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J, l. CONCEPTO DE INTERCAMBIO DE CROMATIDES HERMANAS, 

A PARTIR DEL DESCUBftIMIENTO DEL INTERCAMBIO DE CROMATIDES 

HERMANAS (JCH) POR TAYLOR (1958), ESTE ASPECTO HA ALCANZADO UNA 

GRAN IMPORTANCIA EN EL ESTUDIO GENOTOXICOLÓGICO DEBIDO A SU SEN 

SIBILIDAD Y FACIL INTERPRETACIÓN, 

AL ICH SE LE DEFINE COMO EL RECAMBIO DE SEGMENTOS DE ADN 

ENTRE LAS DOS CROMATIDES DE UN CROMOSOMA V 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 INCORPORACIÓN DE TIMIDINA TRITIADA, 

CH3>TDR; O CON LA INCORPORACION DE ANALOGOS DE TIMIDINA (8ROMO­

DEOXIURIDINA, 8RDU), EN POR LO MENOS DOS CICLOS DE REPLICACIÓN 

DEL ADN, CON EL POSTERIOR TRATAMIENTO DE TtCNICAS AUTORRADIO~ 

GRAFICAS O TINTORIALES (NAKANISHI Y SCHNEIDER, 1979), 

LA OBTENCION DEL ICH OBEDECE AL MODELO DE REPLICACIÓN 

SEMICONSERVATIVA DEL ADN PROPUESTO POR WATSON Y CRICK (1953), 

EN LA CUAL LAS DOS CADENAS COMPLEMENTARIAS DE LA MOLtCULA DE 

ADN SE SEPARAN Y CADA UNA DE ELLAS SIRVE COMO MOLDE PARA LA 

SfNTESJS DE UNA NUEVA, SIENDO EL RESULTADO FINAL DEL PROCESO 

LA PRODUCCIÓN DE DOS MOLtCULAS IGUALES DE ADN A PARTIR DE LA 

MOLtCULA ORIGINAL (FIGURA No, J,) 



FIGURA No 1 Rtpllcaclón Semleon1erv1tlv1 del ADR. 
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EN UN PRINCIPIO, SUBSECUENTE AL DESCUBRIMIENTO DEL. ICH, 
NINGON INVESTIGADOR PROPUSO UÑ MECANISMO ADECUADO Y CONVINCENTE 

PARA EXPLICARSE DICHO EVENTO, Asl PUES, KATO (1973) SUGIERE UNA 

POSIBLE RELACION ENTRE ICH Y REPARACIÓN CELULAR DEBIDO A SUS OB­

SERVACIONES CON LA CAFEfNA, LA CUAL ES UN INHIBIDOR DE LOS MECA 

NISMOS DE REPARACION POST-REPLICACION, YA QUE OBSERVO QUE SE R~ 

DUCIA EL NOMERO DE ICH INDUCIDOS POR LA LUZ U.V. Y SE INCREMEN­

TABA LA FRECUENCIA DE RUPTURAS, D.ELECIONES : E INTERCA.MBIOS DE 

CROMATIDES HOM0LOGOS, 

BENDER Y COLABORADORES (1974) SUGIEREN QUE EL ICH PUEDE 

ESTAR RELACIONADO A UN MODELO DE REPARACION RECOMBINANTE, ESTE 

INVESTIGADOR TAMPOCO PROPUSO UN MECANISMO ESPECfFlco; ONICAMEN-. . 

TE ILUSTRO GRAFICAMENTE AL ICH COMO EL ENTRECRUZAMIENTO DE UNA 

HEBRA SENCILLA DE POLARIDAD PARALELA DE CROMATIDES OPUESTAS POR 

ARRIBA V 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 SENCILLA, POR LO CUAL SE 

LE CONSIDERO AL INTERCAMBIO DE CROMATIDES HERMANAS COMO LA TRAN! 

FERENCIA Ff SICA DE UNA HEBRA SENCILLA DE UNA CADENA DOBLE A 

OTRA, 

MIENTRAS TANTO, KATO Cl974C), WOLFF Y PERRY (1975 ELABO­

RARON ESTUDIOS BIOQUfMICOS DETALLADOS.DE REPARACION POST~REPLI~ 

CACION Y REPARACION EN EL.ENTRECRUZAMIENTO, INDICADO QUE LOS SE~ 

MENTOS RECOMBINADOS DE HEBRAS SENCILLAS EN ESTOS PROCESOS DE 
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REPARACIÓN, ESTAN GENERALMENTE LIMITADOS ~ PEQUERAS SECUENCIAS 

DE MENOS DE 5000 BASES, 

DE WEERD-KASTELEIN Y COLABORADORES (1977)1 MIDIERON LA 

INDUCCIÓN DE ICH POR LUZ U.V, EN C~LULAS NORMALES Y C~LULAS 

CON XERODERMA PIGMENTOSUM, ENCONTRANDO QUE NO HABfA RELACIÓN 

CONCLUYENTE ENTRE LA HABILIDAD DE LA C~LULA PARA REALIZAR RE­

PARACION POR ESCISIÓN Y LA PRODUCCION DE INTERCAMBIO DE CROMA 

TIDES HERMANAS, EN ESTOS TRABAJOS1 ELLOS TAMBl~N ENCONTRARON 

QUE LA FRECUENCIA DE ICH NO DIFER(A ENTRE LAS C~LULAS NORMA­

LES Y ANORMALES, ESTAS CONCLUSIONES HICIERON OBVIO QUE MAN(­

FEROS CON MENOCANISMOS DE REPLICACIÓN DEL ADN CONOCIDOS, NO 

MOSTRARON SER PARTICIPANTES ACTIVOS EN EL PROCESO DE PRODUC­

·c10N DE ICH, AsfMJSMO, SE HA OBSERVADO QUE EL NOMERO DE LESI~ 

NES DEL ADN ES MUCHO MAYOR QUE EL N0MERO DE ICH; DE ACUERDO CON 

EST01 EL NOMERO DE ICH ES CERCA DE l/20000 CON RESPECTO ·AL 

NOMERO DE CIMEROS INDUCIDOS POR LUZ u.v. EN EL ADN1 asTO SUGll 

RE QUE EL ICH ES UNA SECUENCIA DE REARREGLOS MOLECULARES QUE 

INVOLUCRAN REGIONES DE ADN MUCHO MAS GRANDES QUE EL MISMO S.ITIO 

DE DAAO (REYNOLDS Y COL,~ 1979), 

EN LOS 0LTIMOS A~OS SE HAN SUGERIDO MECANISMOS ALTERNOS 

PARA EXPLICARNOS EL INTERCAMBIO DE CROMATIDES HERMANAS1 Y FUE 

PAINTER (1980) QUIEN PROPUSO UNO DE LOS MODELOS QUE ES EN LA 
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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 CROMOSOMICA COMO LA RESPONSABLE 

DEL CONTROL DE LA REPLICACION DEL ADN, EN ESTA TEORfA SE INTR~ 

DUJO EL T!RMINO 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 DAAAN AL ADN, OCASIONAN­

DO QUE LA REPLICACI~N 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 AGRUPAMIER 

TO SE REPLICA COMPLETAMENTE Y EN EL SUBSECUENTE SE DETIENE LA 

REPLICACION, OCASIONA QUE LA CADENA DOBLE SE ROMPA DESPU!S DE 

CONCLUIDA LA REPLICACION, EN ESTE MECANISMO PARTICIPAN TODAS 

LAS ENZIMAS RESPONSABLES DE LA REPLICACION COMO SON HELICASAS, 

TOPOISOMERASAS Y PROTEINAS DESESTABILIZADORAS DE LA H~LICE ENTRE 

OTRAS, 

SE SUPONE QUE LA ENZIMA QUE SE VE AFECTADA DIRECTAMENTE 
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EN LA INDUCCIÓN DE ICH ES LA PRIMASA 11, · 

DESPU~S 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 PAR~ LA UNION DEL ADNJ ES AQU( DOR 

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 DAAAN AL ADN, 
COMO LO SON LOS CARCINOGENOS V MUTAGENOS (FIGURA No, 2), 

LA EVIDENCIA DEL ICH SE REALIZA, COMO YA SE MENCIONO, ME. 

DIANTE LA INCORPORACION DE CH3>TDR O ANALOGOS DE TIMINA (8RDU 

O IDU), LOS CUALES SE INTEGRAN EN POR LO MENOS DOS CICLOS C~­

LULARES, OCASIONANDO QUE LAS HEBRAS DE ADN HIJAS SE INCORPO· 

REN EL COMPUESTO, Y LAS HEBRAS DE ADN MADRES CONSERVEN SUS 

CARACTER(STICAS ORIGINALES, ESTO DETERMINA QUE LOS CROMOSOMAS 

DE SEGUNDA DIVISION CELULAR POSEAN UNA CROMATIDE QUE INCORPORA 

AL ANALOGO V OTRA QUE NO LO HACE (MODELO SEMICONSERVATIVO DEL 

ADN>. 



FISURA Nol I Reeomblnacl6n de la do•le cadena como 
una fancl6a entre arrupamleatos de repll eaetóa. 
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PRECISAMENTE DESPU~S DE OCURRIR EL MECANISMO DEL ICH SE 

VAN.A ENCONTRAR EN LA CROMATIDE QUE INCORPORÓ ANALOGO, FRAG­

MENTOS DE ADN QUE PERTENECf AN A LA OTRA CROMATIDE Y VICEVER 

SA, ESTO OCURRE EN LA MISMA POSICIÓN CROMOSÓMICA Y ENTRE CRQ 

MOSOMAS HOM0LOGOS, SU POSTERIOR TRATAMIENTO CON T~CNICAS 

AUTORRADIOGRÁFICAS O TINTORIALES, HACE VISIBLE MICROSCOPICA­

MENTE DICHO EVENTO, 

l,2, TINCJON DIFERENCIAL, 

EL INTERCAMBIO DE CROMATIDES HERMANAS SE IDENTIFICA EN 

EL LABORATORIO MEDIANTE LA INCORPORACl~N DE ANALOGOS DE BASE 

o TIMIDINA CH3>TDR. Los PRIMEROS ESTUDIOS REALIZADOS PARA LA 

OBTENCION E IDENTIFICACION DE ICH FUERON ELABORADOS CON LA 

AYUDA DE T~CNICAS AUTORRADIOGRAFICAS,DE CROMOSOMAS MARCADOS 

CON CH3>TDR (lAYLOR, 1958), LAS CUALES SE REALIZABAN HACIENDO 

CORTES DE TEJIDOS DE APROXIMADAMENTE 6 MICRAS DE DIAHETRO, O 

MEDIANTE LA OBTENCION DE C~LULAS IN VIVO O IN VITRO, EXAMINAlt 

DOS~ LOS N0CLEOS O LOS CROMOSOMAS DE C~LULAS METAFASICAS RES· 

PECTIVAMENTE, 

SIN EMBARGO, CON EL ADVENIMIENTO DE T~CNICAS PARA LA 08-

TENCION DE TINCION DIFERENCIAL DE CROMATIDES HERMANAS UTILIZA! 

DO LA INCORPORACIÓN DE 5-BROMo-2~nEOXJURIDINA CBRnUl COMO UN 
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ANALOGO DE BASE, LAS T~CNICAS "AUTORRADIOGRAFICAS FUERON RELEGA­

DAS A UN SEGUNDO T~RMINO, 

VARIOS INVESTIGADORES OBSERVARON LA UTILIDAD DE LA BRDU 

PARA DEMOSTRAR LA INDUCCION DE DARO GENtTICO OCASIONADO POR DI­

FERENTES AG~NTES, LO CUAL OCURR(A MEDIANTE LA INCORPORACIÓN DE 

BRDU EN LA SINTESJS DE ADN, SE OBSERVO QUE LAS C~LULAS EXHI­

BIAN UN FENOMENO DESCRITO COMO HETEROPICNOSIS NEGATIVA CHUANG, 

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 BASO SOBRE LA PREMISA DE.QUE UN ATQ 

MO ALTAMENTE POLARIZABLE TAL COMO EL BROMURO, COMO PARTE DE LA· 

BÁSE ANALOGA 5-BROM0-2-DEOXIURIDINA, PUEDE ALTERAR LA FLUORES­

CENCIA DE COLORANTES UNIDOS AL ADN (LATT, 1973), DANDO LA PRO­

PIEDAD ESTtRICA Y LAS INTERACCIONES ELECTRONICAS, SIENDO POSI­

BLEMENTE LA CAUSA DE LA DISMINUCIÓN DE LA TINCION EN UNA DE LAS 

DOS CROMATinEs HERMANAS, 

GALLEY Y PURKEY <1972) MENCIONARON OTRO EFECTO RELACIONA~ 

DO CON LA BRDU SOBRE LA DISMINUCIÓN DE LA FLUORESCENCIA DE COLQ 

RANTES DE ACRIDINA, LATT (1973), ENSAYO VARIOS COLORANTES TALES 
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COMO QUINACRINA, ANARANJADO DE ETIDIO, ANARANJADO DE ACRIDINA, 

PROFLAVINA V HOECHST 33258 PARA EVIDENCIAR LA PRESENCIA DE ICH 

EN CROMOSOMAS, Asl TAMBI~N OTROS INVESTIGADORES UTILIZARON EL 

HOECHST 33258 PARA TERIR C~LULAS VIVAS (LAMMLER Y SCHUTZE, 1969J 

HILMING, 1970; HILMING Y GROPP, 1972), DEMONOSTRADO QUE SE INCRi 

MENTA LA FLUORESCENCIA DE LA HETEROCROMATINA EN CROMOSOMAS DE 

ROEDOR, COMPROBANDO QUE LA SUBSTITUCION CON BRiil ES LA MAS SENSIBLE, 

EFECTOS MENORES FUERON OBSERVADOS CON ANARANJADO DE ACRIDINA Y 

PROFLAVINA, OBSERVANDO QUE LA QUINACRINA Y EL ANARANJADO DE ETIDIO 

ERAN RELATIVAMENTE SENSIBLES PARA BRdJ, 

DE ESTA MANERA SE CONSIDERO COMO MAS ADECUADO EL USO DEL 

COLORANTE HOECHST 33258 PARA OBTENER LA TINCION DIFERENCIAL DE 

CROMOSOMAS, LA CUAL SE DETECTABA POR MICROSCOP(A DE FLUORESCENCIA 

(LATT, 1974 A,B) O POR FLUJO CITOM~TRICO (LATT, 1977A) CON O SIN 

FIJACION DE C~LULAS, 

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 P~RDIDA DE LA 

IMAGEN DE FLUORESCENCIA, LA CUAL PRODUCE PEQUEAos CAMBIOS EN LA 

CROMATINA, TORNANDOSE OBSCURA, 

POSTERIORMENTE OTRAS PERSONAS REALIZARON INVESTIGACIONES 
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EN LAS CUALES UTILIZABAN DERIVADOS DEL HOECHST 33258 (BISBENCIMl 

DAZOL), LOEWE Y URBANIETZ (1974); LATT Y STENFTEN (1976), ENCON­

TRANDO QUE LOS DERIVADOS TAMBl~N ERAN SENSIBLES A LA BROMODEOXIU­

RIDINA, 

As(, LOS DISTINTOS ENSAYOS DEMOSTRARON QUE LA DETECCION DE 

LA 8RDU QUE SE ENCONTRABA COMO SUBSTITUYENTE EN CROMOSOMAS META­

FASI COS MEDIANTE LA UTILIZACION DE llOECHST, POD(A SER USADO PARA 

ESTUDIAR REPLICACION DE ADN, CIN~TICA Y PROLIFERACION CELULAR, 

ASIMETR(A LATÉRAL O FORMACION DE ICH (LATT, 1974BJ LIN Y COL,, 

1974; LATT Y COL,, 1974; LATT, 1975; LATT, 1976; LATT, 1978), 

TAMBl~N SE UTILIZARON METODOS ALTERNATIVOS DE FLUORESCENC:IA 

PARA DETECTAR LA INCORPORACION DE BRDU, LOS CUALES INVOLUCRAN EL 

USO DE 4;6-DIAMIN0-2-FENILINDOL CDAPI), EL CUAL PRESENTA UNA 

FLUORESCENCIA PARECIDA A LA DEL HOECHST 33258 (LIN Y ALFL, 1976J 

liN Y COL,, 1977), EXCEPTO QUE LA TRANSICION CUANTICA OCURRE EN 

UN GRAN RANGO DE PH. 

EN ESE TIEMPO SE DEMOSTR~ QUE LOS CROMOSOMAS DE C~LULAS 

CULTIVADAS EN PRESENCIA DE BRDU O lDU EXHIB(AN DIFERENCIACION DE 

CROMATIDES HERMANAS CUANDO SE TIRERON CON GIEMSA (IKUSHIMA Y WOLFF, 

1974) 1 

PERRY Y WOLFF (1974) OBSERVARON QUE EL CONTRASTE ERA AMPLIA­

MENTE INCREMENTADO SI LA TINCION CON GIEMSA ERA PRECEDIDA CON 
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TINCION POR HOECHST 33258, ILUMINANDO CON LUZ AMBIENTAL E -

INCUBANDO A 65ºC EN SOLUCION AMORTIGUADORA SALINA DE CITRATOS, 

EN LA FIGURA No, 3 SE OBSERVA EL ASPECTO DE LOS CROMOSOMAS QUE 

ESTUVIERON EN PRESENCIA DE BRDIJ, SEGUIDAMENTE TRATADOS POR LA 

TJNCJON 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 FOTOSENSIBILJZADA 

Y LA ELUCION DE ADN SUBSTITUIDA CON 8RD0· CONTRIBUYE AL CONTRASTE 

DE LA TJNCJON, UN SEGUNDO ESTUDIO SOBRE LAS PROTEINAS CROMOS0-

MJCAS INDICO QUE PUEDEN SER MODIFICADAS DE MANERA DEPENDIENTE 

DE LA BRDU DURANTE LOS PROCEDIMIENTOS CJTOLOGICOS, 
• 

GOTO Y COL, (1975 Y 1978), MOSTRARON QUE UNA VARIEDAD DE 

COLORANTES UNIDOS AL ADN SE POD1AN USAR EN LUGAR DEL HOECHST 

33258 PARA FOTOSENSIBILIZAR LA DIFERENCIACION DE CROMATIDES -

HERMANAS. Asl PU~s, DESDE HACE VARIOS AROS SE HA VENIDO USANDO 

-- LA T~CNICA HOECHST-GIEMSA, LA CUAL FU~ MODIFICADA POR GOTO A 

PARTIR DE LA ORIGINAL DE PERRY Y WOLFF, 

1.3, lNCORPORACION DE 5-BROM0-2-DEOXIURIDINA A LA C~LULA,. 

Los SISTEMAS PARA OBTENCION DE ICH TANTO COMO PARA LA 

JNCORPORACJON BRDU· SE HAN DIVIDIDO EN DOS GRUPOS: A) T~CNI~ 

CAS JNVJTRO Y 8) T~CNICAS IN VIVO, 



1 

~---------......... 
ier C lelo Celular !O Ciclo Celular 

Brd U 

flGURA Nolll laeorporaeldn de BrdU 7 Aspecto de 
los cromosomas desputs de la tlnel6n dlfe renelal. 

• 
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A) LAS T~CNICAS IN VITRO SE BASAN EN LA ADMINISTRACION 

DE BRDU A CULTIVOS CELULARES (LATT, 1974; PERRY Y EVANS,1975 STETl<A 

Y WOLFF, 1976A, 1976B)J SIENDO LOS MAS EMPLEADOS EL CULTIVO DE 

LINFOCITOS DE SANGRE PERIF~RICA 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 METAB0LICA PARA OCASIONAR UN EFECTO INDUk 

TOR DE ICH; OTROS SISTEMAS NECESITAN DE PREEXPOSICJON DE LOS 

AGENTES QUfMICOS A P~EPARACIONES MICROSOMALES DE HfGADO DE RATA 

(STETKA Y WOLFF, 1976AJ NATARAJAN Y TATES, 1976)J O POR ADICION 

DE LOS AGENTES QUfMICOS AANlMALES QUE SIRVEN COMO HUESPED MEDIADOR 

DE LA ACTIVACION, Y POSTERIORMENTE SE OBTIENEN LOS PRODUCTOS 

METABOLICOS DE LAS C~LULAS HUESPED PARA REALIZAR UN CULTIVO 

CELULAR EN PRESENCIA DE BRDU (STETKA Y WOLFF, 19769), 

8) EN LOS SISTEMAS IN VIVO, UNA GRAN VARIEDAD DE TEJIDOS 

PUEDEN SER EXAMINADOS, INCLUYENDO AQUELLOS QUE SON NORMALMENTE 

ESENCIALES Cc~LULAS DE HfGADO) Y PRECURSORES DE C~LULAS GERMINA 

LES. 

Asl TAMBI~N, UNA GRAN VARIEDAD DE ALTERNATIVAS PUEDEN 
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SER EXAMINADAS PARAE~SAYOS DE EXPOSICIÓN A QUIMICOS, POR OTRA 

PARTE, ES IMPORTANTE QUE POR LLEVARSE A CABO LOS PROCESOS DE A~ 

TJVAC IÓN O INACTIVACI ÓN PE MIJTÁGENOS Y CARCINÓGENOS IN VIVO, PO~ 

TAL MOTIVO SUS EFECTOS PUEDEN SER EXAMINADOS MAS DETALLADAMENTE 

QUE IN VITRO, 

~S 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 TINCIÓN DIFERENCIAL CONSTANTE A CONCENTRA 

CIONES DE BRDU DE CERCA DE 12,5 MG/EMBRION, 

Los SISTEMAS IN VIVO TAMBl~N HAN SIDO ESTUDIADOS EN PLAN­

TAS, SISTEMAS ACUATicos, C~LUAS DE M~DULA ÓSEA; C~LULAS GERMINA­

LES, C~LULAS DEL BAZO, MACRÓFAGOS DE POLMÓN,
1 

MUCOSAS DE POLLO 

Y C~LULAS FETALES, LA ADMINISTRACIÓN DE BRDU EN SISTEMAS DE 

MAMIFEROS HA SIDO OBSTACULIZADA POR LA DESHALOGENACl~N DE LA BA 

SE ANALOGA EN EL HIGADO, PARA EVITAR ESTA DEGRADACl~N~ SE HAN 

DESARROLLADO M~TODOS ESPECIALES PARA MANTENER LA BRDU EN EL 

PERIODO DE SINTESIS DE ADN, ESTOS INCLUYEN PRIMERAMENTE LA 

INYECCIÓN MÚLTIPLE; LA CUAL SE REALIZA MEDIANTE EL MARCADO DE 

CROMOSOMAS DE MAMIFEROS POR INYECCIONES INTRAPERITONEALES DE 

BRDU CADA HORA, SEGUIDO POR UN.PERIODO DE OBSERVACIÓN Y POSTE­

RIORMENTE UNA INYECCION FINAL DE COLCHICINA CALLEN Y LATT, 
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1976A,B; VOGEL Y BAUKNECHT1 1976), SIENDO EL N0MERO T~ 

TAL DE 'INYECCIONES DE 6 A 14, Y LA OBSERVACION CROMOSOMICA 

PRINCIPALMENTE EN C~LULAS DE M~DULA OSEA Y ESPERMATOGONIA DE 

RATON. 

POR ESE TIEMPO TAMBI~N SE DESARROLLO OTRA T~CNICA, LA 

CUAL CONSISTE EN UNA INFUSION CONTINUA DE BRDU, OBTENI~NDOSE 

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 BROMODEOXIURIDINA1 SE 

ENCONTRO QUE DOSIS DE BRDU ENTRE 10 Y 15 MG/HR PRODUCEN RESUL-

0 TADOS CONSISTENTES PARA ANALISIS DE ICH EN AMBAS ESPECIES DE 

ROEDORES (PERA Y MATTIAS, 1976), 

ESIA T~NICA SE PUEDE REALIZAR CON INFUSION SUBCUTANEA 

(PERA Y MATTIAS, 1976) O INFUSION INTRAVENOSA CSCHNEIDER, 

CHAILLET Y TICE, 1976), 

LA NECESIDAD DE MANTENER NIVELES APRECIABLES DE 5-BROM0-2-

DEOXIURDINA EN SANGRE PERIF~RICA, LLEVO A DESARROLLAR OTRAS 

T~CNICAS QUE CUMPLIERAN CON DICHOS FINES. Asr, SE ENCONTRO 

QUE CA IMPLANTACION DE TABLETAS DE BRDU MANTENf AN NIVELES SAN-
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GUINEOS APRECIABLES PARA OBTENER UNA MARCADA DIFERENCIACIÓN 

DE CROMOSOMAS DE MN'llFEROS CALLEN Y COL, 1978), 

ESTA TECNICA CONSISTE EN LA IMPLANTACIÓN SUBCUTANEA DE UNA 

TABLETA DE BRDU EN UN COSTADO DEL CUERPO DEL RATÓN, CON LA POS­

TERIOR SUTURA O ENGRAPADO DE LA ABERTURA POR LA CUAL SE INTRO­

DUJO LA·TABLETA, 

ORIGINALMENTE SE UTILIZABA ÚNICAMENTE UNA TABLETA DE 55MG 

DE BRDU, PERO SE OBSERVO POSTERIORMENTE, QUE SI SE CUBRIAN ESTAS 

TABLETAS CON PARAFINA CMCFEE Y COL,~1983), O BACTO AGAR (KING Y 

COL,, 1982) SE RÉDUCfA LA CANTIDAD DE BRDU UTILIZADA; COMO TAM­

BIEN SE MANTENIA UNA CONCENTRACIÓN SANGUINEA ADECUADA DEBIDO A 

LA LIBERACIÓN GRADUAL DE BRDU PROVOCADA POR LAS DIFERENTES CU­

BIERTAS UTILIZADAS, 

TAMBIEN SE HA VENIDO DESARROLLANDO OTRA TECNICA QUE UTILl 

ZA LA ELABORACIÓN DE TABLETAS DE 5-BROM0-2~DEOXIURIDINA COMBINA 

DA CON COLESTEROL (MORALES, 1984) A DIFERENTES PROPORCIONES, 

OTRA TECNICA PARA LA JNCORPORACION DE BRDU IN VIVO, CON­

SISTE EN LA ELABORACIÓN DE UNA SOLUCIÓN DE BRriU, LA CUAL ES AD­

SORBIDA A CARBÓN ACTIVADO (MORALES, 1980), ESTA SOLUCIÓN SE AD­

MINISTRA INTRAPERITONEALMENTE A LOS ANIMALES DE.LABORATORIO, 

PROPORCIONANDO UNA LIBERACJON SOSTENIDA DEL ANALOGO, LA CUAL 

PERMITE UNA BUENA DIFERENCIACIÓN DE CROMATIDES, 

OTRAS T~NICAS UTILIZADAS IN VIVO SON: INYECCIÓN DE UNA 
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SOLUCION DE BRDU A PECES (KLIGERMAN Y BLOOM, 1976), CON LA 

POSTERIOR OBTENCJON DE CROMOSOMAS METAFASICOS EN UN LAPSO DE 

2 A 10 DfAS DESPU~S DE HABER SIDO ADMINISTRADA LA SOLUCIÓN, 

EXAMINANDOSE C~LULAS DE INTESTINO, RIRON, ESCAMAS Y BRANQUEAS: 

EL DESARROLLO Y OPTIMIZACION DE TODAS LAS TtCNICAS MEN­

CIONADAS, SE HAN HECHO CON EL FIN DE LOGRAR UNA MAYOR SENSI­

BILIDAD DE LA T~CNICA, 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 GENOTOXlCIDAD, 

J,4, APLICACION DEL INTERCAMBIO DE CROMATIDES HERMANAS 

EN ESTUDIOS DE MUTAGENOS QufMICOS, 

EL FENOMENO DEL ICH ES UN EVENTO GENtTICO 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 ESPONTÁNEAMENTE O POR INDUCCION POR VARIOS 

AGENTES, ES EN Sl MISMO IMPORTANTE, 

EN TAL FENOMENO SE VE INVOLUCRADO DAÑO V/O REPARACION 

BILATERAL DE ALGUNOS LOCI EN LOS CROMQSOMAS, LO CUAL PRESENTA 

LA OPORTUNIDAD PARA LA MODIFICACION DE LA ESTRUCTURA CROMOS0-

MICA v/o su FUNCIÓN, 

EL ICH PUEDE SER OCASIONADO POR UN NOMERO CONSIDERABLE 
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DE AGENTES QUfMICOS, VIRALES Y FÍSICOS, LOS CUALES INCREMEN­

TAN SU INCIDENCIA EN C~LULAS NORMALES, 

LAS ASEVERACIONES ANTERIORES DESCANSAN SOBRE LOS RESUL­

TADOS OBTENIDOS, TANTO EN SISTEMAS IN VIVO COMO IN VITRO, CON 

EL FIN DE ENCONTRAR UNA CORRELACIÓN ENTRE EL ICH V LA POTEN­

CIAL MUTAGENO/CARCINOGENICIDAD DE DIVERSOS AGENTES, 

SE HAN ENCONTRADO QUE EL ICH ES UN VALOR PREDICTIVO OTIL 

COMO INDICE DE MUTAGENICIDAD V CARCINOGENICIDAD PARA ESTUDIAR 

AGENTES QUfMICOS Y FfSICOS (ABE Y SASAKI, 1977A,B), 

UN EJEMPLO DE LA RELACIÓN EXISTENTE ENTRE EL ICH Y LOS 

COMPUESTOS CARCINOG~NICOS Y MUTAG~NICOS, ASf COMO SU IMPORTAli 

CIA PARA MEDIR DICHOS EFECTOS FU~ REALIZADO POR KRAM Y COL, 

(1979), QUIENES OBSERVARON QUE EL INTERCAMBIO DE CROMATIDES 

HERMANAS SE INCREMENTA AL AUMENTAR LA DOSIS DE MITOMICINA C 

CMMC), EL NOMERO DE ICH SE VE ALTAMENTE AFECTADO POR EL 

AGENTE QUfMJCO, YA QUE LA LfNEA BASAL SE MUESTRA DEPENDIENTE 

DE LA ADMINISTRACIÓN DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE MMC A 

RATONES DE LABORATORIO (FIGURA No.4), 

ESTA CARACTERfSTICA SE HA OBSERVADO CON VARIOS COMPUES .. 

TOS, TALES COMO METIL-METANOSULFONATO (NATARAJAN V COL,, 1983); 

7,12-DIMETIL BENC{A)ANTRACENO (SINGH Y COL,, 1983); CICLOFOS~ 

FAMIDA (MORALES, 1980); LOS CUALES PROBARON SER MUTAGENOS E 
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INDUCTORES DE ICH. DEBIDO A LO CUAL SE CONSIDERA AL ICH 

COMO UNA HERRAMIENTA DE SUMA IMPORTANCIA PARA DETERMINAR EL 

POTENCIAL MUTAG~NICO Y CARCINOG~NICO DE AGENTES AMBIENTALES, 

ESPECIFICAMENTE LOS QUfMICOS YA QUE EL OBJETO DE ESTUDIO ES 

PRINCIPALMENTE GENOTOXICOL0GICO, 

ICB 

o t.! s 4 5 

Mltomtclaa-C 
1111/ICI 

FICURA No4 



- 23 -

2, O B J E T 1 V O S 



- 24 -

1.- IMPLEMENTAR TRES T~CNICAS PARA EL ESTUDIO DEL INTER­

CAMBIO DE CROMATIDES HERMANAS IN VIVO, 

DE MANERA PARTICULAR ANALIZAR EL PROCESO PARA INCORPORA-

CION DE 5-BROM0-2-DEOXIURIDINA CON LAS SIGUIENTES VARIANTES, 

A) TABLETAS DE BRDU CUBIERTAS PARCIALMENTE CON PARAFINA, 

B) TABLETAS DE BRDU EN COMBINACION CON COLESTEROL, 

C) TABLETAS DE BRDU CUBIERTAS CON AGAR, 

2,- HACER UNA EVALUCION COMPARATIVA DE LOS RESULTADOS 

OBTENIDOS EN CADA T!CNICA, 

A) CALIDAD DE LA TINCION DIFERENCIAL, 

B) FRECUENCIA BASAL DEL ICH, 

C) PROLIFERACJON CELULAR, 

D) CARACTER(STICAS METODOL0GJCAS Y ECON~ICAS CORRESPON­

DIENTES A CADA T~CNJCA, 

3,- DE ACUERDO AL RESULTADO DEL ANALISIS ANTERIOR SE 

HARA UNA JERARQUIZACI0N DE LAS T!CNICAS1 ELIGJiNDOSE LA M~S 

ADECUADA PARA EL TRABAJADO DEL LABORATORIO, 

4,- VERIFICACION DEL COMPORTAMIENTO DE CADA T~CNICA 

USANDO UN MUTAGENO CONOCIDO COMO ES LA MITOHICINA C, 
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3,I,- MATERIAL BIOLOGICO: 

60 RATONES MACHOS~ CEPA NIH (SW), CON UN PESO ENTRE 

20 y 25G. Los ANIMALES SE MANTUVIERON EN CONDICIONES NORMALES 

DE AGUA Y ALIMENTO DURANTE EL TIEMPO QUE SE REALIZO EL EXPERI­

MENTO, 

MATERIAL No BIOL0GICO: 

SUSTANCIAS Y REACTIVOS,-

5-BROM0-2-DEOXIURIDINA (SIGMA) 

COLCHICINA (SIGMA) 

BACTO AGAR CDIFCO) 

PARAFINA PF. 56-ss·c (SIGMA) 

CARBON ACTIVADO (MERCK) 

COLESTEROL (SIGMA) 

MITOMICINA C (MERCK) 

CLORURO DE POTASIO (MERCK) 

METANOL <MERCK) 

ACIDO Ac~TICO <MERCK) 

ETANOL CMERCK) 
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ET~R ETILICO (MERCK.) 

ACIDO ClTRICO CMERCK) 

FOSFATO DE SODIO (MERCK) 

MONOFOSFATO DE SODIO CMERCK) 

COLORANTE HOECHST 33258 CRIEDEL-DE-HA~N) 

COLORANTE GIEMSA (MERCK) 

3,2- EQUIPO Y MATERIAL DE VIDRIO,­

EQUIPO DE DJSECCION 

BALANZA ANALfTICA (METTLER) 

ESTUFA CRI OSA) 

BARO DE AGUA CMAPSA> 

CENTRf fUGA (SOLBAT) 

~PARA DE Luz NEGRA (GENERAL ELECTRIC} 

MICROSCOPIO CZEISS) 

PARRILLA DE CALENTAMIENTO (LINDBERG) 

ENGRAPADORA PARA PIEL DE RATONES (CLAY ADAMS) 

CRONOMETRO (GENERAL ELECTRIC) 
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DADO Y PUNZON DE ACERO 

VERNIER 

GRADILLA 

JERINGAS CON AGUJAS No, 21 CPLASTIPAC) 

JERINGAS PARA INSULINA 

CHAROLA DE PLASTICO 

TAPON CONCAVO DE HULE 

ALGODON 

TUBOS FARA CENTRfFUGA <AssISTENT) 

PIPETAS PASTEUR (CURTIN MATHESON SCIENTIFIC, INC) 

PIPETAS GRADUADAS, 5ML CPYREX) 

VASOS DE COPLIN, 50ML (CORNING) 

VASOS DE PRECIPITADOS 100ML, 50ML Y 10ML (PYREX) 

EMBUDO DE VIDRIO (PYREX) 

PORTAOBJETOS (KIMBLE) 

CUBREOSJETOS (INTRAMEDIC) 

CAJA PETRI CPYREX) 
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TUBOS DE ENSAYO (PVREX) 

TUBO DE VIDRIO DE 8MM DE DIAMETRO 

3.3- M~TODOS: 

A) ELABORACION DE TABLETAS DE BRDU CUBIERTAS PARCIAL~ 

MENTE CON PARAFINA (METODOLOGfA MODIFICADA DE MCFEE Y COL,·, 1983), 

1,- SE ELABORARON TABLETAS CON 40MG DE BRDU Y BAJO 

PRESION DE 40KG, SE USO UN DADO DE ACERO ESMERILADO DE 3,4CM 

DE ALTURA V 5,7 CM DE DIAMETRO, CON UN CONDUCTO CENTRAL DE Q,46CM 

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 KG. 

COMO RESULTA~O SE OBTUVO UNA TABLETA COMPACTA DE 

o.46cM DE DIAMETRO y 0.17CM DE ALTURA, . 

2,- LAS TABLETAS SE SUMERGIERON EN PARAFINA PREVIA­

MENTE FUNDIDA A so·c RECUBRI~NDOLAS APROXIMADAMENTE UN 70% DE 

SU V9LUMEN TOTAL, 

3,- SE DEJARON SOLIDIFICAR COMPLETAMENTE DURANTE UN 
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D(A, 

B) ELABORACIÓN 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 DlAMETRO Y 2.4CM DE ALTURA, 

LA MEZCLA SE COLOCO EN EL CONDUCTO, EN EL CUAL -

PENETRO UN PUNZON DE DIAMETRO SIMILAR, SOBRE EL CUAL SE COLO­

. CARON 40KG, 

COMO RESULTADO SE OBTUVO UNA TABLETA COMPACTA DE 

Q,65CM DE DIAMETRO Y Q,45CM DE ALTURA, 

C) ELABORACIÓN DE TABLETAS DE BRDU CUBIERTA CON AGAR 

<METODOLOGfA MODIFICAD~ DE KING Y COL,·, 1982) ,' 

1,- SE ELABORARON TABLETAS CON 30MG DE BRDU BAJO 

PRESION DE 40KG, SE USO UN DADO DE ACERO ESMERILADO DE 3.4CM 

.DE ALTURA Y 5.7CM DE DIAMETRO, CON CONDUCTO CENTRAL DE 0,46CM 

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 KG, 

COMO RESULTADO SE OBTUVO UNA TABLETA COMPACTA DE 0.46CM 

DE DIAMETRO Y 0.12CM DE ALTURA, 

2,- SE PREPARO BACTO AGAR AL 4,5% EN AGUA DESTILADA, 

CALENTANDO CUIDADOSAMENTE HASTA DISOLVERLO COMPLETAMENTE, SE 

UTILIZO FUEGO DIRECTO RE.EMPLAZANDO EL VOL0MEN DE AGUA PERDIDO 

POR LA EVAPORACION, 

3,- SE CUBRIERON LAS TABLETAS CON TRES GOTAS DE BACTO 

AGAR A ss·c POR CADA CARA: ESTA OPERACION SE REALIZO CON UNA 

PIPETA PASTEUR Y SOBRE UN SOPORTE CONCAVO DE HULE.,' 

4,- DESPU~S QUE SOLIDIFICO EL AGAR (30MJN>.;' SE CORT~ 

EL EXCESO Y LAS TABLETAS SE GUARDARON SIN EXPONERLAS A LA LUZ, 

CON UNA TEMPERATURA Y HUMEDAD AMBIENTE POR DOS D~AS, 

D) ADMINISTRACION DE BRDU (TABLETAS), 

1,- LAS TRES FORMAS DIFERENTES DE TABLETAS SE ADMINli 

TRARON HACIENDO UN CORTE LATERAL DE APROXIMADAMENTE ICM 1 DE 

LONGITUD CERCA DEL MUSLO DEL RATON, EL CUAL SE ANESTESI~ PREYIA­

MENTE CON ~TER ETf LICO DENTRO DE UNA CAMARA 1 

2,- SE INTRODUJO LA TABLETA POR EL CORTE REALIZADO 

Y LA HERIDA SE CERRO CON UNA GRAPA ESPECIAL, POR ÚLTIMO SE REA~ 

NIMO AL ANIMAL, 
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E) ÜBTENCION DE METAFASES, 

1.- 23 HR, DESPU~S DE LA ADMINISTRACION DE BRDU A 

LOS RATONES SE LES INYECTO INTRAPERITONEALMENTE COLCHICINA 

(5 MG/KG DE PESO), 

2,- 26 HR, DESPU~S DE ADMINISTRADA LA BRDU Y 3 HR, 

DESPU~S DE HABER INYECTADO COLCHICINA, SE SACRIFICO AL RATON 

MEDIANTE DISLOCACION CERVICAL, 

·3,- SE OBTUVIERON AMBOS F~MURES CORTANDOLOS POR LAS 

EPIFISIS ELIMINANDO EL TEJIDO MUSCULAR Y CONJUNTIVO QUE LOS 

CUBRE, 

4,- SE OBTUVO LA M~DULA OSEA ATRAV~S DEL PASO DE 

SOLUCION DE KCI 0,075M MEDIANTE.UNA JERINGA QUE SE INSERTO 

EN LA EPIFISIS PREVIAMENTE CORTADA, 

5,- SE INCUBARON LAS C~LULAS A 37•c DURANTE 20' EN 

8ML DE LA SOLUCION ANTERIOR, 

6,- SE CENTRIFUGARON LAS C~LULAS A 1200RPH POR 10', 

SE.IESECHO EL SOBRENADANTE Y SE RESUSPENDIO EL BOTON CELULAR 

EN SOLUCION FIJADORA CMETANOL-AC, AC~TICO 3:1), SE DEJARON 

REPOSAR LAS C~LULAS POR 20' A TEMPERATURA AMBIENTE, 

7,- SE CENTRIFUGARON LAS C~LULAS A 1200RPM POR 10', 

SE DESECHO EL SOBRENADANTE Y SE RESUSPENDIO EL BOTON CELULAR EN 

SOLUCION FIJADORA, . SE DEJARON REPOSAR LAS C~LULAS POR 10' A 

TEMPERATURA AMBIENTE, 
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8,- SE REPITIO EL PASO ANTERIOR, PERO EL TIEMPO 

DE ACCION DEL FIJADOR FU~ SOLO DE 5', 

9,- EL BOTON CELULAR SE RESUSPENDIO EN UN VOL0MEN 

ADECUADO DE LA SOLUCION FIJADORA, DE MANERA QUE LA MATERIA CE­

LULAR NO SE ENCONTRARA DILUfDA NI CONCENTRADA, 

10,- EN PORTAOBJETOS BIEN LIMPIOS Y DESENGRASADOS 

EN ETANOL AL 961, SE DEJARON CAER DOS O TRES GOTAS DE LA SUS­

PENS l ON OBTENIDA, DEJANDOSE SECAR AL AIRE, 

F) PROCESO DE TINCION, 

1,- LAS LAMINILLAS SE COLOCARON EN UN VASO DE COPLI~ 

CON COLORANTE HOECHST 33258 A UNA CONCENTRACl~N DE 5MG/50ML DE 

AGUA DESTILADA, POR UN PERÍODO DE 30' ,· 

2,- SE SACARON DEL COLORANTE HOECHST Y SE LAVARON 

CON AGUA DESTILADA, SEC~NDOSE EN LA ESTUFA A so·c POR 30'. 

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 so·c POR 30'. 
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5,- SE TI ftEROH LAS lR11NILJ.AS ca. GIEMSA N.. 41 EN NrJJA IBl'll>.DA 

POR 13', SE LAVAlm W IA'INILLAS CD! AGU\ IESTILÁDA Y SE SECAlm AL AIRE, 

G) lECMA N.. MICROSalPIO, 

l.- IOU SE mmNO LA FREClENCIA lWW. AL LEERSE 25 MITOSIS PE­

TAF~ICAS DE SEGlfO\ DIVISICJN CEW.AR PCR r.N». RA'lfM, 

2,- TINCICJN DIFERENCIALJ SE CllSERV~ ].(XX) MITOSIS EN flEfNA­

SE DE SEGllll.\ DIVISICJN CEl.l.LM PCR NUMAL. g EL SIGUIENTE CRITERIO: 

FoslTIVAS VAL.aWLES, b AUl..lM EN LAS OJALES SE <8ERVO ADECU\· 

D\ DIFERENCIACION DE ~TllES Y EN 1XN>E SE PllJO aMM FkluenE a. ICH, 

FoslTIVAS ftl VALaWLES, b 1'llELl.AS EN W Ct.W.ES t«> EXISTIO lM 

a.ARA DIFERENCIAClfM DE ~TIDES·,· 

3,- PRa..IFERICl&f CELWR; SE <msERVAROO 100 MITOSIS EH f'ETA­

FASE IL. A'ZM POR IMif-W., lBICNIX> LAS di 11 AS QlE SE ENCXWTIWMN EN LA 

PRlf'ERA, SEGltllA O TERCERA DIVISICff CEl.ll.M~ 

H) TRAT"'11ENTO ESTADISTICO, 

Los RESlLTADOS SE NW.IZNQt BAJO LA PRlEBA ESTH>fSTJCA l.J.M'A\ ~ 
. . 

LISIS DE VNUIMCIA, LA aML SE lfl'ILllA PARA DETElt11NM SI EXISTEN DIFEREN--

CIAS O VMJACICH:S SJGNIFJCIHTES ENTRE LAS MEDIAS DE LOS GIUOS O DEHl'R> 

DE LOS GRUPOS Ml!M>S, EN ESTA PRlEBA ESTADISTICA SE Ul'JLJZO a. ES· 

TADIGRAFO F DE FISHER Y . LA Hlf'OlESIS A PRcmM RÉ 
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Y LA HIPOTESIS A PROBAR FU! Ho: X •X •X , SI LA F DE FISHER 
. 1 2 . . 

CALCULADA ERA MAYOR QUE LA F OBTENIDA DE TABLAS1 ENTONCES EXIS­

TfAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS ENTRE LAS MEDIAS, RECHAZÁNDOSE 

Ho y ACEPTANDOSE H 1: X(X ~X N, 

POSTERIORMENTE EN LOS RESULTADOS SIGNIFICATIVOS EN­

CONTRADOS POR EL ANALISIS DE VARIACIA CANDEVA), SE REALIZO LA 

PRUEBA DE TUKEY1 TAMBl!N CONOCIDA COMO DIFERENCIA MfNIMA SIGNI­

FICATIVA HONESTA, LA CUAL ES UNA PRUEBA DE COMPARACIÓN DE MEDIAS 
. '· 

BASTANTE ESTRICTA, EN ESTE CASO SE USO EL ESTAD~GRAFO "Q~ OBTi 

NIDO DE LAS TABLAS DE RANGO ESTUDENTIZADO CON UN NIVEL DE SIGNl­

FICANCIA DADO, "T'~ TRATAMIENTOS Y GRADOS DE LIBERTAD, CUAL.QUIER 

DIFERENCIA ENTRE DOS MEDIAS SE DECLARA ESTAD~STICAMENTE SIGNIFI­

CATIVA SI EXCEDE EL VALOR DE LA DIFERENCIA M~NIMA SIGNIFICATIVA 

HONOESTA CDMSH> CREMINGTON, 19771 KREYSJG, 1979; HURLEY Y COL,, 

1981>. • 

EN LA TABLA No',' 1 SE ENLISTAN LAS PRINC.IPALES CARAC .. 

TERISTICAS EN LA EXPERIMENTACION CON BASE EN LOS PUNTOS ANTERIO­

RES, 

J) ADMJNISTRACl~N DE MITOMICINA C, 

1,·- SE PREPARO UNA SOLUCl~N DE MITOMICINA C CMMC> EN 

AGUA DESTILADA Y EST!RIL, CON UNA CONCENTRACION FINAL DE ~00MICROG_ 
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/3ML, 

2,- SE ADMINISTRO 0,l875ftl. DE LA SOLUCION ANTERIOR­

MENTE PREPARADA, LO CUAL ES UNA DOSIS DE IMG/KG DE PESO, 

ESTA ADMINISTRACION SE LLEVO A CABO EN 15 RATONES, 

UTILIZANDO 5 POR CADA T!CNICA, 

3,- LAS T!CNICAS VALORADAS POR ESTE MUTAGENO FUERON 

LA DE TABLETAS CUBIERTAS PARCIALMENTE CON PARAFINA, TABLETAS 

CXJtBINADAS CON COLESTEROL Y TABLETAS CUBIERTAS CON AGAR, 

LA APLICACION SE LLEVO A CABO MEDIANTE UNA INYECCION 

ENTRAPERITONEAL UNA HORA DESPU!S DE ADMINISTRADA LA BRDU, 

LAS TABlETAS SE HICIERON Y ADMINISTRARON DE ACUERDO 

A LA METODOLOGf A ANTERIORMENTE MENCIONADA, EL RESTO DEL PROCESO 

.TAMBl!N SE REALlZO IGUAL A LO INDICADO CUANDO NO SE UTILIZO UN 

MUTAGENO, 

J) LECTURA AL MICROSCOPIO, 

1,- SE OBTUVO LA FRECUENCIA DE ICH DESPU~S DE HABER 

OBSERVADO 25 MITOSIS EN METAFASE DE SEGUNDA DIVISl~N CELULAR POR 

RATON, 

2,- PROLIFERACION CELULAR,- SE OBSERVARON 100 MITOSIS 

EN METAFASE AL AZAR POR ANIMAL, UBICANDO LAS C!LULAS DE PRIMERA, 

SEGUNDA O TERCERA DIVISION CELULAR, 
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K) TRATAMIENTO ESTADf STICO, 

SE EMPLEO LA PRUEBA nrn DE STUDENT1 PARA DETERMINAR 

SI HABIA DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS ENTRE LOS RESULTADOS OBTEN! 

DOS EN PRESENCIA DE MMC Y LOS RESULTADOS OBJTENIDOS EN AUSENCIA 

·DE rtlC EN CADA UNA DE LAS TRES T~CNICAS CREMINGTON1 1977; -
KREYSING1 1979), 

EN LA TABLA No, 11 SE ENLISTAN LOS ASPECTOS IMPORTAN- · 
TES DE LA EXPERIMENTACION REALIZADA EN PR~SENCIA DE MITOMICINA C, 



TA 1 LA •11 CAIACIDllllCAI ll•llALll 11 LAI llCllCAI AL l'HIAI ••C. 

VU1 de Cantided 
Do.S.e •• 

lllatl'O •• Peeo de . ?lhtl'O •• Mhel'O d4 
~lcDi•H, •dll1Dl8- de Dr•U en1H1H, •Dl•lee, ollul•• ctlulH 

traci&n r.r tebl.1 . >lHC. p1re ICB, JllN P. 
· de BrdU. • celuler • 

TeblttH l•llant•-
oubiertee oi n aub- ltOq 1•g/Kg ' 122.9*1.?g 125 500 con cutauee. 
perefln•. 

TeblttH l•Jlent•-
cubiertlB ci n eub- 30q 1111/'Ka ' 22.lt*lg 125 500. con eger, cutan••· 

TtbltUI I11ll1nta-
combine- e en wb . 30q · 1•s/lc 5 ~1.98•1 • .31 125 500 des con cut•n••· 
coltetero' , -

1 
1' 
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4, R E S U L T A D O S 

.... 



~ -
4,1, ANALISIS DE TABLETAS, 

LA OBSERVACION DIRECTA DE LAS TABLETAS ELABORADAS · 

DE ACUERDO A CADA METODOLOGf A1 MOSTRO QUE LAS CANTIDADES UTI­

LIZADAS DE 5-BROM0-2-DEOXIURIDINA SON IGUALES EN DOS CASOS: 

EN LAS TABLETAS QUE SE CUSIERON CON AGAR Y EN AQUELLAS COMBINADAS 

CON COLESTEROL SE UTILIZARON 30MG1 SIN EMBARGO EN LAS QUE SE 

CUBIERON PARCIALMENTE CON PARAFINA SE UTILIZARON 40MG1 LO CUAL 

SE VIO CLARAMENTE REFLEJADO EN EL PESO TOTAL ASI COMO EN SU 

DUREZA Y VOLOMEN (TABLA No. 111), 

0BSEVAMOS QUE LA TABLETA ELABORADA EN COMBINACION 

CON COLESTEROL TENIA UN VOL0MEN MAYOR (Q,lq93CM3) ASf COMO UNA 

MAYOR DUREZA (Q,333KG/CM2) EN COMPARACION CON LAS OTRAS DOS TA 

BLETAS, EN LA FIGURA No, 5 SE MUESTRAN LAS CARACTERfSTICAS DE 

LAS TABLETAS MEZCLADAS CON COLESTEROL, . 

LA TABLETA CUBIERTA PARCIALMENTE CON PARAFINA ES LA 

QUE CONTENf A LA MAYOR CANTIDAD DE 8RDU1 SIENDO SU VOL0MEN 

(Q,0282CM3) MAYOR QUE EL DE LA TABLETA DE 30MG DE BRDU ANTES DE 

CUBRIRLA CON AGARJ SIN EMBARGO LA DUREZA DE LA PRIMERA ES LIGE­

RAMENTE MAYOR (Q,2083KG/CH2)1 QUE LA DE LA ~LTIMA, 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 (Q,0194CM3) EN COMPARACION CON LAS OTRAS DOS Y TAMBl~N UNA 



... 
TABLA lo lllCVAlll,ClliPAIATIVt · 11 LAI PlllCIMdl CAIAClllllllCAI 11 

LAI T&IL•TAI. 

Thld.caa. Cantld• PellO. Dl•-- Alture. liure~ · Voluae11 
de ~rdU totel~ tro. Kg/c111 total. 

TC:'F 40ms 4o.g o.lt6c• 0.17cm 0.2083 o.02ac111J 

' C 'r A 30al 30mc o.1t6oa o.12ca 0.1875 0.0190.J 
1 

1' e e ..,,.. •• O.G~• 0.451• º·'''' º· 11f9C• J 

T C P P; T•blttae ~ubitrtH pal'Chl•nte con p1nt1n1. 
T e T A: Tableta• cubiert•• total1111Dt• •on •c•r. 
Te C: Tableta• coabin•d•P con colesterol (2:l). 



fl8URA 1 
TABLETAS DE Brdu .Df COMBINACION co.·; C· ·;,..1:..:i'l':.¡¡{)L. 

fllURA 1 
t&BLE'!AS DE Brdu U'l'F.S .DE CUBRIR CON PAR&nrtA. 

·. 
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MENOR DUREZA C0,1875KG/CM2), SIN EMBARGO AL AGREGARLE EL AGA.R, 

ISTA ADQURIO UNAS DIMENSIONES AON MAYORES (ENTRE 0,7 Y ICM DE 

DIAMETRO) QUE LAS DE LA TABLETA DE BRDU EN COMBINACION CON COMBl 

NACION CON COLESTEROL, ESTE ASPECTO SE MUESTRA EN LAS FIGURAS 

No. 7 y No. 8 EN LAS QUE OBSERVAMOS TABLETAS ANTES y DESPUIS DE 

CUBRIRLAS EN AGAR, CON LO QUE IDENTIFICAMOS LA MODIFICACION DE 

·-SUS DIMENSIONES DURANTE EL PROCESO, 

LAS CARACTERf STICAS ANTES MENCIONADAS VARIARON TOTAk 

MENTE AL RECUPERAR LAS TABLETAS AL TIRMINO DEL EXPERIMENTO, POR 

EJEMPLO LAS DE BRDU MEZCLADAS CON COLESTEROL SE HUMEDECIERON, 

INCREMENTANDO SUS DISMENSIONES (ENTRE 0,55 Y 0,6CM DE DIAHETRO) 

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 701 

DE LA CANTIDAD INICIAL DE BRDU SE LIBERO DENTRO DEL RATON, QUE­

DANDO SOLO EL 301 (FIGURA No, 10), 

LAS TABLETAS CUBIERTAS TOTALMENTE CON AGAR FUERON LAS 

QUE SUFRIERON MAYOR MODIFICACION, VA QUE EL ANALOGO DE TIMIDINA 

SE LIBERO TOTALMENTE, QUEDANDO UNICAMENTE EL RECUBRIMIENTO DE · 

AGAR (FIGURA No, 11), 

't,2, TINCION DIFERENCIAL, 



fJGURA 7 
!ABLETAB DE BrdU AM1'F.B DE CUSJUR CON AGAR. 

.,. 

·f f 1 U R A 1 
TABLETAS DI Bl'dU DESPUIS DE CUBRIRLAS CON AGAR, 



lllUIA 11 
T&BLr:i'AS DE Brdu CUBIERTAS 

COI PA RAnNA DESPV~ DEL 
IXPERIMDT(! 0 

JllUIA 1 
T&BLnAS DE BrdU DI COHlllliACION 

CON COLESTSHOL DISPUES D&L 

EXPERIMDlfOo 

11 IUIA 11 
1'ABLE'l'A3 DE BrdU CUIIEll'fAS 

CON AGAR DE;;PUES DEL 

EXPERIMD'roo 
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DESPU!S DE HABER OBSERVADO 7000 crLULAS EN SEGUNDA 

DIVISION CELULAR POR CADA T!C~ICA SE OBTUVIERON LOS RESULTADOS 

QUE SE MUESTRAN EN LA TABLA No, IV, EN ELLA OBSERVAMOS QUE 

EXISTift MAYOR VARIACION EN LOS DATOS OBTENIDOS CON LA T!CNICA 

QUE UTiLIZO CUBIERTA DE AGAR EN COMPARACION CON LAS OTRAS DOS, 

POR EJEMPLO, EN LO QUE RESPECTA A TINCION DIFERENCIAL VALORABLE 

LA MENCIONADA T!CNICA SUFRIO VARIACIONES CON UN MARGEN QUE VA -

DE qg A 5q5 C!LULAS CON TINCION VALORABLE, MIENTRAS QUE LAS OTRAS 

DOS TrcNICAS MOSTRARON VALORES MAS HOMOG~NEOS QUE VAN DE 682 A 

sqq crLULAS CON TINCION DIFERENCIAL VALORABLE, UN EFECTO PARECIDO 

SE ~RESENTO RESPECTO A LA TINCION DIFERENCIAL NO VALORABLE, LA 

TlCNICACON CUBIERTA DE AGAR MOSTR0 MAS VARIABILIDAD EN SUS RESUb. 

TADOS, CON UNA AMPLITUD DE 355 A 951 C~LULAS CON ESTE TIPO DE 

TINCION, MIENTRAS QUE LAS OTRAS DOS T!CNICAS MOSTRARON MAYOR 

SIMILITUD CON UN RANGO DE 156 A 258 C!LULAS CON TINCION DIFERER 

CIAL NO VALORABLE, 

SE REALIZO EL AN~LISIS 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 T~CNICAS), DEBIDO A LO 

ANTERIOR SE REALIZO LA PRUEBA DE TUKEY O DIFERENCIA M~NIMA SIGNl 

FICATIVA HONESTA CON LA CUAL SE DETERMINO SIGNIFICACIA EN LAS 

DIFERENCIAS DE LAS MEDIAS MUESTRALES ENTRE LA rrcNICA CON CUBIER_ 



T Al·LA •IV IYAl.VACltl 11 1.A lllClll 18'11DCIAI.. 

~1nc16n Diterenci•l 'l'tnci6n Liferenci•l 
r.racntc.s. f 1 

llo Y•lor•ble. Veloreble. .. 
, . .,.., ••t.Af'i. 1iactu.e liOr ret6n. 

~e P P 218,179,2S8,192,156,1?1t,J18 213.,7 1a2,a21,742,aos,s1t1t,a26,682 

·.r e e ,. 195,254,236,237,237,217,209 226.42 805,71t6,?64,763,763,783,791. 

'r C i A 355,806,381,4'8,610,6?2,951 601.8, 61t5,191t,619,%2,390,328,49 

T e P P: TebletH cubierteii perch~tnte con !")ratina • 

. T e T A: Tebletes cubiertH totehent• con ager. 

Te C: Tabltt•• coabin•de• con ool••terol (2:1). 

r 

78? 

775 

.. 383.85· 
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TA DE AGAR (C) Y LA TtCNICA DE TABLETAS CON COLESTEROL (8), ASf 

COMO ENTRE LA DE AGAR Y LA DE PARAFINA (A), SIN EMBARGO NO SE 

PRESENTO DIFERENCIA ENTRE LAS TtCNICAS BY A (TABLA No, V), 

EN LA TABLA No, VI, SE MUESTRA EL ANALISIS DE VARIAl 

CIA CORRESPONDIENTE A LA TINCION DIFERENCIAL VALORABLE DE LAS 

TRES T!CNICAS, CON !L SE MOSTR0 LA PRESENCIA DE SIGNIFICACIA ES­

TAD(STICA, 

PODEMOS OBSERVAR QUE LA MEDIA DE LAS LECTURAS OBTENI­

DAS EN LA TtCNICA •en ES BASTANTE MENOR EN COMPARACION CON LAS 

MEDIAS DELAS OTRAS TtCNICAS, AL REALIZAR LA PRUEBA DE TUKEY 

DETERMINAMOS Dl~ERENCIAS SIGNIFICATIVAS ENTRE A-C Y B-C, MIENTRAS 

QUE LA DIFERENCIA A-B NO FUt SIGNIFICATIVA, ELABORANDO UNA EVA­

LUCION GENERAL EN CUANTO A LA TINCION DIFERENCIAL, INDICO QUE LA 

TtCNICA QUE UTILIZO CUBIERTA DE AGAR FUt 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 T~CNICAS, LOS CUALES RESULTARON S~R MUY HOMOGtNEOS, 

EN LA FIGURA No, 12 SE MUESTRAN DOS MITOSIS EN LAS 

CUALES SE OBSERVA LA DIFERENCIA ENTRE LA TINCJON DIFERENCIAL NO 

VALORABLE Y LA VALORABLE, 

4,3, PROLIFERACION CELULAR, 



TllLA leV 

Alll.IHI llTAlfSTICO 11 LA TllClll 
D 1 HRf I C IAL 10 VALORAll.I• A 1 D 1 Y A. 

AllLllll IHAlflTICI 11 LA TllClll 
llHlllCIAL 10 YALllAILI• PIUllA 11 
IUllY· 

~·uente .de eu111a de el. CUldl'ftdos 
v•l".L•o16n. cuedr~dos. ••dios~ 

Entre 6810l¡?.99 ;> 340524 
8rupoe. 

~ntro 
de 32702? .2~· 

grupos. 
18 18167.905 

Tohl 10080'10.J 20 

*Significanct• con llcO.os 

I de 
FJ.aher 

. . 
1S.7431 

. 

Co•peracUn DJ.terenota Signi ft.Hll· 
cia •. 

C-B 375.42857 C>I 

C-A 3Ga.2ss11 Cal 

B-A 12.S!i71 lt n.e •. 

·fi·ss : i:o mcJ.r.tc &i~n11'icenc1a. 

A: '.:.Acrr~c• t.¡lll': ntili?-6 pari•fir.(t. 

B: T&enie1J quP. t1tiHz8 eoleeterol. 

C: '.L'6cnica que utillz6 •e:•r. 

·• 



AllLllll llT&lllllCI 11 1.l TllClll· 
lllllllCIAL YALllllLI• Alll YA. 

7ue11te de Sume de gl. Cuedredoe F de -
veriaci&n. ouedr•doa. medios. ileher. 

Entre 68101:'?.99 2" 340524 
grupoe. 

18.?lt.Jl* 

!Dentro 
de 327022.29 18 1816(.90~ 

grupos. 

~ot•l 1ooe010.3 20 

AllLll lllllflTICI 11 LA TllClll 
il llDllC llL Y ALllAILI• PllllA 11· 
TUllf. 

Ca.~rH1411 .DJ.teNnoi• Signi ficen-
Ci• 

' A-B 12.r'.>714 n.a. . . 

. A-C )136.28571 A~ 

B-C 37,.4285? ~ 

n.a. : Uo existe &ignificencia. 

A: ~6cnica que utilir..6 parat.ln• •. 

D: T6cnica que utiliz6 colesterol, 

C: 'l'fcnica que utiliz6 agar. 

' 
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MPEJIJJIClAL 110 VALORABLlle 
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·DESPUtS DE HABER O~SERVADO 700 C!LULAS AL AZAR POR 

CADA TtCNICA1 SE OBTUVIERON LOS RESULTADOS QUE APARECEN EN LA 

TABLA No, VII, EN DONDE SE APRECIA QUE LOS DATOS SON HOMOGlNEOS 

APARENTEMENTE Y SIN MARCADAS DIFERENCIAS. SIN EMBARGO EL ANA­

LISl S DE VARIANCIA DE LAS C!LULAS EN PRIMERA DIVISION CELULAR 

fllalTRO QUE LA PRUEBA FU! SIGNIFICATIVA1 POR LO CUAL SE ELABORO 

LA PRUEBA DE TUKEY1· CON LA QUE SE OBTUVIERON DIFERENCIAS SIGNI­

FICATIVAS EN B·C Y A-C, NO OBSTANTE QUE LA RELACION A-B NO FU! 

SIGNIFICATIVA (TABLA No. VIII), 

EN LA TABLA No, IX OBSERVAMOS EL AN~LISIS DE VARIANCIA 

DE LAS C!LULAS ENCONTRADAS EN SEGUNDA DlVISJ~N CELULAR, RESULTANDO 

LA PRUEBA SIGNIFICATIVA, CON LA PRUEBA DE TUKEY1 SE DETERMINO UNA 

SIGNIFJCANCIA EN LA DIFERENCIA ENTRE c~a, MIENTRAS QUE ENTRE C-A y 

A·B NO HUBO TAL RESULTADO. EL PUNTO ANTERIOR; AS( COMO tSTE -

INDICAN QUE NUEVAMENTE LA T!CNICA QUE UTILIZ~ AGAR ACTUO COMO • 

DETERMINANTE PARA OBTENER TAL SIGNIFICANCIA EN LOS RESULTADOS, 

EN LA TABLA No, X SE ENCUENTRA EL ANALISIS DE VARIANCIA 

DE LAS ClLULAS EN TERCERA DIVISION CELULAR CUYO RESULTADO MOSTRO 

QUE NO HUBO SIGNIFICANCIA, POR TAL MOTIVO NO FU! NECESARIO REALIZAR 

LA PRUEBA DE TUKEY. 

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



Ttcni-
cae, 

X C P P 

. 

'l' e e i 

'l'C:A 

11 IL A •VII IYALVAClil H U PllLIHIAClll CILULAa. 

c•1u1 .. •n pl'iura di Vl C&lula• •n segunda di-
st6n cel u'J.11r, X viGi6n celul11r. 
tec turas por r111t611. lect.uras !")r ret6n 0 

1G,1,,11,13,1a,14,10 1lt.1lt 75,eo,77,~2,11,75,ao 
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T e P Pi 'l'abletaa cuMert<,.. ;wrc1alaeate con pert1ft.•. 

T.C C: Tableta• oollbtra•d•c con colesterol. 
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9.71 
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CUALES SE PUEDE DIFERENCIAR S~ ESTAD1~ CELULAR MEDIANTE LA TINCION 

DIFERENCIAL, DE ACUERDO CON !LLO PODEMOS UBICARLAS EN PRIMERA, SEGUR 

DA Y TERCERA DIVISION CELULAR, 

4,4, INTERCAMBIO DE CR~TIDES HERMANAS, 

DESPUl!S DE HABER OBSERVADO 175 MITOSIS METAFASICAS EN 

SEGUNDA.DIVISON CELULAR CON TINCION DIFERENCIAL VALORABLE POR CADA 

Tl!NICAJ SE OBTUVIERON LO$ DATOS QUE APARECEN EN LA TLABLA No, XI, 
EN DONDE QUEDA CLARO QUE LAS FRECUENCIAS iASALES DE ICH NO PRESEt! 

TARON DIFERENCIAS MARCADA$, HECHO QUE SE COMPROBO AL APLICAR EL 

ANA.LISIS DE VARIANCIA MEDIANTE. EL CUAL NO SE ENCONTRARON RESULTA­

D~S SIGNIFICATIVOS (TABLA No. XI>. EN LA FIGURA No. 14 OBSERVA­

MOS UNA MITOSIS Tf PICA EN LA CUAL SON EVIDENTES ·LOS ICH, 

lf,5, ·INTERCAMBIO DE CR~TIDES HERMANAS Y PROLIFERACl~N 

CELULAR EN PRESENCIA DE MITOMICINA C; 

DESPUl!S DE HABER OBSERVADO 125 MITOSIS METAFASICAS DE 

SEGUNDA DIVISl~N CELULAR CON TINCION DIFERENCIAL VALORABLE POR 

tfCNICAS, OBSERVAMOS QUE EL ICH SE INCREMENTO EN TODAS LAS Tl!CNl­

CAS DE MANERA SIMILAR, DE TAL FORMA QUE LAS MEDIAS FUERON 11,76, 

12,008 Y 12,lfOB, ESTOS INCREMENTOS FUERON ESTADfSTICAMENTE SIG­

NIFICATIVOS CON LA PRUEBA HJ•·sTUDENT AL COMPARARLOS CON LOS RESUL 
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TAl>OS d SE CIRWIEID SIN E>NER LAS di 11 AS A IA rtt (TAl!LA ft), XII), 

S. IA FlflRA ft), 15 SE CllSERVA lJM MITOSIS O* 1M INCASENlO tarAILE DE 

IOf, IENs JE 1MTN.A ca. Pf't.· 

Los Di\'RJS CBIENIDOS EN IA PRa.IFERACJ(N CEL.WR SE fUS1Rm EN LA 

TALA ... ft>, XIII, EN Da& E CllSERVA GIE LOS RESlLTADOS SCJ4 SKJMTES 

Bf w ne 1!afr~, JE TAL fGIO u AL APLICAR a. AW.rsrs ESTADfSTICO 

T-Sl\llNT I c:at RESPECTO A LOS n\TOS <BTENIDOS EN a. lESTIGO fEGATJVO, ES 

DECIR SIN EXPoslCICIN A . rtt, ·SE ENCCHTRARCW RESll.TADOS SIGNIFICATIVOS, O 

SfA CIE SE CBnNIEIQ DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS ENTRE LAS MEDIAS (TAll.A 

ft>, XIV),. Es10 ~ IDllX> A U LAS c!l.I• AS EN PRlreA DIVISIClN ALtlN· 

TNm APA»<lfWWDTE 1M ].(DEN GE1ERAL EN LAS ne •rCAS, MIENTRAS 

CIE LAS d.111 u EN nRCERA DIVIS1&4 Dl911NINED LN 7SX EN IA lblCA U 

urruzo TAll.El'AS ca. PARAFINA, 91,m EN IA 'T!cNICA u UTILIZO MM y 
1),91 EN LA ltcNICA U us0 CXUSTERa.., TOOAS CQt AEsPECfO A LOS VALMES 

cmaIIJOS AL EVAUM IA Pfll.1~1&4 CELlLM EN 1'1SENCIA DE ftt, 

lAS di 11 AS EN S8UG\ DIVISI~ Dl911Nl.NERClf LEVMNlE1 POR E.JEl+­

PLO EN LA mNICA QlE un.IZO PARAFINA l0','21; EN IA ~ICA QlE UTILIZO 

MM 10,B Y EH IA tta.rCA U us0 ca.ESTERCl. 9~911, C04 RESPEC10 A LOS 

lESTJGOS NIGATIVOS, 

EN LA TABLA No, XV PODEMOS OBSERVAR EN LA GR~FICA LAS 
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VARIACIONES EN LA PROLIFERACION CELULAR CON RESPECTO A LOS 

TESTIGOS. Asf TAMBI!N EN LA TABLA No, XVI SE OBSERVA LAS VA­

RIACIONES DE LA FRECUENCIA DEL ICH CON RESPECTO A LOS TESTIGOS, 

4,6, UTILJZACION DE OTROS PARAMETROS PARA LA EVALUA· 

CION DE CADA T!CNICA, 

AL T!RMJNO DE LA EXPERIMENTACIÓN Y DESPU!S DE HABER 

EVALUADO LAS CARACTERf STICAS DE CADA T!CNICA; SE DETERMINARON 5 
PARAHETROS ADICIONALES QUE SE MUESTRAN EN LA TABLA No, XVII, 

ELLOS INDICAN QUE DESDE EL PUNTO DE VISTA ECON0MICO 

EXISTEN DIFERENCIAS EVIDENTES ENTRE CADA UNA DE LAS TRES TtCNICAS, 

PODEMOS FACILMENTE ·OBSERVAR QUE LAS TABLETAS CUBIERTAS TOTALMENTE 

CON AGAR ES LA DE COSTO GLOBAL MAS BAJO (POR TABLETA); APROXIMA­

DAMENTE UN 4ij,921 MENOS QUE LA TABLETA MEZCLADA CON COLESTEROL QUE 

FU! LA DE COSTO MAS ELEVADO Y 32,581 MENOS QUE LA RELACIONADA CON 

PA~AFINA, ESTA 0LTIMA T!CNICA A SU VEZ PRESENTO UN GASTO APROXl 

HADAMENTE 9,311 MENOR QUE LA T.CNICA DE TABLETAS MEZCLADAS CON 

COLESTEROL, 

EN LO QUE CONCIERNE A LOS TIEMPOS "'NIMOS REQUERIBLES . 

. PARA ELABORAR, CUBRIR E INTRODUCIR UNA TABLETAI PARA DESARROLLAR 

LA T!CNICA QUE OCUPO TABLETAS CON·COLESTEROL SE E"PLE~ UN MENOR 

TIEMPO, APROXIMADAMENTE 331 MENOS DEL REQUERIDO PARA LA TtCNICA 

QUE UTILIZO CUBIERTA DE AGAR, QUE FU~ LA QUE REQUIRI~ ~S TIEMPO 
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PARA REALÍZAR LAS OPERACIONES MENCIONADAS Y 131 HENOS QUE LA 

RELACiONADA CON PARAFINA, LA CUAL A SU VEZ NECESITO EN DESARROLLO 

171 MENOS QUE LA DE AGAR, 

EL ASPECTO DE FACILIDAD METODOLOGICA CONTEMPLO LOS 

PROBLEMAS QUE ENTRARO CADA TtCNICA AL MOMENTO DE REALIZARSE, 

INCLUYENDO AL.TIPO~ CARACTERfSTICAS DEL EQUIPO Y MATERIAL DE LA 

BORATORtO, AUNQUE SU EV~LUACION ES SUBJETICA POR DEPENDER EN GRAN 

MEDIDA DEL EXPERIMENTADOR, CONSIDERAMOS QUE ES UN PUNTO MAS PARA 

HACER EL ANALISIS COMPARATIVO, EN ESTE SENTIDO LA TtCNICA QUE 

PRESENTO MAYORES PROBLEMAS HETODOLOGICOS FU~ LA QUE USO PARAFINA~ 

SEGUIDA POR LA QUE UTILIZO AGAR, SIENDO LA QUE EMPLEO COLESTEROL 

LA T~CNICA QUE PRESENTO MENOR O NINGONA DIFICULTAD, 
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EL DESARROLLO DE T~CNICA~ CITOGEN~TICAS PARA EL ESTUDIO DE 

MUTAGENOS HA CONDUCIDO A VARIOS INVESTIGADORES A ESTUDIAR LOS PRIR 

CIPALES PARAMETROS QUE CARACTERIZAN A !STAS (!<ATO, 1974BJ PALITTI 

Y COL11 1982). 

COMO SE HA DEMOSTRADO QUE EL ESTUDIO DEL ICH ES UNO DE LOS 

MEDIOS MAS EFICIENTES PARA DETERMINAR MUTAGENIClDAD, SE HAN ESTA­

BLECIDO DIVERSAS TtCNICAS PARA ANALIZAR DICHO FENOMENO IN VIVO, 

Los DIFERENTES PROCESOS PRESENTAN VENTAJAS V DESVENTAJAS, SIN Efi 

SARGO, CONSIDERAMOS QUE EL USO DE TABLETAS ES EL MAS ADECUADO, 

LA REPRODUCIBILIDAD DE LAS T~CNlCAS QUE UTILIZAN TABLETAS ES AL­

TA, SE ALCANZA UN NIVEL SANGUfNEO DE BRDU SUFICIENTE PARA CUBRIR 

POR LO MENOS DOS CICLOS DE REPLICACION DEL ADN, LA ADMINISTRACION 

DE BRDU TAMPOCO ENTRARA PROBLEMAS HETODOLOGICOS SERIOS V SOLO SE 

PRODUCE UN LEVE TRAUMA AL ANIMAL DE EXPERIMENTACION, OTRAS VÉN­

TAJAS SON QUE NO UTILIZAN EQUIPO SOFISTICADO Y QUE LA CANTIDAD DE 

5-BROM0·2 .. DEOXIURIDINA QUE SE USA ES PEQUERA·, 

ENTRE LAS T~CNICAS QUE UTLIZAN TABLETAS TAMBl!N EXISTEN 

DIFERENCIAS QUE PUEDEN DEBERSE AL TIPO DE CUBIERTA, SUS PROPIE­

DADES FfSiCAS, QUfMICAS Y OTRAS INHERENTES DE CADA M!TODO·; 

PARA EVALUAR LAS VENTAJAS Y DESVENTAJAS EN CADA T~CNICA 
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V DIVERSOS ASPECTOS METODOLOGICOS EN SU ELABORACION, 

Es CONVENIENTE MENCIONAR QUE EN EL PRESENTE ESTUDIO LA 

T~CNICA DE AGAR Y LA DE COLESTEROL USARON 30HG DE BRDU, MIENTRAS 

QUE EN LA DE PARAFINA SE AGREGARON lOMG HAS, ESTO PUEDE EXPLICAR 

PORQUE.SE OBTUVO UNA MEJOR V MAS CLARA TINCION DIFERENCIAL EN LA 

T~CNICA DE PARAFINA, ASf COMO TAMBl~N 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 FRECUE! 

CIA DE ICH ES PROPORCIONAL A LA CANTIDAD DE 8RDU UTILIZADA (FIGURA 

No. 16>. 

u 
io 
• 1 
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• •• 
• • • • . • • • • •• • • • 

~ • . 
• . . . . . . . o t ! a 4 1 • 7 1 • • • • • • ' • • , .. . 1·-
• .:{.· . .,. 

. . . . . . . . l . . 
O 10 !O 30 40 &O 10 70 10 90 100 UO UO 

IC 8 
FIGURA No, 16 FRECUENCIA DE ICH EN FUNCION DE LA CANTIDAD DE 

BRDU ADMINISTRADA, DESPU~S DE DOS CfCLOS DE REPLICACION, 



- 74 -

EL AN~LISIS DE LASDIFERENTES TABLETAS PROPORCIONO DATOS 

OTILES CON LOS CUALES SE DETERMINO QUE A MAYOR CANTIDAD DE COMPONE~. 

TES SE PRESENTO UN MAYOR TAMAAO Y UNA MEJOR CONSISTENCIA, ES POR 

ELLO QUE LA TABLETA EN COMBINACION CON COLESTEROL MOSTRO MEJORES 

CARACTERISTICAS DE MANEJO Y FACILIDAD DE ADMINISTRACION EN COMPA­

RACION CON LAS OTRAS DOS, 

LAS CUBIERTAS,_ ASIMISMO, CONFIRIERON OTRAS CARACTERf S­

TJCAS TALES COMO PROTECCION A LA TABLETA, MANTENIMIENTO DE UNA · 

LIBERACION PROLONGADA Y CONSTANTE, ASf COMO UN FACIL MANEJO DE LAS 

MISMAS Y EVITANDO LA DESTRUCCION DE LAS TABLETAS DEBIDO A LA HUME­

DAD Y TEMPERATURA CORPORAL DEL RATON, 

PERO COMO EL RECUBRIMIENTO REQUIRIO DE VARIOS PASOS, 

EL PROCESO SE HIZO MAS LENTO, EN EL CASO DE LA PARAFINA FU! · 

N~CESARIO MANTENER UNA TEMPERATURA ADECUADA (6Q_•t), YA QUE EL GRO­

SOR DE LA CUBIERTA VARIA CON ESTE FACTOR, A MAYOR TEMPERATURA ME­

NOR GROSOR Y FORMACION DE UNA ESTRUCTURA.HAS HOMOG!NEA, 

LAS TABLETAS CUBIERTAS CON AGAR TAMBl-N NECESITARON UNA 

TEMPERATURA ESPECIFICA <ss·c> PARA TENER UNA BUENA CONFORMACI~N, 

EL TIEMPO DE ELABORACIONES MAYOR YA QUE SE DEBJ~ 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 AD~INISTRACION 
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DEBE SER LARGO, ESTO ES DEBIDO A QUE HEMOS OBSERVADO QUE MIEN­

TRAS ~S TIEMPO TRANSCURRA ENTRE LA ELABORACION DE LA CUBIERTA 

V 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 T!CNICAS' POR EJEMPLO EN LAS TABLETAS 

MEZCLADAS CON COLESTEROL SE EVITAN COMPLETAMENTE LOS PASOS DE RECY 

BRIMIENTO, PESE A LO CUAL LA TABLETA ADQUIERE UNA CONSISTENCIA QUE 

PERMITE SU ADECUADO MANEJO, AS' COMO UNA LIBERACION DE BRDU EN EL 

TIEMPO APROPIADO PARA OBTENER UNA MAGNIFICA INCORPORACION, 

CON RESPECTO A LA TINCION DIFERENCIAL1 SE TOMO EN 

CUENTA QUE LA BRDU PARTICIPO DECISIVAMENTE EN LA OBTENCION DE 

UNA DIFERENCIACl~N VALORABLE, PUESTO QUE SE UNE AL ADN COMO UN 

COMPUESTO QUE INTERACTOA CON EL COLORANTE HOECHST 33258 CON LA 

POSTERIOR REDUCCION CUANTICA DEL MISMO MEDIANTE LUZ NEGRA V UN 

PH DE 7,0 (STETKA V CARRANO; 1977), 

SE OBSERVO UNA TINCION DIFERENCIAL MAS CONSISTENTE 

AL USAR TABLETAS CUBIERTAS PARCIALMENTE CON PARAFINA; NO OBSTAI 

TE, LA T~CNICA DE COLOESTEROL CASI OBTUVO EL MISMO GRADO DE TIN• 

CION AON CON MENOR CANTIDAD DE BRDU, LO CUAL SUGIRIO QUE DICHO 

PROCEDIMIENTO PERMITIO UNA LIBERACION GRADUAL Y CONSTANTE DE BRDU, 
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QUlzAS SUPERIOR A LAS OTRAS TfCNICAS, 

Los VALORES DE TINCION DIFERENCIAL DE LA TlCNICA QUE UTI­

LIZA AGAR OBEDECIERON A LA RAPIDA LIBERACION DEL ANALOGO, PRUE· 

BA DE ELLO ES QUE AL TfRMINO DE LA EXPERIMENTACION SE OBTUVIE­

RON LAS CUBIERTAS DE AGAR COMPLETAMENTE VAC(AS, 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 Df AS, ELLO PRESUPONE QUE AL 

ESTAR MAS COMPACTA LA ESTRUCTURA POLISACARIDA DEL AGAR SE FACl 

LITARÁ UNA LIBERACION MAS PROLONGADA V GRADUAL DE LA 5-BROM0-2-

DEOXIURIDINA, 

TAMBlfN ES DE GRAN IMPORTANCIA MENCIONAR.QUE LA TINCION 

DIFERENCIAL NO VALORABLE ES UN INDICE QUE NOS PERMITIO CONOCER 

EN QUl MEDIDA ESTABA FALLANDO CADA TlCNICA, VA QUE LA TINCION 

DEFICIENTE PUEDE DEBERSE A QUE NO SE INCORPORO LA BRDU ADECUADA 

MENTE, PRUEBA DE ELLO ES QUE LA TfCNICA QUE UTILIZO AGAR FUl LA 

MENOS EFICAZ EN CUANTO A ESTE ASPECTO, LO CUAL COINCIDIO CON LA 

RAPIDA LIBERACION DE BRDU, 

EL ANALISIS DE VARIANCIA SE ENCARGO DE CONTRASTAR LA HIPQ. 

TESIS HO: X • X • X LAS CUALES FUERON PRECISAMENTE LAS MEDIAS 
1 2 3 

OBTENIDAS POR LOS RESULTADOS ARROJADOS POR CADA T~CNICA EN CUANTO 
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A LA TINCION DIFERENCIAL SE REFIERE, CORRE~PONDIENDIENDO \A LA 

T!CNICA QUE UTILJZ~ PARAFINA ~A LA T!CNICA QUE EMPLEO COLESTEROL 

Y ~A LA TtCNICA QUE UTILIZO AGAR, EL ANALISIS ESTADISTICO PARA 

LAS DOS DIVISIONES (TJNCJON DIFERENCIAL VALORABLE V No VALORABLE) 

DEMOSTRO QUE NUESTRA HIP0TESIS Ho NO ERA ACEPTADA, YA QUE EXJSTil 

RON DIFERENCIAS ENTRE LAS RESPECTIVAS MEDIAS PARA CADA PARAMETRO 

Y T~CNICA, DE AH! QUE SE REALIZARA LA PRUEBA DE TUKEY, LA CUAL 

FU! MAS EXACTA Y PERMITIO DETECTAR DIFERENCIAS MfNIMAS, 

ANALIZANDO CONJUNTAMENTE LAS TABLAS No,IV,y YVI OBSER· 

VAMOS QUE LA TtCNICA QUE UTILIZO AGAR FU! SIGNIFICATIVAMENTE DIF( 

RENTE A LAS OTRAS DOS, LO CUAL NOS D 1 CE QUE LA BRDU NO FU! LIBERA­

. DA ADECUADAMENTE Y NO SE INCORPORO LO SUFICENTE PARA PRODUCIR. UNA 

TINCION DIFERENCIAL ADECUADA, COMO EL PROCESO DE TJNCION FU! EL. 

'MISMO PARA TODAS LAS TtCNICAS, LA CAPACIDAD TINTORIAL PARECE RELA 

CIONARSE DIRECTAMENTE CON EL TIPO DE CUBIERTA, SIN EMBARGO, EN· 

CONTRAMOS QUE LA TtCNICA QUE UTILIZO COLESTEROL ES IGUAL O MAS 

EFICAZ QUE LA QUE EMPLEO PARAFINA Y DE HECHO LOS ANALISIS ESTADft 

TICOS QUE COMPARARON LOS RESULTADOS ASI LO DEMOSTRARON, 

SE HA OBSERVADO QUE LA TJNCION DIFERENCIAL DE CROMOSOMAS 

SE PUEDE.MEJORAR NOTABLEMENTE SI SE MANTIENEN 0PTIMOS TANTO LOS 

VALORES DE PH, TEMPERATURA, PUREZA DE REACTIVOS Y TIEMPOS DE LOS 

DIFERENTES PASOS DENTRO DE LA T1t1c1eN. POR LO TANTO SE REQUIERE 
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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 COMPUEi 

TOS TIENEN LA FACULTAD DE ACELERAR O RETARDAR EL ClCLO CELULAR 

iPALITTI V 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 T~CNICAS PROPORCIONARON UNA PROLl­

FERACION CELULAR ADECUADA PARA EL OBJETO QUE SE PERSEGU~A,, QUE 

ERA UN NOMERO ELEVADO DE C~LULAS EN SEGUNDA DIVISION CELULAR, NE­

CESARIAS PARA EL ESTUDIO DE LOS INTERCAMBIOS DE CROMATIDES HERMA-

NAS. 

SIN EMBARGO CON EL TRATAMIENTO ESTADf STICO SE ENCONTRARON 

DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS TANTO EN EL ANALISIS DE LAS C~LULAS DE 

PRIMERA COMO DE SEGUNDA DIVISION CELULAR, LO CUAL EVIDENTEMENTE NO 

REPRESENTO PARA FINES OBJETIVOS Y PRACTICOS ALTERACION ALGUNA,, ES 

DECIR QUE NINGUNA T~CNICA PROPICIO MODIFICACIONES ALARMANTES EN LA 

PROLIFERACION CELULAR,, POR LO QUE CON TODAS SE LOGRO EL OBJETIVO 

YA MENCIONADO QUE ES OBTENER UN ELEVADO N0MERO DE C~LULAS EN SEGUN­

DA DIVISION, SIN EMBARGO LA DIFERENCIA ESTADfSTICA SIGNIFICATIVA 
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FUt ENCONTRADA ENTRE LAS TtCNICAS AL ANALIZAR LAS CtLULAS DE 

PRIMERA Y SEGUNDA DIVISION, ELLO MOSTRO QUE HUBO FLUCTUACIONES 

EN LOS RESULTADOS PERO SIN OBSERVAR ALGUNA TENDENCIA HACIA ALGU­

NA DE LAS T~CNICAS1 DE TAL MODO QUE A PESAR DE HABER EXISTIDO 

DIFERENCIAS ESTADfSTICAS LOS RESULTADOS METODOL0GICOS Y PRACTI­

COS NO SE VIERON AFECTADOS, 

DENTRO DE LOS PARAMETROS PARA EVALUAR LA EFICACIA DE LAS 

T~CNICAS1 QUIZA-EL MAS IMPORTANTE ES LA FRECUENCIA DE ICH1 DADA 

LA CONVENIENCIA DE TENER LECTURAS BASALES LO MAS BAJAS POSIBLES, 

PERO A SU VEZ FACILMENTE IDENTIFICABLES1 CON LO CUAL SE PERMITE 

QUE ESTfMULOS LEVES DE AGENTES MUTAGtNICOS INCREMENTEN SU VALOR 

Y DEN UNA ALTA SENSIBILIDAD AL MtTODO, 

TOMANDO EN CUENTA QUE SE UTILIZARON DIFERENTES CANTIDADES 

DE 8RDU1 LO CUAL PUEDO MODIFICAR LOS VALORES BASALES DEL ICH1 

CONSIDERAMOS QUE EL RESULTADO EXPERIMENTAL COMPARTIO SIMILITUD 

EN LAS TRES T~CNICAS, LAS TABLETAS CUBIERTAS CON AGAR1 QUE TUVI~ 

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 

FU~ MAYOR QUE EN LOS OTROS DOS CASOS, 

EN EL CASO DE LAS TABLETAS CUBIERTAS.PARCIALMENTE CON PARA 

FINA LA LIBERACION DEL ANALOGO NO FU~ TOTAL, QUEDANDO CERCA DEL 

30% DEL VOLUMEN INICIAL, LO CUAL CONFIRIÓ UN NIVEL MAS BAJO DEL 

ANALOGO EN EL RATÓN EN COMPARACION CON LA TtCNICA QUE UTILIZÓ 

AGAR, ELLO OCASIONO QUE EL VALOR DEL ICH FUERA MENOR (3,668), 
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EL VALOR BASAL DE ICH O~TENIDO MEDIANTE EL USO DE TABLETAS 

COMBINADAS CON COLESTEROL (3,333) FU~ 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 SÓLO 

ACTÚA COMO UN FILTRO FISICO, QUE CON LA COMPRENSION ADECUADA PER 

MITE LOS RESULTADOS QUE SE INDICARON, 

Los M~TODOS ESTADISTICOS COMPROBARON QUE NO HABfA DIFERElt 

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 T~CNICAS ES OTIL EN EST~ 

DIOS CITOGEN~TICOS QUE VALOREN'. EL DAAO PRODUCIDO POR PRODUCTOS 

QUfMICOS V FfSICOS, 

SE HA HECHO ~NFASIS EN LA CANTIDAD DE BRDU USADA DEBIDO A 

QUE AFECTA DIRECTAMENTE A LA FORMACION DE ICH, V A QUE, PRECISA­

MENTE UNA VENTAJA DE LAS T~CNICAS, SE REFIERE A UTILIZAR LA MENOR 
~ 

CANTIDAD POSIBLE PARA EVITAR INTERFERENCIAS AL EVALUAR UN MUTA-

GENO, 

EL SIGNIFICADO BIOLOGICO DEL ICH AÚN NO ESTA CLARO, SIN 

EMBARGO SE CONOCE QUE VARIOS AGENTES QUE AFECTAN AL A~ INDUCEN 

SU INCREMENTO CWOLFF, 1979), DE AHI LA IMPORTANCIA QUE UNA T~C­

NICA PERMITA OBSERVAR LAS MODIFICACIONES A LAS LECTURAS EN RELA-



- 81 -

CION CON UN TESTIGO NEGATIVO, 

LA MITOMICINA ES UN COMPUESTO ALGUILANTE CUYAS LESIONES A 

NIVEL MOLECULAR CORRESPONDEN A ENlRECRUZNUENTOS AON•ADN, ALQUl­

LACION DE LA GUANINA EN LA POSICION 06 V POSIBLEMENTE ENLACES 

COVALENTES EN BASES NITROGENADAS (JSHll, 1981), COMO ES UN PRO­

DUCTO DE ACCION CONOCIDA SE DECIDIO USAR~O PARA VALORAR LAS Tt~ 

NICAS ANTE UN MUTAGENO, 

EL EFECTO DE LA MMC SE OBSERVO CLARAMENTE SOBRE LA PROLl­

FERACION CELULAR, LA CUAL PRESENTO UN AUMENTO EN LAS CtLULAS DE 

PRIMERA DIVISION CELULAR, UN LIGERO DECREMENTO EN EL NOMERO DE 

LAS DE SEGUNDA DIVISION V UNA MARCADA DISMINUCION EN LA FRECUElt 

CIA DE LAS DE TERCERA, 

NOTAMOS QUE LAS TRES TtCNICAS SE COMPORTARON DE MANERA 

SEMEJANTE AL ENSAYAR EL MUTAGENO, V PRUEBA DE ELLO ES QUE LOS 

MtTODOS ESTADf STICOS ASf LO COMPROBARON AL REALIZAR LA PRUEBA 

T-STUDENT, SE OBSEl\VO QUE EXISTIERON RESULTADOS SIGNIFICATIVOS 

EN LAS TRES TtCNICAS 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 ICtt CON LAS TRES TtCNICAS 
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EMPLEADAS, Y ESTA ELEVACl~N FU~ PROPORCIONAL A LA CANTIDAD DE 

MMC UTILIZADA CIMG/KG DE PESO), LO CUAL CONCORDO CON LOS RESULTA 

DOS OBTENIDOS POR PERRY V EVANS (1975) QUIENES OBSERVARON QUE M~ 

DIFICACIONES SIMILARES SE ENCONTRARON EN EL N0MERO DE ICH AL 

ADMINISTRAR MMC V OTROS TRECE MUTAGENOS CONOCIDOS, 

Los INCREMENTOS ENCONTRADOS EN LAS TRES T~CNICAS FUERON 

SIMILARES V AL PRACTICAR EL ANALISIS ESTAD(STICO T-STUDENT, SE 

OBSERVO LA ALTA SENSIBILIDAD QUE TUVIERON ANTE EL ESTfMULO OCA 

SIONADO~OR LA MMC. 

UNA VENTAJA MAS DE LAS T~CNICAS QUE UTILIZAN TABLETAS EN 

COMPARACION CON OTRAS PARA ESTUDIOS "IN VIV0'.' 1 SE REFIERE A LA 

BAJA CANTIDAD DE BRDU QUE SE USA, VA QUE ESTE COMPUESTO PODRf A 

CAUSAR SINERGf SMO CON LAS SUSTANCIAS A ENSAYAR, LO CUAL EVIDEN­

TEMENTE AFECTARIA LA CREDIBILIDAD DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS 

CMoRALES, 1984>. 

DE ACUERDO A LAS CARACTERf STICAS QUE SE DESCRIBIERON ANTE­

RIORMENTE, LA EVALUACION DE LAS TRES T~CNICAS INDICO QUE AUNQUE 

TODAS SON OTILES, QUIZA LA MENOS EFICIENTE SEA LA QUE UTILIZO 

AGAR, DE ACUERDO A UNA UBICACION JERAQUJCA, SJGUl~NDOLE EN FOR­

MA ASCENDENTE LA QUE UTILIZO PARAFINA Y SIENDO LA MAS EFICAZ 

LA QUE UTILIZO COLESTEROL, 

SE HA OBSERVADO QUE DE ACUERDO A LOS RESULTADOS HASTA AHORA 



- 83 -

EXPUESTOS, QUE LAS DIFERENCIAS SON MfNIMAS, POR LO CUAL EN LA­

BORATORIOS CON SUFICIENTES RECURSOS PUEDE LLEGAR A ESTABLECERSE 

CUALQUIERA DE LAS T~CNICAS AQUf EXAMINADAS, SIN EMBARGO, ES 

CONVENIENTE CONSIDERAR OTROS ASPECTOS FUNDAMENTALES PARA LA 

APLICACION.DEL MtTODO, QUE SE REFIERE PRECISAMENTE AL COSTO, 

TIEMPO DE DESARROLLO Y FACILIDAD PARA EFECTUAR DICHO MtTODO, 

EN RELACION AL ASPECTO ECONOMJCO, CONSIDERANDO EL PRECIO 

DE LOS COMPONENTES MAS IMPORTANTES, CONCLUIMOS QUE LA TtCNICA 

DE COSTO MAS ELEVADO ES LA QUE UTILIZO COLESTEROL, SEGUIDA POR 

LA QUE USO PARAFINA, SIENDO LA TtCNICA MAS ECONOMICA AQUELLA 

QUE usó' AGAR. 

AL ANALIZAR LOS DIFERENTES TIEMPOS UTILIZADOS POR CADA 

TtCNICA, OBSERVAMOS QUE LA QUE EMPLEO COLESTEROL SE EFECTUO 

MAS RAPIDAMENTE (15MJN) Y QUE EL ENGRAPADO DE SUTURA FU~ MAS 

FACIL, LAS OTRAS T~CNICAS REQUIRIERON DE MAYOR TIEMPO EN LA 

ELABORACION DE LAS TABLETAS ASf COMO EN EL RECUBRIMIENTO DE LAS 

MISMAS, ESTE ASPECTO ESTA DIRECTAMENTE RELACIONADO CON LA FACI­

LIDAD DE REALIZACION DE LAS DIFERENTES METODOLOGfAS, POR LO QUE 

SE CONCLUYO QUE LA T~CNICA QUE EMPLEO COLESTEROL FU~ LA MAS FAV~ 

RABLE EN SU MANIPULACION." ADEMAS LAS OTRAS T~CNICAS REQUIRIEP.Otl 

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, ~STA 

DEBE PERMANECER BAJO CONDICIONES DE TEMPERATURA Y HUMEDAD AMBIEH 

TE POR UN TIEMPO MfNIMO DE TRES Df AS, LO CUAL PUDIERA AFECTAR LA 

EFECTIVIDAD DE LA BRDU, MIENTRAS QUE CON COLESTEROL Y PARAFINA SE 

PUEDEN USAR INMEDIATAMENTE DESPU~S 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 T~CNICA QUE UTILIZO TABLETAS DE 

8RDU.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 EFECTÚA EL COLESTEROL EN LA.fEMBRANA CITOPLASMATl­

CA, LA CUAL ES PRINCIPALMENTE LA ESTABILIZACION DE LA FLUIDEZ A 

TRAV~S DE DICHA MEMBRANA, Lo CUAL SE LOGRA MEDIANTE LA UNION DEL 

COLESTEROL CON LOS FOSFOLfPIDOS DE MEMBRANA, ORIENTANDO EL GRUPO 

HIDP.OXILO HACIA LA PARTE HIDROFfLICA DE LOS FOSFOLIPIDOS Y LA POR 

CION NO POLAR DEL COLESTEROL HACIA LA PARTE HIDROFOBICA MAS CERCANA 

DE LOS FOSFOLf PIDOS, LO CUAL OCASIONA QUE LA PARTE DISTAL DE LOS 

FOSFOLf PIDOS MANTENGA UNA CIERTA FLEXIBILIDAD Y SE VEA TRADUCIDO 

EN EL MANTENIMIENTO DE LA FLUIDEZ DE LA BICAPA LIPJDICA DE LA 

MEMBRANA CITOPLASMATICA; Asf TAMBI~N EL COLESTEROL A LAS CONCE~ 
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TRACIONES QUE SE ENCUENTRA EN LA MAVORf A DE LAS MEMBRANAS EN 

EUCARIOTES, TIENE EL EFECTO DE EVITAR A LAS CADENAS HIDROCARB~ 

NADAS DE LOS FOSFOLIPIDOS DE LLEGAR A JUNTARSE ENTRE ELLAS Y 

CRISTALIZARSE, Y DE ESTE MODO EL COLESTEROL TAMBI~N PREVIENE 

EL DRASTICO DECREMENTO EN FLUIDEZ, QUE PUEDE POR OTRO LADO 

OCURRIR A BAJAS TEMPERATURAS CALBERTS Y COLABORADORES, 1983), 

DE ACUERDO A LO ANTERIORMENTE MENCIONADO, PROPONEMOS QUE 

EL COLESTEROL PERMITE TANTO UNA LIBERACION GRADUAL DE BRDU DE 

LA TABLETA COMO LA FACILITACION DE ABSORCION CONSTANTE A TRAVtS 

DE LA MEMBRANA CITOPLASMATICA, LO CUAL PERMITE UNA CONCENTRACION 

PLASMATICA CONSTANTE DE BRDU EN POR LO MENOS DOS CICLOS DE REPLICA 

CACION DE ADN, 

LA EVALUACIÓN DE NUESTROS RESULTADOS DEMOSTRO QUE ES DIFICIL 

ACEPTAR EN PARTICULAR ALGUNA T~CNICA, 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 C~LULAS 

CON TINCION DIFERENCIAL VALORABLE Y LAS CONSIDERACIONES DE TIPO 

PRACTICO Y ECONOMICO, NOS HACE COLOCAR EN UN NIVEL SUPERIOR A LA 

T~CNJCA QUE EMPLEO TABLETAS DE 5-BROM0-2-DEOXIURDIN/I, CllMBlNADAS 

CON COLESTEROL, 

Es CONVENIENTE REFERIRNOS AHORA A UNA TtCNICA QUE SE BASA 
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EN LA ADSORCl~N DE UNA SOLUCl~N DE BRDU EN CARBON ACTIVADO QUE 

POSTERIORMENTE SE INYECTA INTRAPERITONEALHENTE EN EL RATON 

(f1oRALES, 1980), AUNQUE ES MAS TRAUMATICA PARA EL ANIMAL POR 

PRODUCIRLE PERITONITIS, PRESENTA APARENTAMENTE UNA SIMPLIFIC~­

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 Y T~CNICO LA UBICAN COMO 

OTRA FAVORABLE OPCION DE TRABAJO, 

• 
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6. RES.U ME N y e o Ne L u s I o NE s 
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EN EL PRESENTE TRABAJO SE REALIZÓ LA EVALUACIÓN COMPA­

RATIVA DE TRES T~CNICAS PARA LA OBTENCIÓN DE INTERCAMBIO DE 

CROMÁTIDES HERMANAS EN C~LULAS DE M~DULA ÓSEA DE RATÓN (CEPA 

NIH CON UN PESO ENTRE 20 V 25GR, MACHOS), TODAS SE BASARON EN 

LA ADMINISTRACIÓN SUBCUTÁNEA DE TABLETAS DE 5-BROM0-2-DEOXI­

URIDINA A RATONES, V LAS PRINCIPALES DIFERENCIAS RESIDIERON 

EN EL TIPO DE CUBIERTA.USADA ASf COMO EN LOS COMPONENTES DE 

LA TABLETA, 

l.As T~CNICAS COMPARADAS FUERON: A) TABLETAS DE BRDU CU­

BIERTAS PARCIALMENTE CON PARAFINA; B) TABLETAS DE BRDU CU­

BIERTAS TOTALMENTE CON AGAR V c) TABLETAS DE BRDU CON COLES­

TEROL, 

PARA LLEVAR A CABO LA EVALUACIÓN SE UTILIZARON VARIOS 

PARÁMETROS:· TINCIÓN DIFERENCIAL, PROLIFERACIÓN CELULAR·, NO­

MERO BASAL DE ICH, ASPECTO ECONÓMICO, TIEMPO NECESARIO PARA 

LA REALIZACIÓN DEL PROCESO, ESTOS ASPECTOS SE ESTUDIARON EN 

RATONES NORMALES V EN OTROS EXPUESTOS A MITOMICINA c. Los 

RESULTADOS SE ANALIZARON CON LA AYUDA DEL ANALISIS DE VARIAN­

CJA, PRUEBA DE TUKEV V LA PRUEBA T-STUDENT, 

EL ANÁLISIS DE LA INFORMACIÓN OBTENIDA PROPORCIONÓ LAS 

SIGUIENTES CONCLUSlONES: 

1) SE DETERMINÓ CLARAMENTE QUE LA TINCIÓN DIFERENCIAL 
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NO FUE IGUAL EN LOS TRES CASOS, LA TtCNICA QUE UTILIZÓ PA­

RAFINA MOSTRÓ UNA MAS NiTIDA TINCIÓN DI~ERENCIAL, SIN EMBARGO 

LA TéCNICA QUE USÓ COLESTEROL TUVO CARACTERf STICAS CASI SIMI­

LARES A LA ANTERIOR; LA T~CNICA QUE USÓ AGAR FUE LA MAS DEFI­

CIENTE AL RESPECTO, 

2) LA FRECUENCIA BASAL DE ICH FUE MUY SEMEJANTE EN LAS 

TRES TéCNICAS, OBSERVA'NDOSE QUE LA TtCNICA QUE UTILIZÓ COLES­

TEROL PRESENTO LA BASAL DE ICH MAS ÓPTIMA PARA TRABAJAR EN 

ESTUDIOS DE GENOTOXICOLOGf A IN VIVO, 

3) LA PROLIFERACIÓN CELULAR OBTENIDA POR LAS TRES Ttc­

NICAS MOSTRÓ UNA GRAN SIMILITUD, EN TODOS LOS CASOS SE OBTU­

VO UN ADECUADO NÚMERO DE CéLULAS DE SEGUNDA DIVISIÓN PARA EL 

ESTUDIO DEL ICH. 

SE OBSERVO ADEMAS QUE LA PROLIFERACIÓN CELULAR FUE DI­

RECTAMENTE AFECTADA POR LA CANTIDAD DE BRDU Y EL TIEMPO DE 

EXPOSICIÓN A LA MISMA, 

q) SE DETERMINÓ QUE LA TtCNICA QUE UTILIZÓ CUBIERTA TO­

TAL DE AGAR FUE LA QUE RESULTÓ ECONÓMICAMENTE MAS ACCESIBLE, 

Y LA MÁS COSTOSA FUE LA QUE USÓ COLESTEROL, 

5) RESPECTO A LA FACILIDAD PARA DESARROLLAR LA T~CNICA, 

EN LA QUE SE UTILIZÓ COLESTEROL, MOSTRÓ MAYOR NÚMERO DE CA­

RACTERf STICAS FAVORABLES, LO CUAL SE VIÓ REFLEJADO EN LA RA­

PIDEZ Y ACCESIBILIDAD PARA LLEVARLA A CABO, 
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6) DE ACUERDO A LOS PUNTOS ANTERIORES, LAS TRES TéCNICAS 

VALORADAS PRESENTARON CARACTERISTICAS ADECUADAS PARA EMPLEAR­

SE EN LOS ESTUDIOS DE GENOTOXICOLOGfA IN VIVO. 

7) EL ANALISIS ESTADfSTICO, ASf COMO EL RELACIONADO A LA 

FACILIDAD DE MANEJO, INDICARON QUE LA MEJOR OPCIÓN FUE LA Ték 

NICA QUE UTILIZO UNA MEZCLA DE BRDÜ CON COLESTEROL." AUNQUE EL 

COSTO PARA DESARROLLAR ESTA TéCNICA NO FUE EL ÓPTIMO, CONSID~ 

RAMOS QUE PARA FINES DE INVESTIGACIÓN V CIENTIFJCOS éSTE NO 

ES UN FACTOR EN DECREMENTO A LA ELECCIÓN DE DICHA TéCNICA, 

8) EN LAS TRES TéCNICAS SE OBSERVÓ QUE LA MITOMICINA C 
INCREMENTABA EL NQMERO DE ICH DE MANERA SIMILAR Cll.2 A 12.92). 

9) DE IGUAL FORMA EN TODAS LAS TéCNICAS, LA MITOMICJNA C 
OCASIONÓ UN ALARGAMIENTO DEL CICLO CELULAR, LO QUE SE MANIFES-

. . . . 
TÓ EN LAS MODIFICACIONES DE LA PROLIFERACIÓN CELULAR, 

10) l.AS TRES TéCNICAS MOSTRARON UNA ALTA SENSIBILIDAD A 

ESTfMULOS MUTAG!NJCOS, LOS CUALES INCREMENTARON LA FRECUENCIA 

DE ICH V MODIFICARON LA PROLlFERACIÓN CELULAR." 
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