DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS TANTO EN EL ANALISIS DE LAS CELULAS DE
PRIMERA COMO DE SEGUNDA DIVISION CELULAR, LO CUAL EVIDENTEMENTE NO
REPRESENTO PARA FINES OBJETIVOS Y PRACTICOS ALTERACION ALGUNA, ES
DECIR QUE NINGUNA TECNICA PROPICIO MODIFICACIONES ALARMANTES EN LA
PROLIFERACION CELULAR, POR LO QUE CON TODAS SE LOGRO EL OBJETIVO
YA MENCIONADO QUE ES OBTENER UN ELEVADO NOMERO DE CELULAS EN SEGUN-
DA DIVISION,  SIN EMBARGO LA DIFERENCIA ESTADISTICA SIGNIFICATIVA
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FUE ENCONTRADA ENTRE LAS TECNICAS AL ANALIZAR LAS CELULAS DE
PRIMERA Y SEGUNDA DIVISION, ELLO MOSTRG QUE HUBO FLUCTUACIONES
EN LOS RESULTADOS PERO SIN OBSERVAR ALGUNA TENDENCIA HACIA ALGU-
NA DE LAS TECNICAS, DE TAL MODO QUE A PESAR DE HABER EXISTIDO
DIFERENCIAS ESTADISTICAS LOS RESULTADOS METODOLOGICOS Y PRACTI~
COS NO SE VIERON AFECTADOS.

DENTRO DE LOS PARAMETROS PARA EVALUAR LA EFICACIA DE LAS
TECNICAS, QUIZA -EL MAS IMPORTANTE ES LA FRECUENCIA DE ICH, DADA
LA CONVENIENCIA DE TENER LECTURAS BASALES LO MAS BAJAS POSIBLES,
PERO A SU VEZ FACILMENTE IDENTIFICABLES, CON LO CUAL SE PERMITE
" QUE ESTIMULOS LEVES DE AGENTES MUTAGENICOS INCREMENTEN SU VALOR
Y DEN UNA ALTA SENSIBILIDAD AL METODO.

TOMANDO EN CUENTA QUE SE UTILIZARON DIFERENTES CANTIDADES
DE BRDU, LO CUAL PUEDO MODIFICAR LOS VALORES BASALES DEL ICH,
CONSIDERAMOS QUE EL RESULTADO EXPERIMENTAL COMPARTIO SIMILITUD
EN LAS TRES TECNICAS., LAS TABLETAS CUBIERTAS CON AGAR, QUE TUVIE
RON EL VALOR MAS ALTO (3.771), PUDO DEBERSE A QUE PERMITIERON UNA
TOTAL LIBERACION DE LA BRDU, POR LO QUE SU NIVEL EN EL RATON
FUE MAYOR QUE EN LOS OTROS DOS CASOS.

_ EN EL CASO DE LAS TABLETAS CUBIERTAS PARCIALMENTE CON PARA
FINA LA LIBERACION DEL ANALOGO NO FUE TOTAL, QUEDANDO CERCA DEL
30% DEL VOLUMEN INICIAL, LO CUAL CONFIRIS UN NIVEL MAS BAJO DEL
ANALOGO EN EL RATON EN COMPARACION CON LA TECNICA QUE UTILIZO
AGAR, ELLO OCASIONO QUE EL VALOR DEL ICH FUERA MENOR (3,668),



EL VALOR BASAL DE ICH OBTENIDO MEDIANTE EL USO DE TABLETAS
COMBINADAS CON COLESTEROL (3,333) FUE UN FIEL REFLEJO DE QUE LA
BRDU SE LIBERO GRADUALMENTE MANTENIENDO UN MENOR NIVEL EN EL
RATON EN COMPARACION CON LOS OTROS DOS CASOS, PERO SUFICIENTE
_PARA PODER OBSERVAR EL ICH, SUPONEMOS QUE EL COLESTEROL SOLO
ACTOA COMO UN FILTRO FISICO, QUE CON LA COMPRENSION ADECUADA PER
MITE LOS RESULTADOS QUE SE INDICARON,

Los METODOS ESTADISTICOS COMPROBARON QUE NO HABIA DIFEREN
CIAS SIGNIFICATIVAS ENTRE LAS TRES DIFERENTES METODOLOGIAS CON
RESPECTO A LA FRECUENCIA DE ICH, LO CUAL INDICO QUE CON ESTE
PUNTO DE VISTA CUALQUIERA DE LAS TRES TECNICAS ES OTIL EN ESTY
DIOS CITOGENETICOS QUE VALOREN EL DANO PRODUCIDO POR PRODUCTOS
QuimIcos Y FIsIcos,

SE HA HECHO ENFASIS EN LA CANTIDAD DE BRDU USADA DEBIDO A
QUE AFECTA DIRECTAMENTE A LA FORMACION DE ICH, Y A QUE, PRECISA-
MENTE UNA VENTAJA DE LAS TECNICAS, SE REFIERE A UTILIZAR LA MENOR
CANTIDAD POSIBLE PARA EVITAR INTERFERENCIAS AL EVALUAR UN MUTA-
GENO,

EL SIGNIFICADO BloLOGIco DEL ICH AON No ESTA CLARO, SIN
EMBARGO SE CONOCE QUE VARIOS AGENTES QUE AFECTAN AL AIN INDUCEN
SU INCREMENTO (WOLFF, 1979), DE AHI LA IMPORTANCIA QUE UNA TEC-
NICA PERMITA OBSERVAR LAS MODIFICACIONES A LAS LECTURAS EN RELA-
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CION CON UN TESTIGO NEGATIVO,

LA MITOMICINA ES UN COMPUESTO ALGUILANTE CUYAS LESIONES A
NIVEL MOLECULAR CORRESPONDEN A ENTRECRuzAMIENTOs ADN-ADN, ALQul-
LACION DE LA GUANINA EN LA POSICION 0% v PoSIBLEMENTE ENLACES
COVALENTES EN BASES NITROGENADAS (IsHI1, 1981), CoMo ES UN PRO-
DUCTO DE ACCION CONOCIDA SE DECIDIO USARLO PARA VALORAR LAS TEC
NICAS ANTE UN MUTAGENO. '

EL eFEcTo DE LA MMC SE OBSERVO CLARAMENTE SOBRE LA PROLI-
FERACION CELULAR, LA CUAL PRESENTO UN AUMENTO EN LAS CELULAS DE
PRIMERA DIVISION CELULAR, UN LIGERO DECREMENTO EN EL NGOMERO DE
LAS DE SEGUNDA DIVISION Y UNA MARCADA DISMINUCION EN LA FRECUEN
CIA DE LAS DE TERCERA,

NOTAMOS QUE LAS TRES TECNICAS SE COMPORTARON DE MANERA
SEMEJUANTE AL ENSAYAR EL MUTAGENO, Y PRUEBA DE ELLO ES QUE LOS
METODOS ESTADISTICOS ASI LO COMPROBARON AL REALIZAR LA PRUEBA
T-STUDENT, SE OBSERVO QUE EXISTIERON RESULTADOS SIGNIFICATIVOS
EN LAS TRES TECNICAS CON RESPECTO A LOS TESTIGOS NEGATIVOS, LOS
CUALES FUERON LOS RESULTADOS OBTENIDOS SIN EXPONER A LOS RATONES
A LA MMC; ELLO NOS HACE INFERIR QUE CUALQUIERA DE ELLAS ES ALTA-
MENTE SENSIBLE AL EFECTO OCASIONADO POR LA MMC EN RELACION A LA
PROLIFERACION CELULAR,

LA MMC INCREMENTO EL VALOR DEL ICH CON LAS TRES TECNICAS
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EMPLEADAS, Y ESTA ELEVACION FUE PROPORCIONAL A LA CANTIDAD DE
MMC uTILIZADA (IMG/KG DE PESO), LO CUAL CONCORDO CON LOS RESULTA
DOS OBTENIDOS POR PERRY Y EVANS (1975) QUIENES OBSERVARON QUE MQ
DIFICACIONES SIMILARES SE ENCONTRARON EN EL NOMERO DE ICH AL
ADMINISTRAR MMC Y OTROS TRECE MUTAGENOS CONOCIDOS,

LOS INCREMENTOS ENCONTRADOS EN LAS TRES TECNICAS FUERON
SIMILARES Y AL PRACTICAR EL ANALISIS ESTADISTICO T~STUDENT, SE
OBSERVO LA ALTA SENSIBILIDAD QUE TUVIERON ANTE EL ESTIMULO OCA
SIONADO~POR LA MMC,

UNA VENTAJUA MAS DE LAS TECNICAS QUE UTILIZAN TABLETAS EN
COMPARACION CON OTRAS PARA ESTUDIOS "IN VIVO", SE REFIERE A LA
BAJA CANTIDAD DE BRDU QUE SE USA, YA QUE ESTE COMPUESTO PODRIA
CAUSAR SINERGISMO CON LAS SUSTANCIAS A ENSAYAR, LO CUAL EVIDEN-
TEMENTE AFECTARIA LA CREDIBILIDAD DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS
(MORALES, 1984),

DE ACUERDO A LAS CARACTERISTICAS QUE SE DESCRIBIERON ANTE~
RIORMENTE, LA EVALUACION DE LAS TRES TECNICAS INDICO QUE AUNQUE
TODAS SON OTILES, QUIZA LA MENOS EFICIENTE SEA LA QUE UTIL1Z0
AGAR, DE ACUERDO A UNA UBICACION JERAQUICA, SIGUIENDOLE EN FOR~-
MA ASCENDENTE LA QUE UTILIZO PARAFINA Y SIENDO LA MAS EFICAZ
LA QUE UTILIZ0 COLESTEROL,

SE HA OBSERVADO QUE DE ACUERDO A LOS. RESULTADOS HASTA AHORA
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EXPUESTOS, QUE LAS DIFERENCIAS SON MINIMAS, POR LO CUAL EN LA-
BORATORIOS CON SUFICIENTES RECURSOS PUEDE LLEGAR A ESTABLECERSE
CUALQUIERA DE LAS TECNICAS AQUI EXAMINADAS,  SIN EMBARGO, ES
CONVENIENTE CONSIDERAR OTROS ASPECTOS FUNDAMENTALES PARA LA
APLICACION.DEL METODO, QUE SE REFIERE PRECISAMENTE AL COSTO,
TIEMPO DE DESARROLLO Y FACILIDAD PARA EFECTUAR DICHO METODO,

EN RELACION AL ASPECTO ECONOMICO, CONSIDERANDO EL PRECIO
DE LOS COMPONENTES MAS IMPORTANTES, CONCLUIMOS QUE LA TECNICA
DE COSTO MAS ELEVADO ES LA QUE UTILIZO COLESTEROL, SEGUIDA POR
LA QUE USO PARAFINA, SIENDO LA TECNICA MAS ECONOMICA AQUELLA
QUE USO AGAR.

AL ANALIZAR LOS DIFERENTES TIEMPOS UTILIZADOS POR CADA
TECNICA, OBSERVAMOS QUE LA QUE EMPLEO COLESTEROL SE EFECTUO
MAS RAPIDAMENTE (15MIN) Y QUE EL ENGRAPADO DE SUTURA FUE MAS
FACIL,  LAS OTRAS TECNICAS REQUIRIERON DE MAYOR TIEMPO EN LA
ELABORACION DE LAS TABLETAS AS! COMO EN EL RECUBRIMIENTO DE LAS
MISMAS, ESTE ASPECTO ESTA DIRECTAMENTE RELACIONADO CON LA FACI-~
LIDAD DE REALIZACION DE LAS DIFERENTES METODOLOGIAS, POR LO QUE
SE CONCLUY6 QUE LA TECNICA QUE EMPLEG COLESTEROL FUE LA MAS FAVQ
RABLE EN SU MANIPULACION,  ADEMAS LAS OTRAS TECNICAS REQUIRIERON
DE MAYOR EQUIPO PARA REALIZARLAS, Y NOTANDO QUE LAS TABLETAS SE
FRACTURABAN CON MAYOR FACILIDAD,
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POR LO QUE RESPECTA A LA TABLETA CUBIERTA CON AGAR, ESTA
DEBE PERMANECER BAJO _CONDIC!ONES DE TEMPERATURA Y HUMEDAD AMBIEN
TE POR UN TIEMPO MINIMO DE TRES DIAS, LO CUAL PUDIERA AFECTAR LA
EFECTIVIDAD DE LA BRDU, MIENTRAS QUE CON COLESTEROL Y PARAFINA SE
PUEDEN USAR INMEDIATAMENTE DESPUES DE HABER PREPARADO LAS TABLETAS,
CON EL FIN DE EVITAR LA ABSORCION DE AGUA, LA CUAL, COMO SE COMENTO
ANTERIORMENTE PUDIERA AFECTAR A LA BRDU Y EN GENERAL CON EL PROCESO,

ESTOS PARAMETROS FUERON FACTORES DECISIVOS PARA DETERMINAR
QUE EL ANALISIS FAVORECIO A LA TECNICA QUE UTILIZO TABLETAS DE
BRDU. EN COMBINACION CON COLESTEROL,

Es DE GRAN IMPORTANCIA TENER EN CUENTA QUE NO ESTA COMPLETA-
MENTE CONOCIDO EL PAPEL QUE JUEGA EL COLESTEROL, PERO DE ACUERDO
A LA FUNCION QUE EFECTUA EL COLESTEROL EN LA.MEMBRANA CITOPLASMATI-
CA, LA CUAL ES PRINCIPALMENTE LA ESTABILIZACION DE LA FLUIDEZ A
TRAVES DE DICHA MEMBRANA,  LO CUAL SE LOGRA MEDIANTE LA UNION DEL
COLESTEROL CON LOS FOSFOLIPIDOS DE MEMBRANA, ORIENTANDO EL GRUPO
HIDROXILO HACIA LA PARTE HIDROFILICA DE LOS FOSFOLIPIDOS Y LA POR
CION NO POLAR DEL COLESTEROL HACIA LA PARTE HIDROFOBICA MAS CERCANA
DE LOS FOSFOLIPIDOS, LO CUAL OCASIONA QUE LA PARTE DISTAL DE LOS
FOSFOLIPIDOS MANTENGA UNA CIERTA FLEXIBILIDAD Y SE VEA TRADUCIDO
EN EL MANTENIMIENTO DE LA FLUIDEZ DE LA BICAPA LIPIDICA DE LA

MEMBRANA CITOPLASMATICA;  As! TAMBIEN EL COLESTEROL A LAS CONCEN
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TRACIONES QUE SE ENCUENTRA EN LA MAYORIA DE LAS MEMBRANAS EN
EUCARIOTES, TIENE EL EFECTO DE EVITAR A LAS CADENAS HIDROCARBQ
NADAS DE LOS FOSFOLIPIDOS DE LLEGAR A JUNTARSE ENTRE ELLAS Y
CRISTALIZARSE, Y DE ESTE MODO EL COLESTEROL TAMBIEN PREVIENE
EL DRASTICO DECREMENTO EN FLUIDEZ, QUE PUEDE POR OTRO LADD
OCURRIR A BAJAS TEMPERATURAS (ALBERTS Y COLABORADORES, 1983),

DE ACUERDO A LO ANTERIORMENTE MENCIONADO, PROPdNEMos QUE
EL COLESTEROL PERMITE TANTO UNA LIBERACION GRADUAL DE BRDU DE
LA TABLETA COMO LA FACILITACION DE ABSORCION CONSTANTE A TRAVES
DE LA MEMBRANA CITOPLASMATICA, LO CUAL PERMITE UNA CONCENTRACION
PLASMATICA CONSTANTE DE BRDU EN PQR LO MENOS DOS CICLOS DE REPLICA
CACION DE ADN,

7 LA EVALUACIGN DE NUESTROS RESULTADOS DEMOSTRO QUE ES DIFICIL
ACEPTAR EN PARTICULAR ALGUNA TECNICA, YA QUE TODAS MOSTRARON SER
IDONEAS PARA CUANTIFICAR EL ICH DEBIDO A SU SENSIBILIDAD, REPRO-
DUCIBILIDAD Y CONFIABILIDAD, PERO EL BAJO INDICE BASAL DE ICH,

LA ADECUADA PROLIFERACION CELULAR, LA ELEVADA CANTIDAD DE CELULAS
CON TINCION DIFERENCIAL VALORABLE Y LAS CONSIDERACIONES DE TiPO
PRACTICO Y ECONOMICO, NOS HACE COLOCAR EN UN NIVEL SUPERIOR A LA
TECNICA QUE EMPLEG TABLETAS DE 5-BROMO-2~DEOXIURDINA COMBINADAS
CON COLESTEROL.

ES CONVENIENTE REFERIRNOS AHORA A UNA TECNICA QUE SE BASA



EN LA ADSORCION DE UNA sbLucon DE BRDU EN CARBON ACTIVADO QUE
' POSTERIORMENTE SE INYECTA INTRAPERITONEALMENTE EN EL RATON
(MORALES, 1980), AUNQUE ES MAS TRAUMATICA PARA EL ANIMAL POR
PRODUCIRLE PERITONITIS, PRESENTA APARENTAMENTE UNA SIMPLIF ICA-
CION METODOLOGICA.  NO SE INCLUYO EN ESTE TRABAJO POR SER DI~
FERENTE A LA ELABORACION DE TABLETAS, SIN EMBARGO, SUS CUALIDA-
DES DESDE EL PUNTO DE VISTA ECONOMICO ¥ TECNICO LA UBICAN COMO
OTRA FAVORABLE OPCION DE TRABAJO,
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6. RESUMEN Y CONCLUSIONES



_ EN EL PRESENTE TRABAJO SE REALIZO LA EVALUACION COMPA- .
RATIVA DE TRES TECNICAS PARA LA OBTENCION DE INTERCAMBIO DE
CroMATIDES HERMANAS EN CELULAS DE MEDULA OSEA DE RATON (CEPA
NIH con un PEsO ENTRE 20 v 256R, MACHOS). TODAS SE BASARON EN
LA ADMINISTRACION SUBCUTANEA DE TABLETAS DE 5-BROMO-2-DEOXI-
URIDINA A RATONES, Y LAS PRINCIPALES DIFERENCIAS RESIDIERON
EN EL TIPO DE CUBIERTA USADA ASI COMO EN LOS COMPONENTES DE

LA TABLETA,

LAs TECNICAS COMPARADAS FUERON: A) TaBLETAS DE BroU cu-
BIERTAS PARCIALMENTE CON PARAFINA: B) TABLETAS DE BroU cu-
BIERTAS TOTALMENTE CON AGAR Y C) TABLETAS DE BRDU con coLes-
TEROL.,

PARA LLEVAR A CABO LA EVALUACION SE UTILIZARON VARIOS
PARAMETROS: TINCION DIFERENCIAL., PROLIFERACION CELULAR, NO-
MERO BASAL DE ICH, AsPecTo EconoMIco., TIEMPO NECESARIO PARA
LA REALIZACION DEL PROCESO. ESTOS ASPECTOS SE ESTUDIARON EN
RATONES NORMALES Y EN OTROS EXPUESTOS A M1Tomicina C, Los
RESULTADOS SE ANALIZARON CON LA AYUDA DEL ANALISIS DE VARIAN-
c1A, PRUEBA DE TUKEY Y LA PRUEBA T-STUDENT,

EL ANALISIS DE LA INFORMACION OBTENIDA PROPORCIONO LAS
SIGUIENTES CONCLUSJONES:
1) SE DETERMING CLARAMENTE QUE LA TINCION DIFERENCIAL



NO FUE IGUAL EN LOS TRES CASOS. LA TECNICA QUE UTILIZO PA-
RAFINA MOSTRO UNA MAS NTIDA TINCION DIFERENCIAL, SIN EMBARGO
LA TECNICA QUE USO COLESTEROL TUVO CARACTERISTICAS CASI SIMI-
LARES A LA ANTERIOR: LA TECNICA QUE USO AGAR FUE LA MAS DEFI-
CIENTE AL RESPECTO.

2) LA FReCUENCIA BASAL DE ICH FUE MUY SEMEJANTE EN LAS
TRES TECNICAS, OBSERVANDOSE QUE LA TECNICA QUE UTILIZO COLES-
TEROL PRESENTS LA BASAL DE ICH MAs OPTIMA PARA TRABAUAR EN
ESTUDIOS DE GENOTOXICOLOGIA IN VIVO.

| 3) LA PROLIFERACION CELULAR OBTENIDA POR LAS TRES TEC-

NICAS MOSTRO UNA GRAN SIMILITUD, EN TODOS LOS CASOS SE OBTU-
VO UN ADECUADO NOMERO DE CELULAS DE SEGUNDA DIVISION PARA EL
estupio DeL ICH.

SE OBSERVO ADEMAS QUE LA PROLIFERACION CELULAR FUE DI-
RECTAMENTE AFECTADA POR LA CANTIDAD DE BRDU Y EL TIEMPO DE
EXPOSICION A LA MISMA,

4) Se DETERMING QUE LA TECNICA QUE UTILIZO CUBIERTA TO-
TAL DE AGAR FUE LA QUE RESULTO ECONGMICAMENTE MAS ACCESIBLE,
Y LA MAS COSTOSA FUE LA QUE USO COLESTEROL.

5) RESPECTO A LA FACILIDAD PARA DESARROLLAR LA TECNICA,
EN LA QUE SE UTILIZO COLESTEROL, MOSTRO MAYOR NUMERO DE CA-
RACTER{STICAS FAVORABLES, LO CUAL SE VIO REFLEJADO EN LA RA-
PIDEZ Y ACCESIBILIDAD PARA LLEVARLA A CABO,



6) DE ACUERDO A LOS PUNTOS ANTERIORES, LAS TRES TECNICAS
VALORADAS PRESENTARON CARACTER{STICAS ADECUADAS PARA EMPLEAR-
SE EN LOS ESTUDIOS DE GENOTOXICOLOGIA IN VIVO,

7) EL ANALISIS ESTADISTICO, AS! COMO EL RELACIONADO A LA
FACILIDAD DE MANEJO, INDICARON QUE LA MEJOR OPCION FUE LA TEC
NICA QUE UTILIZO UNA MEZCLA DE BRDU CON COLESTEROL. AUNQUE EL
COSTO PARA DESARROLLAR ESTA TECNICA NO FUE EL OPTIMO, CONSIDE
RAMOS QUE PARA FINES DE INVESTIGACION Y CIENTIFICOS ESTE NO
ES UN FACTOR EN DECREMENTO A LA ELECCION DE DICHA TECNICA.

8) En LAS TRES TECNICAS SE OBSERVO QUE LA MitoMicInNA C
INCREMENTABA EL NOMERO DE ICH DE MANERA SIMILAR (11,2 A 12,92),

9) DE IGUAL FORMA EN TODAS LAS TECNICAS, LA MitoMicina C
OCASIONG UN ALARGAMIENTO DEL CICLO CELULAR, LO QUE SE MANIFES-
76 EN LAS MODIFICACIONES DE LA PRdLlFERAClON CELULAR,

10) LAS TRES TECNICAS MOSTRARON UNA ALTA SENSIBILIDAD A
ESTIMULOS MUTAGENICOS, LOS CUALES INCREMENTARON LA FRECUENCIA
DE ICH Y MODIFICARON LA PROLIFERACION CELULAR,



-9 -

7. BIBLIOGRAF] 4.




1) ABe. S. AND SASAKI. M.: STUDIES ON CHROMOSOMAL ABERRA=
TIONS AND SISTER CHROMATID EXCHANGES INDUCED BY CHEMI-
cALS: Proc. JPN. AcAD. 53:46 (1977a),

2) ABE, S. AND SASAKI, M.: CHROMOSOME ABERRATIONS AND SIS
TER CHROMATID EXCHANGES IN CHINESE HAMSTER CELLS EXPO-
SED TO VARIOUS CHEMICALS: J. NATL, CANCER INsT. 58:1635
(19778). f

3) AuBerts. B.. Brav, D., Lewis. J., Rarr. M., Roserts, K.
AND WATSON. J.s MoLECULAR BioLoY oF THE CELL: 3RD ED.:
GARLAND PuBLISHING INc.: New York (1983); p.p, 356-359.

4) ALLeEN, J.N, AND LATT, S.A.: ANALYSIS OF SISTER CHROMATID
EXCHANGES FORMATION IN VIVO IN MOUSE SPERMATOGONIA AS A
NEW TEST SYSTEM FOR ENVIRONMENTAL MUTAGENS: NATURE 260:

- 449-451 (19764,

5) ALLen, J.W. anp LatT, S.A.: IN vivo BroU-33258 HoecHsT
ANALYS1S OF DNA REPLICATION KINETICS AND SISTER CHROMA-
TID EXCHANGES FORMATION IN MOUSE SOMATIC AND MEIOTIC CELL?
CHRoMOSOMA 58:225-240 (19768),

6) ALLEN, J.W.., ShuLer, C.F.., Menpez, R.W. anp LaTT, S.A.:
A SIMPLIFIED TECHNIQUE FOR IN VIVO ANALYSIS OF SISTER
CHROMATID EXCHANGES USING 5-BROMODEOXYURIDINE TABLETS:
Cyrogener, CerL Gener. 18:231-237 (1978),

7) Benper, M.A., Grices. H.G.. BEDFoRD, J.S.: RecoMBINATIO-
NAL DNA REPAIR AND SISTER CHROMATID EXCHANGES: MUTAT.
Res. 24:117-123 (1974), '



- g3 -

8) Boom. S.E. aND Tsu, T.C.: DIFFERENTIAL FLUORESCENCE OF
SISTER CHROMATIDS IN CHICKEN EMBRYOS EXPOSED TO 5-BROMO-
DEOXYURIDINE: CHROMOSOMA 51:261-267 (1975), |

9) Cook. P.R. anp BrAazeLL, [.A.; SupercoILs IN HUMAN DNA:

J. CeLL Sci. 19:261-279 (1975),

10) De Weerp-KasteLein, E.A., Keruzer, W., RAINALDI, G. AND'
BooTsMA, D.: INDUCTION OF SISTER CHROMATID EXCHANGES IN
XERODERMA PIGMENTOSUM CELLS AFTER EXPOSURE TO ULTRAVIO-
LET LIGHTs MuTaT. Res. 45:253-261 (1977).

11) GALLeY, W.C. AND PURKEY, P.M.; SPIN-ORBITAL PROBES OF
BIOMOLECULAR STRUCTURE. A MODEL-ACRIDINE SYSTEM.: NATL.
Sci. 69:2198-2202 (1972)., _

12) Goto, K., Akematzu, T.. SHimazu, H. AnD Sucivama, T,:

| SIMPLE DIFFERENTIAL GIEMSA STAINING OF SISTER CHROMATIDS

" AFTER TREATMENT WITH PHOTOSENSITIVE DYES AND EXPOSURE TO
LIGHT AND THE MECHANISM OF STAINING: CHROMOSOMA 53:223-
230 (1975), |

13) Goro. K.. Maeba, S.. Kano, Y, anD SugivaMa. T.: FAcToRs
luvoLyED IN DIFFERENTIAL GIEMSA STAINING OF SISTER CHRO-
MATIDS: CHROMOSOMA 66:351-359 (1978),

14) Hiumine, l.; ON THE INFLUENCE OF A BENZIMIDAZOL DERIVATE
(FLUOROCROME) ON CELL LINES IN TISSUE CULTURE:; Z, ZELLFOR
cH 104:127-137 (1970).



- -

15) Hiwming, I. AND GROPP, A.: STAINING OF CONSTITUTIVE HE-
TEROCROMATIN IN MAMMALIAN CHROMOSOMES WITH A NEW FLUORQ
croMes Exp. CELL Res. 75:122-126 (1972),

16) Huang. C.C.: INDUCTION OF A HIGH INCIDENCE OF DAMAGE TO
THE CHROMOSOMES OF RATUS (MASTOMYA) NATALENSIS BY BASE
ANALOGUES. VIRUSES AND CARCINOGENS: CHROMOSOMA 23:162-
179 (1967). :

17) Hurtey. D.. AGUILAR. A.. GARIBAY, J. Y LANDEROS, J.s
Tecnicas De DiseRo ExPERIMENTAL: CENTRO DE INVESTIGACION
vy Estupios Avanzapos: México, D.F.: p.p. 37-53 (1981),

18) IkusHiMA, T. AND WOLFF, S.; SISTER CHROMATID EXCHANGES
INDUCED BY LIGHT FLASHES TO 5-BROMODEOXYURIDINE AND 5-

(. 10DODEOXYURIDINE-SUBSTITUDES CHINESE HAMSTER CHROMOSOMES:

" Exp. CeLL Res. 87:15-19 (1974).

19) IsHil, Y.; NATURE OF THE MITOMICIN-C INDUCED LESION CAUS-
ING SISTER-CHROMATID EXCHANGES; Mutat. Res. 91: 51-55
(198D). |

20) Kato, H.: INDUCTION OF SISTER CHROMATID EXCHANGES BY U.V,
LIGHT AND ITS INHIBITION BY CAFFEINE: Exp. CELL Res. 82:
383-390 (1973), -

21) Kato. H.: PossiBLE ROLE OF DNA SYNTHESIS IN FORMATION OF - -
SISTER CHROMATID EXCHANGES: NATURE 252:739-741 (1974a).

22) Kato, H.: INDUCTION OF SISTER CHROMATID EXCHANGES BY CHE-
MICAL MUTAGENS AND 1TS POSSIBLE RELEVANCE T0 DNA REPAIR;
Exp. CeLL Res. 85:239-247 (1974m).



-9 -

23) King, M., WiLp. D. AND Gock. R.; BROMODEOXYURIDINE TA-
BLETS WITH IMPROVED DEPOT EFFECT FOR ANALYSIS OF SISTER
CHROMATID EXCHANGES IN BONE-MARROW AND SPERMATOGONIAL
ceLLs: Murat. Res. 97:117-129 (1982),

24) KLiGERMAN. A.D. AND BLooM, S.E.; SISTER CHROMATID EXCHAN
GES AND DIFFERENTIATION IN ADULT MuDMINNOUS (UMBRA LIMI)
AFTER IN VIVO EXPOSURE TO S-BRononeoxvunxnxue. CHROMOSO~-
A 56:101-109 (1976).

~ 25) Kram, D.. ScHneiDer. E.L., SenuLa, 6.C. AND NakanisHI.Y.:

SPONTANEOUS AND MITOMICIN-C INDUCED SISTER-CHROMATID EX~

CHANGES: COMPARISON OF IN VIVO AND IN VITRO SYSTEMS:

MutaT. Res. 69:339-347 (1979).

~ 26) Krevszing, E.: EsTapfstica MatemATicA: Ep, Limusa: México,
D.F. (1979); p.p. 221~300.

27) LamMLer., G.M, AND Schutze. H.R.: VITAL-FLUOROCHROMICRUNT
FIERISCHER ZELIKENE MIT EINEN NEUNEN FLUOROCHROM: NATUR-
MISSENCHAFTEN 56:286-290 (1969),

28) Latt, S.A,: MICROFLUOROMETRIC DETECTION OF DEOXYRIBONU-
CLEIC ACID REPLICATION IN HUMAN METAPHASE CHROMOSOMES:
Proc. NATL. Sci. 70:3395-3399 (1973). |

29) LATT, S.A.: LOCALIZATION OF SISTER CHROMATID EXCHANGES
IN HUMAN CHROMOSOMES: SCIENCE 185:74-76 (1974).

30) Latt, S.A.: Detection oF DNA SYNTHESIS IN INTERPHASE NU-
CLEI BY FLUORESCENCE MICRoscopy: J. CeLL Brov. 62:546-
550 (1974a).



- 9 -

31) LatT, S.A.: MICROFLUOROMETRIC ANALYSIS oF DNA REPLICA-
TION AND SISTER CHROMATID EXCHANGES IN HUMAN CHROMOSOMES:
J. HisTocHem, CvrocHem, 22:478-491 (1974s).

32) LATT, S.A.: FLUORESCENCE ANALYSIS OF LATE DNA REPLICATION
IN HUMAN METAPHASE CHROMOSOMES: SOMAT. CELL GENET. 1:293-
321 (1975), :

33) LATT, S.A.: LONGITUDINAL AND LATERAL DEFFERENTIATION OF
METAPHASE CHROMOSOMES BASED ON THE DETECTION OF DNA sy-
NTHESIS BY FLUORESCENCE MICROSCOPY. IN CHROMOSOMES TODAY.
VoL 5 (P.L. Pearson anp K.R. Lewis Eps.), New York.

WILLEY. P.P. 367-394 (1976),
34) LATT, S.A.s FLUORESCENT PROBES OF CHROMOSOMES STRUCTURE
| AND REPLICATION; CAN. J. GENET. CvTocHEM, 24:24-33 (1977a),
35) LATT, S.A.: ANALYSIS OF SISTER CHROMATID EXCHANGES AND

" CHROMOSOME REPLICATIONS KINETIC USING BRDU-DYE TECHNIQUE:
VircHows ARcH. B. CELL PATHoL. 29:19-27 (1978),

36) Lart, S.A.. Davioson. R.L., Lin, M.S. anp Gerap, P.S.:
LATERAL ASYMETRI IN THE FLUORESCENT OF HUMAN Y CHROMOSOMES
STAINED WITH 33258 HoecusT: Exp, CeLL Res. 87:425-429
(1974), ;

37) LatT, S.A. AND STENFTEN. G.: SPECIAL STUDIES AN 33258
HOECHST AND RELATED BISBENZIMIDAZOLE DYE, USEFUL FOR FLUORES

CENT DETECTION OF DEOXYRIBONUCLEIC ACID SYNTHESIS: J.



HistocHEM. Cyrocuem. 24:24-33 (1976).-

38) Lin, M.S. anp ALrL, 0.S.: DETECTION OF SISTER CHROMATID
EXCHANGES BY 4’-6-DIAMINO-2-PHENYLINDOLE FLUORESCENCE:
CromosoMa 57:219-225 (1976),

39) Lin, M.S., LatT, S.A. anp Davipson. R.L.: MicroFLuoroMe-
TRIC REGION OF MOUSE CHROMOSOMES: Exp, CeLL Res. 86:392-
394 (1974),

40) Lin, M.S., Comings, D.E. anp ArL, 0.S.: OPTICAL STUDIES
OF THE INTERACTION OF 4’-6-DIAMIDING-2-PHENYLINDOLE WITH
DNA AND METAPHASE CHROMOSOMES: CHROMoSOMA 60:15-25 (1977),

41) Loewe, H. AND URBANIETZ, J.: BASISCH SUBSTITUTIENTE 2.6-
BISBENZIMIDAZOL-DERIVATE, EINE NEUE CHEMOTHERAPEUTISCH
ACTIVE KORPERKLASSE: ARZNEIM FORCH. 24:1927-1933 (1974).

42) McFee. A.. Lowe, L. AnD San SeBasTiAN, J.: IMPROVED
SISTER-CHROMATID DIFFERENTIATION USIN PARAFIN-COATED BRO-
MODEOXYURIDINE TABLETS IN MICE : MutAT. Res, 119:83-88
(1983),

43) MoraLes, R.P,: ANALYSIS IN VIVO OF SISTER-CHROMATID EX-
CHANGE IN MOUSE BONE-MARROW AND SALIVARY-GLAND CELLS:
Mutat. Res. 74: 61-69 (1980).

44) MoraLes. R.P.. VaLtarino, K.T. anp Ropricuez, R.R,: De-
TECTION OF SCE IN RODENT CELLS USING THE ACTIVATED CHAR-
COAL BROMODEOXYURIDINE SYSTEMs SISTER CHROMATID EXCHANGES.
Epitep By Tice., R. anp HoLLANDER, A.. PLENUM PuBL1SHING
CorpoRrATION; P.P, 599-611 (1984),



- 98 -

45) NaKANISHI, Y. AND ScHNEIDER, E.L.; IN VIVO SISTER-CHROMA-
TID EXCHANGE: A SENSITIVE MEASURE OF DNA DAMAGE: MUTAT.
Res. 60:329-337 (1979),

46) Nataravan, A.T.. Taves, A.D., Van BuLL, P.P., Mevers, M.
anD De VoseL, N.: Mutar, Res. 37:83-90 (1976).

47) NaTARAJAN. A.T,. Tates. A.D.. Mevers, M.. Neutesoom, I.
AND VoGEL., N.: INDUCTION OF SISTER=CHROMATID EXCHANGES
(SCES) AND CHROMOSOMAL ABERRATIONS BY MITOMICIN C AND
METHYL METHANESULFONATE IN CHINESE HAMSTER OVARY CELLS:
AN EVALUATION OF METHODOLOGY FOR DETECTION OF SCES AND OF
PERSISTENT DNA LESIONS TOWARDS THE FRECUENCIES OF OBSER-
vep SCEs: Mutat. Res. 121: 211-223 (1980).

48) PAINTER, R.: A REPLICATION MODEL FOR SISTER CHROMATID
EXCHANGE: MuTaT. Res. 70:337-341 (1980).

49) Pacitri, F., TanzareLLa, C.. Cozzi, R.. Ricoroy, R..

~V1TAGL1ANO, E. AND FIORE, M.: COMPARISON OF THE FREQUEN-
c1eS OF SCES INDUCED BY CHEMICAL MUTAGENS IN BONE-MARROW,
SPLEEN AND SPERMATOGONIAL CELLS OF MICE: MuTaT. Res. 103:

191195 (1982).

50) PaLttri, F., Tanzareita, C., Decrassi, F.. D SaLvia, R..
Fiore, M. anDp NataraJai, A.T.: FORMATION OF CHROMATID-
TYPE ABERRATIONS IN G2 STAGE OF THE CELL cYCLE, MuTaT, Res.
110:343-350 (1983),



51)

- 52)

53)

54)

55)

56)

57)

- 99 -

Pera, F. AND MaTTIAS, P.; LABELLING OF DNA AND DIFFEREN-
TIAL SISTER CHROMATID STAINING AFTER BRDU TREATMENT IN
vivo: CHromosoma 57: 13-18 (1976),

PERRY. P. AND Evans . H.: CYTOLOGICAL DETECTION OF MUTA-
GEN-CARCINOGEN EXPOSURE BY SISTER CHROMATID EXCHANGE:

 NaTure 258:121-125 (1975),

PERRY, P. AND WOLFF, S.: New GIEMSA METHOD FOR DIFFEREN-
TIAL STAINING OF SISTER CHROMATIDS: NATURE 261:156-158
(1974) .

RemingTON, R.D. v Schork. M.A.: BIOESTADfSTICA BIOMETRI-
CA Y SANITARIA; EDITORIAL PRENTICE/HALL INTERNATIONAL:

24 eD.; MaDR1D, Espana (1977); p.p, 256-261.

RevnoLds, R.J., NaTarasan. A.T. anp LowmMan, P.H.M.:
Micrococcus LETEUS UV-ENDONUCLEASE SENSITIVE SITES AND
SISTER-CHROMATID EXCHANGES IN CHINESE HAMSTER OVARY CELLS:

Mutat, Res. 64:353-356 (1979), |

SinGH. N.P.. Turturro. A., Chanc, M.J.W. anD HarT., R.M.:
THE MEASUREMENTOF SISTER CHROMATID EXCHANGES INDUCED IN
UTERO UTILIZING INTRAPERITONEAL INFUSION OF BrpU: A woveL
TECHNIQUE: CyToGENET. CELL GeneT, 35: 81-86 (1983),
ScHNEIDER, E.l.. CHAILLET, J. AND TicE, Rus IN vivo Brol
LABELING OF MAMMALIAN CHROMOSOMES: Exp. CeLL Res. 100:396-
399 (1976),



- 100 -

58) STeTkA, D.G. AND CARRANO, A.V.: THE INTERACTION OF HOE- -
CHST 33258 AND BrDU suBsTITUTED DNA IN THE FORMATION OF
SISTER CHROMATID EXCHANGES: CHRoMosoMA 63:21-31 (1977).

59) STeTKA. D.G. AND WOLFF. S.: SISTER CHROMATID EXCHANGE AS AN
ASSAY FOR GENETIC DAMAGE INDUCED BY MUTAGEN-CARCINOGENS,
I. IN VITRO TEST FOR COMPOUNDS REQUIRING METABOLIC ACTI-
vaT,: MuTaT, Res. 41:333-342 (1976n).

60) STETKA. D.G. AND WoLFF. S.; SISTER CHROMATID EXCHANGE AS
AN ASSAY FOR GENETIC DAMAGE INDUCED BY MUTAGEN-CARCINO-
GENS, II, IN VITRO TEST FOR COMPOUNDS REQUIRING METABOLIC
ACTIVATION; MuTat. Res. 41:343-350-(19768).

61) TavLor., J.H.: SISTER CHROMATID EXCHANGES IN TRITIUM LABE-
LED CHROMOSOMES; GENETICS 43: 515-529 (1958), '

62) Tice, R., CHAILLET, J. AND ScHNEIDER, E.L.: DEMOSTRATION
OF SPONTANEOUS SISTER CHROMATID EXCHANGES IN VIvo: Exe,
CeLL Res. 18:13-23 (1976).

63). VogEL, W, AND BAUKNECHT, T.: DIFFERENTIAL CHROMATID STAI-
NING BY TREATMENT AS A MUTAGENICITY TEST SYSTEM: NATURE
260:448-449 (1976), .

64) Watson, J.D. anp Crick. F.H.C.: GENETICAL IMPLICATIONS
OF THE STRUCTURE OF THE DEOXYRIBONUCLEIC AciD: NaTure 171:
964-967 (1953).



- 101 -

65) WoLFF, S.: SISTER CHROMATID EXCHANGE: THE MOST SENSITIVE

66)

MAMMALIAN SYSTEM FOR DETERMINING THE EFFECTS OF MUTAGENIC
CARCINOGENS. IN: BERG, K. (Ep,) Human Damace IN Men Cav-
SED BY ENVIRONMENTAL AGENTS: ED. AcADEmic PRess. New York
(1979); p.p. 229-243,

WoLFF, S. AND PERRY. P.: INSIGHTS ON CHROMOSOME STRUCTURE
FROM SISTER CHROMATID EXCHANGES RATIOS AND THE LACK OF
ISOLABELING AND HETEROLABELING AS DETERMINED BY THE FPG
TECHNIQUE: Exp, CeLL Res. 93:23-30 (1975),



	Portada
	Contenido
	1. Introducción
	2. Objetivos
	3. Material y Métodos
	4. Resultados
	5. Discusión
	6. Resumen y Conclusiones
	7. Bibliografía



