5 UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA 2%-
: DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES “CUAUTITLAN"

INDUCCION DE INTERCAMBIO DE CROMATIDAS
HERMANAS POR EL BENZO [«] PIRENO EN
ESPERMATOGONIA DE RATON

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
QuUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
P R E S E N T A

DANIEL GONZALEZ SAMANO

DIRECTORA: M. en C. SANDRA DIAZ BARRIGA ARCEO
CODIRECTOR: DR. EDUARDO MADRIGAL BUJAIDAR

CUAUTITLAN JZCALLL, EDO, DE MEXICO 19982

TESIS CON
FALLA DE GRICEN 25710



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.



FACULTAD DE ESTUD]OS SUPERIdRES CUAUTITLAN
DEPARTAHENTO DE E)(ANENES PROFESIONALES UNAM

FACULTAD DE EgTupin-
su:‘EmonEs CUAUTITLA

INIVERALAL NAGONAL )
A7FNoMA D ASUNTO: VOTOS APROBATORINS
Moxice
DR. JAIME KELLER TORRES e
DIRECTOR- DE LA FES-CUAUTITLANT "~ “ézimrmmcﬂ
. nerey Prainsionss

PRESENTE. B )

AT’N: Ing. Rafael Rodriguez Ceballos
Jefe del Departamentc de Examenes
Frofesionales de la F.E.S. - C.

Con base en el art. 28 del Reglamento General de Examenes, nos
permitimos comunicar a usted que revisamos la TESIS!

Irduccisn de Intercambio de Cromitidas Hermangs por e} Benso(a)piremo
on esperastogonia de ratén

que presenta 6l  pasante: Dants) Gonzéles Sfmsno
con namero de cuenta:s 8802620-4 para ohtener el TITULN de:
Quimico FarmaocSutico Bidlogo .

Considerando que dicha tesis reune los requlsitos necesarios para
ser discutida en el EXAMEN PROFESIONAL cerrespondiente, otorgamas

nuestro VOTO APROBATORIO,
ATENTAMENTE.

"FOR MI RAZ&4 HABLARA EL ESPIRITU"
Cuautitlan Izcalli. Edo. de Méx., a L ga

PRESTDENTE Q.F.I, Leticia Zdﬁign Ramires Mﬂa ?(ﬂ({ {

VOCAL Q.F.B. Holia Avils Miyaxawa

Ootubre de 199 7 «

SECRETARIC M, en C. Sandre Diaz Barriga ércec

e ey
PRIMER SUPLENTE Q.F.B. ds, Virginis 0live irellans /)ﬁqﬁcfﬂ. /fﬁ'
SEGUNDO SUPLENTE Q.F.B. Rosalba Bonills Sénchex _ﬁ@m@iy _

VAR DEP-VAP/OL




AGRADECIMIENTOS

A la M, en C. Sandra Diaz Barriga Arceo por sa tiempo, ayuda y amistad que me dedicd, pero sobre
todas las cosas por la grandiosa oportunidad que me brind de realizar el servicio social y la tesis dentro

del maravilloso campo de 1a Genética.

Al Dr. Eduarde Madrigal Bujaidar por haberme abierto Jas puenas, ast come a todos, de su laboratorio

sin imponar la procedencia; también por la amistad y e! gran sentido del humor que mantiene.

A la Q. F. B. Alejandra Hemnindez Ceruelos por haber compartido tos tips ¥ el conocimiento, asi como

1a amistad.

A la Universidad Nacional Auténoma de México por haberme formado profesionalmente todos estos

aflos y haberme dado la oportunidad de conocer a tan buenos amigos.

Al Instituto Politécnico Nacional por haberme dado la oportunidad de realizar esta investigacion.

Al Instituto Nacional de Higiene por la valiosa donacién de los ratones.

Pero sobre todos al pucblo mexicano, porqué gracias al sudor de su trabajo. traducido en impuestos,

hicieron posible mi educacién.

iA TODOS USTEDES MIL GRACIAS |



DEDICATORIAS

A mis padres: por haberme dado la grandiosa oportunidad de vivir

A toda mi Tamilia: porgué gracias a$ haber sido el menor heredé de ustedes 1odo lo que soy.

De mi padre: por ensefiarme que sin importar las carencias y ¢l medio en que se nace, deben construirse
tos sucfios para scr mas de lo que nos correspondia.

De mi madre: por ta infinila paciencia, cl valor del sacrificio y sobre todo el sentido de la justicia.

Dec mis hermanos:

Yolanda: por todo el apoyo ¥ avuda brindada en mi infancia y adolescencia, pero sobre todo por la
tmpanancia dc la responsabilidad.

Emitio: por el gran espiritu de aventura v la valentia para enfrentar 1a vida solo.

Samuel: por cslar sicmpre atento a ta famsha, asi como ¢l constanic interés por conservarnos umdos,
Guadalupe: porqué a pesar de las enfermedades hay que vivir sencilla, desenfadada v alcgremente [a
vida

Esther: por el corase y orgullo para hacer de nuestra vida lo gue queramos.

Gahrick: por haber sido el hermano con ¢l que creci, pero ante todo por el nunca darse por vencido.

A mis sobrinos:
Alvaro, Sandra, Marisol, Laura, Tania, David, Carlos, Angel v Joscfina, asi como todos aquctlos mais
yue ¢l destino mande: deseo que al leer esta tesis entiendan que la grandeza de triunfar en la vida no es

cl lener una carrera profesional. sino mds bien, es el tener suedos para llevarlos a la realidad



PORQUE PARA ESTE MOMENTO REQUER!
DE LA EXPULSION EN LA ESCUELA,
ESA MISMA TARDE MEDITAR EN UNA BANCA
DE LA ESTACION DEL METRO PORTALES

Y FINALMENTE DE 10 AROS DE ALUCINANTE OBSESION.



INDICE

INDICE. ..ovieie et iicsenmessisrenane .1

INDICE DE FIGURAS, ESQUEMAS, TABLAS Y GRAFICOS. 2

LANTRODUCCION. ...t itiisinrasns s e e s st s s srmes e n b L AR L s prse e n st ba s . 3

11 ANTECEDENTES. .. vrreecciresmemsrmiinasseisenstesninsie s coae bt sambasensaniseseressosssssus sassesnsssvasonnes . . 4

1.2.-EL BENZO(@)PIREND.....ccootivrrrmrescannsesssncnestirc st iresiebearaen ey 7

1.2.1.-EL BENZO{a)PIRENO ENTRE LOS HIDROCARBUROS POLICICLICOS AROMATICOS....... 7

1.2.2.-METABOLISMO DEL BENZA(A)PIRENO.. ...t recsirtsnenianss s s et st ns e 10
1.2.3-MECANISMO DE ACCION DEL BENZO{a)PIRENO........ . 18
1.3.-EL INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS........orvrmirnr it esnmsssioionsens 18
1.3.1.-GENERALIDADES DEL INTERCAMBIQ DE CROMATIDAS HERMANAS........ccooiarinnraiiinans 18
1.3.2.-EL INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS EN ESPERMATOGONIA BE RATON..... 24
1.4 -LAS ESPERMATCGONIAS EN RATON ... ooeri it eisniranisena st e e 26
1.5.-LA CICLOFOSFAMIDA.....cocivirni st . 30
OBJETIVOS E HIPOTESIS. ...t enimeinnstistsrssrsrssarseassssmamsss ssessasaasessarsssns o n aossmt s i ard e sasassan 32
HOBJIETIVOS . .cviiiiireinsenisirsssseseame s ssesmses cennstnams st s basbrnamaesbn b ssse sae 33
1.1 ~OBJETIVO GENERAL ........coiiiirintisrmramammmnnt st rssssmeesss rnen e msce e sbarmsttsa ot sersanin 33
1.1.1.-OBJETIVOS PARTICULARES.........coerieicentiissininisrss s s s san s mass st sosas sassssmsasessns sis e 33
HI-HIPOTESIS ... oeetirtieitssnrmen s ensns e nsasanssassass as s s ams se s e ass smsnsa s ansa e ens s mnm s e bbb bbb babaR e b1 33
MATERIALES Y REACTIVIOS. ... ciceiictnieiccamms e s et s saa s st e b s st s b e s as e amans srnavane 34
IVAMATERIAL ..ot ttemcsstesimrns ceanesatr s sare s s b s s or s s e s s n s s . 35
VAREACTIVOS .ottt s st sas s s m s e e somb s sas b sbe s e sab b smna et e 7
VE-METODOLOGIA......ooiciecnriiresisesasimesteneresnirsnssbtessas srsesamsssesseians s s areetsetsabt 0ar b aim s canssh s s na smessans 40
VH-RESULTADOS.........virarnnee 45
VHL-DISCUSION. ...ttt tis s s s s e set s ns sibe s 53
BLA-CONCLUSIONES. ...t ines st et es s s b e s s e s bbb A s st s b At 00e 59
X-REFERENCIAS..........cctreereree e eeeeseeeme e 61




INDICE DE FIGURAS, ESQUEMAS, TABLAS

Y GRAFICOS

Figura: El Benzo[a]pireno........ovcevmeerrane et ererreesseaseeereeaeesasemesaesares teeraeneinonetbenanners tasabain ]

Esquema No. 1: Rutas metabélicas dei Benzola]pireno...... 12

Esquema No. 2: Esterecisémeros del 7,8-Diol-8,10-epoxi-benzofalpireno.......cccosmruncnvenss 13

Esquema No. 3: Mecanismo de activacién del Benzo[a]pireno.. 14

Esquema No. 4: Fijacién del B[a]P-diolepdxido en la desoxiguanidingd.......iwiiae 18

Figura; Tipo de mutacién efectuada en el DNA por el B[alP. 17
Figura: Tipos de ICH efectuados en &l Cromosoma......... 18
Esquema No. 5: Modelo de Painter para la formacién del ICH 21
Esquema No. 6: La espemmatogénesis..... 28
Figura: Ciclofosfamida y Aldofosfamida an
Diagrama de Flujo de la Metodoclogia 44
Tabla No, 1: Resuitado del B{a)P sobre la frecuencia de ICH en espemmatogonia............ . 47

Tabla No. 2: Resuitado del B[a]P sobre el Tiempo Promedio de Generacion............. 48
Grafico No. 1; Efecto de la concentracién del B[a]P sobre el ICH en espermatogonia.,..... 49
Grafico No. 2: Grifica B[a]P Vs. frecuencia de ICH en espermatogonia.......ecueeiesnne 50

Grafico No. 3: Regresién Lineal de Bfa]P Vs. Frecuencia de ICH en espermatogonia....... 51

Figura: Esquema tedrico sobre el tratamiento de los ratones 1



INTRODUCCION



l.- INTRODUCCION

[.1 ANTECEDENTES

Se liene estimado a nivel mundial que el 1% de nacimientos expresan algiin gen anormal, perc el

0.6 % expresan una anormalidad genética mayor (1).

De aproximadamente 4 millenes de nifios que nacen anuaimente en los Estades Unidos, 5% llegan
a sufrir alguna enfermedad genética antes de cumplir los 25 aiios de edad; lo cual representan 200 000
casos de enfermos genélicos cada aio; éstas generalmente son: anemia drepanocitica, fibrosis cistica,
enfermedad de Huntington, entre otras (2). Ademés se tiene ia estadistica que del 10 % de las
admisiones en hospilales pedidtricos de Norteamérica son para cuidados y tratamientos de

enfermedades genéticas.

En un estudio de un millén de nacimientos consecutives, aproximadamente el'8 % desarrollaron
una enfermedad genélica antes de los 25 afies. En otro estudio, de 32% casos con enfermedad
genética lipo Mendeliana compatible con la vida, un 25 % de los casos se detectaron al momento del
nacimiento; mientras que et 90 % aparecieron antes de finalizar la pubertad. Ademas las posibilidades
de vida se redujeron en un 57 % y la capacidad reproductiva en un 69 %. Solamente entre un 10-15 %

de los enfermos respondieron satisfactoriamente a iratamientos terapéuticos (1).

Se ha encontrado que el 15 % de los embarazos reconocidos se pierden antes de las 5 semanas de
gestacidn, de estos el 50 % presentan anomalias cromosémicas. Se estima que entre un 30-50 % de
los embarazos no se concluyen; y de ellos una alla frecuencia es por anomalias cromosdmicas. Esto

represenia en buena medida pante de a infentilidad en Ja pareja (1).



Aungue la mayoria de 105 desérdenes genéticos se dan por mutaciones preexistentes, otra parie se
da por nuevas mutaciones y son transmitidos de una generacién a la siguiente (1 y 2). Estas pueden

incrementar la susceptibilidad de algunas enfermedades de! corazdn, diabetes, cancer y otras(1).

Las causas de nuevas mutaciones ne son conocidas, pero algunas son ciertamente espontaneas,
resultando de esrores en a replicacion del DNA o en el mantenimiento de ta integridad del cromosoma
{2). En un estudio donde fueron examinados 1549 fetes de menos de 20 semanas, 48 resultaron con
un simple gen mutado que se podia identificar, pero un 44 % resultaron ser presuntas mutaciones de

novo (1).

Las mutaciones recienles pueden haber sido inducidas por {a exposicién de células germinales a
agentes mutagénicos tales como radiaciones ionizantes o quimicos. El efecto de la exposicidn de
mutagenos ambientales en el hombre se puede seflejar en la concepcién, ya que genes muiados
pueden fraer abortos, recién nacidos destinados a sufrir enfermedades mentales o desordenes fisicos

de por vida 0 en sus cortas vidas (2).

El hombre esta expuesto a un sin fin de t6xicos ambientales. El Instituto Nacional de Seguridad y
Salud Ocupacionzl de los E.LLA. tiene estimado millones‘de trabajos que estan ligados con agentes
potencialmente peligrosos, pere el medio ocupacional no es el Unico origen de mutagenos, sino
ademdas hay que incluir el aéua, los sélidos, la atmésfera, los alimentos de consumo humano y los

hébitos sociales (3).

Existen dos casos publicados con interés cientifico en relacidn al riesgo genético. El primero fue
reportado en 1990 donde hubo refacidn al existir exposicion paterna a radiacion ionizante en la planta
nuclear de Sellafield; y posteriormente se present6é leucemia en su progenie. Los autores del reporie
sugirieron gue la leucemia pudc haber side el resultado de rutaciones inducidas por la radiacidon sobre
las células germinales del padre; éste reporte fue seguido por fuerte controversia y ur;a accion legal

(2).

w



Et otro reporte es més reciente y fue hecho en una pequedia villa de Hungria, donde
extraordinariamente de 15 nacimientos vivos ccurmridos en e periodo de 1982 a 1990, 11 estuvieron
involucrados en anormalidades congénitas, representando el 73 % de los nacimientos; de estes, 4
presentaron Sindrome de Down y aparecieron 3 pares de gemelos, dos dicigblicos y uno
monocigdticos. El consumo malemo de pescade contaminado con pesticida organofosforade
(triclorof6n} fue considerado por los autores como el posible responsable de los defeclos en los

nacimientos (2}.

La exposicién con agentes mutagénicos puede incrementar la incidencia de desérdenes genéticos
en la poblacién humana. Por ejemplo al hacer hiopsias de material testicular de varones que recibiercn
radiolerapia conira el cancer, se encontraron incrementos de aberraciones cromosoémicas,
cromesomas dicéntricos y franslocaciones en espermatocitos y espermatozoides. La capacidad de
agentes quimicos para inducir aberraciones cromosémicas en célufas germinales del varén han sido
reporiados al emplear agentes guimioterapéuticos conlira el céncer. Aunque la quimioterapia es
generalmeate una combinacién de quimicos se ha logrado enconirar capacidad mutagénica en la
adriamicina, ciclofosfamida y vinicristina que son conocidos como mutigenos en células germinales y

o clastégenos en células somaticas (2).

Existe evidencia cientifica donde muldgenos ambientales actian sobre células somdlicas y
germinates. Una variedad de ensayos In Vivo con roedores han dejado en evidencia a mas de 20
quimicos que inducen mutagenicidad sobre célrlas germinales, tales son los casos del Cloranbucil,

Adriamicina, Bleomicina, Melfalan y Platinol (1).

El Oxido de etileno, el Etil-metano-sulfonato, el Dimetil-sulfato y e! Dietil-sulfato inducen aia
mortalidad en la gestacién y desarrollo de anormalidades en los nacidos. La Etil-nitroso-urea, el Matil-

metano-sulfonato y la Melamina trimetileno inducen alta frecuencia de muerte en la gestacion (1),

Interesantes investigaciones han reveiado que las células germinales de hembra y macho liegan a

presentar diferente comportamiento frenle a diferentes agentes quimices como el Platinol, Ia



Adriamicina y el Suifato de hicanteina, debido a que existe letalidad dominante en las ovogonias del

ralén hembra, pero no asf en las espermatogonias del macho (4).

Comparando diferentes 4reas investigadas en mulagénesis, la investigacion a nivel de cétulas
germinales en mamiferos ha sido poca durante décadas; los pocos estudios hechos han sidc en
espermatozoldes, pero no han habido esludios a nivel de sus células originarias: las espermatogonias

5.



L.2.- EL BENZO[a]JPIRENO

1.2.1.- EL BENZO[a]PIRENO ENTRE 1 OS HIDROCARBUROS POLICICLICOS AROMATICOS

El Benzo[a]pirenc es un compuesto quimico que se encuentra entre el grupe de 1os Hidrocarbures
Policiclicos Arométicos. Los Hidrocarburos Poticiclicos Aromélicos ( HPA )} son conlaminantes
naturales o domésticos (3) que estdn presentes en la atmosfera, los sélidos, los rios, los océanes y los
alimentos (6); &stos se forman como el producto de la combustion y Ia pirélisis; estan presentes en el
petroteo, asi como en sus derivados, los aceites usados de motor, los gases de combuslion, como
particulas en el aire, los alquitranes de hulla, el medio industrial, el asfalto, el humo dei tabaco. El
tabaco contiene casi 100 HPA, aunque no todos son t6xicos, st son responsables de la mayoria de los
canceres de puimén y vias respiratorias. Cominmente se encueniran como contaminantes del

procesamienio de los alimentos a nivei de trazas (3, Ty 8).
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Los HPA tal como el Benzofalpireno { B(a)P ), son moléculas muy simples formadas por nicleos

bencénicos hidréfobos (no solubles al agua). Cuando dichas moiécuias entran en la célula son



biotransformadas a especies maés solubles en agua y poder ser eliminadas del organismo. No obstante
algunos de estos metabofitos son muy reactivos y pueden fijarse covalentemente al DNA; al producto o
unidad de base del DNA donde se fija se denomina Aducto” y mediante éstos se puede inducir
afteraciones como mutaciones o procesos carcinégenos. El método empleado para detectar y
cuantificar estos aductos requiere del uso de anticuerpos especificos dirigidos contra el agente

genoldxico fijado en el DNA y de su posterior cuantificacién mediante fluorescencia (7 y 9).

En un estudio se encontré que los HPA que comunmente presentan carcinogenicidad, son los que
su valor del especiro de resonancia magnética nuclear oscifa entre el rango de Sav =126.80--127.87
ppmt. Esto sin tomar en cuenta que pueden sufrir activacién metabdlica en el organismo. EI vator del

B(a)P es de §av =127.11 ppm (10).

Los HPA son potentes inductores de tumores en la piel de ratones; se sabe ademas, que son
menos potentes por ingestién o inhalacién y son cenacidos como un grupo de compuestos que genera
cancer en el humano. La dosis de B{(2)}P para inducir tumores estomacales e intestinales en hdmster es
de 5 mg cada dos semanas por un afie o bien 506 ppm en ta digta por més de un aito. Los compuestos
mis cancerigenos son aguelios que estan integrados por 5 o 6 anillos fusionados y aquellos que
prevalecen con menor frecuencia son los de 3 y 4 anillos. Mediante métodos analiticos y
cromatograficos es posible detectarlos a niveles de 1 parte por billén o menos. EI humo proveniente de
la combustién de los alimentos contiene 1 ppb de B(2)P y otros hidrocarburos; el aceite vegetal crudo
conliene attas concentraciones, pero at ser deodorizado o purificado contiene 1 ppb; las cames asadas
a la lefia contienen 200 ppb; las cames al carbdn y asadas contienen 50 ug/kg, sin embargo, las que

tienen un bajo contenido de lipidos y el pello alcanzan concentraciones de 10 ug/kg (8).

Los HPA provenientes de las brazas del carbon y Ia pirflisis quedan depositados sobre las cames.
Mcdificacicnes en las practicas de cocido como ef uso de superficies calientes en ¢l asado de cames o

el no exponer {os alimentos al fuego directo reduce enormemente la formacién de estos compuestos

(8).



Una de las preocupaciones mayores de las autoridades ha sido el reducir o eliminar los
carcinégenos en los alimentos, Jos medicameritos y hasta los cosméticos; es por elle que la
concentracion del B(a)P en los alimentos de varios paises ha sido regulada; por ejemplo 1 ug/kg o

menos en las cames asadas de Alemania (8).

Estudios epidemiclégicos han encontrado correlacién entre el cdncer y el tipo de dieta, ya que una
dieta rica en frutas y vegetales puede disminuir e} riesgo de mutaciones y neoplasias. Esto sugiere que
los niveles normales del factor antigenot6xico en ef crganismo humano puede ser insuficiente para
prevenir el desarrolio de mutacicnes y tumores, pero si, simultineamente se brinda una dieta
apropiada estos niveles pueden mejorar. Existen estudios In Vitro donde con sistemas bacterianos y
eucarioles fueron probados la hemina, pigmentos pirrélicos y la clorofilina, auxiliandose con la fraccion
$30 det higado de rata como aclivador metabdlico, frente al B(a)P, y se obtuvo como resultado una

tnhibicién del efecto mutagénico (i1y 12).

1.2.2.- METABOLISMO DEL BENZO[a]PIRENO

E! estudio det metabolismo del B[fa]P ha sido estudiado mediante técnicas de HPLC, donde
mediante el monitoreo de muestras a 254 nm y a diferentes tiempos se han detectado los productos de

su metabolismo (13).

El Bla)P como muchos ofros compuestos quimicos requiere de activacion metabdlica para lograr su
efecto 16xico en el humano, ya que éste por si solo carece de capacidad téxica y, mas bien, sus

metabolitos son los responsables de su toxicidad (13, 14 y 15).

Después de la ingestidn, absorcién y transportacidn del Bla]P, comienza su biotransformacidn por
medio del sistema de enzimas monooxigenasas microsomales. Este sislema enzimdtico esta integrado

por las enzimas “citocsomo P-4507, NADPH y oxigeno atmosférico (6, 7 y 16).



La Citocromo P-450 es todo un conjunto de enzimas que estan presentes en la mayoria de tejidos
de las especies mamiferas, ellas se encargan de metabolizar y reducir un gran espectro de
xenobloticos, incluyendo pesticidas, farmacos, aditivos alimenticios, téxicos y algunas sustancias
endégenas como los esteroides. Se han encontrado aproximadamente 6 lipos, de las cuales,
recienlemente se purificd la Citocromo P-450 (%7 o-iiasa) que es responsable del 30 % de ia

hidroxilacion del B(a}P (6, 17 v 18).

El Bfa]P es biotransformado a epéxidos, fenoles y quinonas, asi come algunos otres reportes

indican la formacién del 6-Oxobenzofalpireno y 8-Hidroximetilbenzo[alpireno (6 y 13).

Las nitas metabélicas del B[a]P son diversas, asi como sus metabolitos que buscan ser mas
polares para su eliminacion (6 y 16}. De todas estas rutas metahdlicas se forman fencles, conjugados
glucurénidos, suifatos, tetroles, tricles, conjugados de glutatién y diolepéxidos como los productos
finales de este metabalismo. Para la formacidn de todos estos productos se requiere de la enzima
Chocromo P-450 que se encuentra en reticulo endoptédsmico y requiere de una cadena de transporie
de electrones para su funcionamiento; ademés de esta enzima actian otras como ta UDP-Acido
glucurénido transferasa, la Sulfotransferasa, ta Glutatién S epdxido transferasa, la Epoxidoe reductasa y

la Epdxido hidratasa estereoespecifica. Las rutas metabdlicas son sefialadas en el esquema 1 (6).

Para la formacion del metabolito responsable de la genotoxicidad del Bl[a]P se sigue
particularmente la ruta metabdlica donde mediante el sistema enzimatico monooxidativo microsomal
forma tres epfxidos: el 4,5-Epoxi-benzo[a]pireno, el 7.8-Epoxi-benzofa]pireno y el 9,10-Epoxi-
benzola]pireno (6 y t4). Posteriormente con la enzima Epoxido-hidratasa estereoespecifica son
transformados a sus tres respectivos dioles, de los cuales podrian presentar isomeria cis o trans, perc
estas enzimas microsomales (nicamente sintetizan al isémero trans y al enantiomerc (- ) y por lo
tanto se forman: el ( - )-Trans-4,5-diol-benzo(a)pirena, e! ( - )-Trans-7,8-diol-benzo[a]pireno y el { « )

Trans-9,10-diol-benzo[a]pireno (6 y 14). De estos tres isbmeros, el ( - )-Trans-7,8-diol-
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ESQUEMA No. 1. RUTAS METABOLICAS DEL BENZO[a]PIRENO (6).
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ESQUEMA No. 2. ESTEREOISOMEROS DEL 7,8-Diol-9,10-epoxi-benzola]pireno (6).
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ESQUEMA No. 3. MECANISMO DE ACTIVACION DEL BENZO[aJPIRENO (6 y 10).
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benzo[a]pireno es nuevamente metabolizado por el sistema monooxidativo microsomal a dos
eslereoisémeros: el ( isdémero Anti )} r7,18-Dihidroxi-t8, 10-epoxi-benzo[alpireno y el { isémero Syn )
r7,18-Dihidroxi-c9,10-epoxi-benzola)pireno; es posible la obtencion de 4 estereoisémeros por via
enzimética donde existen 2 formas Anti [ { + }-Anti-7,8-dihidroxi-9,10-epoxi-bénzola)pireno y ( - )-Anti-
7,8-dihidroxi-9,10-epoxi-benzo[alpireno ] y 2 Syn { ( + }-Syn-7,8-dihidroxi-9,10-epoxi-benzo[a]pireno y {
- }-Syn-7,8-dihidroxi-9,10-epoxi-banzofa)pirenc | ( ver el esquema 2 ), de estas la forma del isémero
Anll es mucho mas genotéxica que la del isémero Syn (6 y 14). Finalmente el diclepéxido se
transforma en un intenmediario que reacciona con el DNA, para 1o cual se forma el ion carbonio en la
posicidn 10, mediante deslocalizacion electrénica dando ta formacién del carbocation triol que es un
agenle electrbfilo altamente reactivo (6, 10 y 19). Esta ruta metabélica aparece en e! esquema 3 (6 Y

10).

1.2.3.- MECANISMO DE ACCION DEL BENZO[a]PIREND

Los metabolitos responsables de fijarse al DNA y formar aductos se rigen por la teoria de “la regién
bahla” formulada en 1976 por D. M. Jerims, en la cual todos los HPA habrfan de transformarse al final
de ia cadena en un metabolito especial muy reactive, el diolepdxido, ya que tiene marcada
seleclividad para fijarse a ias bases del DNA. La formacién del diolepdxido se produce en una zona
especial de la molécula que por su forma estructural se denomina “regidn bahia®, de ahi proviene el

nombre de la teoria (10, 20 y 21).

Esta teoria ha sido verificada In Vive al usar B[a]P-diofepdxido sobre la piel de ratones, para
posteriormente extraer el DNA y analizarlo mediante el empleo de anticuerpos dirigidos conira los

aductos, para después registrarios mediante ef uso de técnicas fluorescentes (21).

Ei metabolito que se forma a partir def B(a)P y tiene propiedades carcinogénicas y mutagénicas es
el B(a)P-diolepdxido; de éste existen 4 esterecisémeros ( ver esquema 2 } que se pueden fijar al DNA,

pero se ha enconlrado que el isdmero ( + }-Anti-7 8-dihidroxi-9,10-epoxi-benzo[a]pireno es quien tiene



la mayor capacidad genot6xica, comparado con los otros isémeros (- )-Anti, (+ )}-Syn y ( - }-Syn que

tienen una menor estabitidad quimica (6, 13, 14, 15, 20 y 22).

El isémero ( + )-Anti-7,8.dihidroxi-9,10-epoxi-benzola]pireno se iransforma al carbocatién triol,
mediante una reaccién no eﬁzimética y en la cual existe deslocalizacién electrdnica que da paso a la
formacién del ion carbonio en la posicién 10, inmediatamente después, sufre un ataque electrofilico de
los nuciéofilos cefulares tales como el DNA, ademds, en otres estudios se ha encontrado que también
se puede fijar al RNA y proteinas como histonas y no histonas. Esta reaccién se lleva a cabo mediante

urt mecanismo SN2 y resulta un fuerte enlace covalente (6, 10, 13 y 15).

En la formacién de los aductos, el ( + )-Anti-7,B-dihidroxi-9,10-epoxi-benzofa]pireno posee una alta
reactividad para fijarse sobre el grupo 2-amino de la desoxiguanidina, también, en otros estudios se ha
encontrade sobre el grupo amino hexaciclico de la desoxiadenosina y la desoxicitidina en proporciones

bajas (20, 23 y 24). Ver esquema No._ 4.

El resuitado de esta reaccién es un evento mutagénico, donde existe depurinizacién mediante

transversiones y deleciones del siguiente tipo (23 Y 24):

G=C — " T=A y G=C C

m
@

Estudios hechos han indicado que los aductos formados por el Bla]p-diolepoxido pueden ser
removidos mediante el mecanismo de reparacién por excision. Este mecanismo requiere de las
enzimas endonucleasas y exonucleasas para |a remocién del DNA lesionado, inmediatamente actda la
enzima DNA-polimerasa « y ofra no e, presumiblemente B. que sintetizan el fragmento de DNA

lesionado y finalmente es unido al DNA original mediante enzimas ligasas. Se ha encontrado que el



Bla]p-diolepdxido en altas concentraciones inhibe la sintesis del DNA y su mecanismo de reparacion

por excisién (9 y 25).
N
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ESQUEMA No. 4. FIJACION DEL B[a]P-DICLEPOXIDO EN LA DESOXIGUANIDINA (20, 23 Y 24).
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1.3.- EL INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS

- ADES DEL inN CAMBIO DA ANAS
El andlisis def Intercambio de Crométidas Hermanas { ICH ) es una técnica que sirve para

medir e] impacto de agentes mutégenos como carcindgenos sobre los cromosomas, y evaluar el

dafic al DNA mediante el incremento en la frecuencia de ICH (26},

 / (NTROHER)

1
11

AVASEN ”

(ROMATIDAS ICH SENCTLLO “ICH DOBLE [CH TRIPLE
HERMANAS
SIN ICH
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El ICH representa el intercambio de segmentos homélogos de cromatida en un mismo
cromosoma, son percibidos mediante tinciones especiales en preparaciones citolégicas de
cromosomas metafasicos, donde se observan fragmentos de fa crométida tefiida intensamente y su

fragmento homblogo tenuemente {26 y 27).

El método del ICH es recomendado para detectar mutagenicidad por parte de la Comunidad
Econbémica Europea y la Organizacién para ef Desarroflo y Cooperacién Econfmica (18), mieniras
que el Comité de Genética Toxicolbgica de los EE.UU. lo ha incluido como sistema de prueba para

detectar dafio genético por diversos agentes (27).

La formacién del ICH da informacién acerca de la estructura det cromosoma, asi como la
deteccidn de agentes que daiian el DNA o inhiben su sintesis (28); enfermedades de fragilidad
cromesdmica o predisposicién al desamollo de neoplasias, dentro de estas enfermedades se
incluyen ef Sindrome de Bloom, Anemia de Falconi y Ataxia Telangiectasica, presumiblemente
involucran problemas en los mecanismos de reparacién del DNA. Estas tres enfermedades son
raras pero siguen una herencia autosémica recesiva, donde los heterocigotos representan entre 1 a
2 % del total de 1a poblacidn, ademas, en estos individuos aumenta el riesgoe de presentar cancer
(26 y 27). Existen esludios donde se han encontrado individuos que presentan cierta predisposicién
familiar para l1a aparicién de neoplasias y en los cuales, también, se incrementa la frecuencia de
ICH, por lo tanto, hace suponer que estos individuos presentan algin defecto en 1a activacion de los
mecanismos de reparacion del DNA (7 y 29). Esta técnica también puede ser utilizada en ef
laboratorio clinico para monitorear el dafio cromosémico en pacientes que son sometidos a
quimioterapia con farmacos clastégenos (26), debido a que se ha encontrado incremento en la
frecuencia de ICH en las personas que consumen medicamentos {30); también es atil para detectar

genoloxicidad en medicamentos durante su etapa de investigacion {31).

Una variedad de agentes quimicos y fisicos son capaces de inducir ICH, asi como el virus SV40.

Agentes alquilantes son especialmente efectivos, como también 1o son las radiaciones sobre el



ONA (26); por ejemplo, Latt en 1974 observé un incremento en el ICH al emplear Mitomicina C que

es un potente mutageno (32).

Aunque el mecanismo de formacién dei ICH ain no es conecido, existe un modelo que asegura
que es un efecto de 1a reparacitén del DNA durante la post-replicacién. Se sugiere que el ICH se
forma probablemente en ciedas reéiones del DNA, particularmente en ios sitios dafiados (32). Por
ofra parte hay olra teoria que es la mas aceplada, fue hecha por Painter en 1980, donde dice que
este fendmeno ocuire al replicarse el DNA, ya que se forman dos cadenas nuevas de DNA entre las
cuales existen intercambios de fragmentos homélogos, presumiblemente involucra rompimientos
de DNA para su posterior reunién (26, 28 y 32) ( ver esquema No. 5 ). Esto esta_ basado en que
durante la fase “S" del ciclo celular, cuando occurre ia replicacién del DNA, es el momento en que
surge la formacion del ICH, ya que al iradiar luz U.V. se potencializa la formacién det ICH durante
la mitad de la fase S (26). Se dice que las enzimas Topoisemerasas participan en su formacion, ya
que las Topoisomerasas | y !l despiralizan el DNA al momento de replicarse, ademss, la
Topoisomerasa Hl es capaz de inducir rompimientos de cadena doble de DNA, para posteriormente
reunirse de manera intercambiada. Esto se sustenta al usar novobiocina que inhibe 1a accién de la
Topoisomerasz It disminuyendo la formacion de ICH (32). Pues bien, se ha estimado que por cada
ICH que se forma representa 0.001 a 10 mutaciones que ocurren en 50 000 genes que contiene la

célula (26).

Para que pueda ser apreciado el ICH, es necesario que ocura como minimo dos ciclos
continuos de divisién celular (7) en presencia de un anélogo de base nucleotidica llamado “5-Br-
desoxiuridina® { Brdu }, que es un compuesto con la capacidad de incorporarse al DNA sustituyendo
a la Timidina en |la cadena sencilla que es sinletizada durante su replicacién; por lo tanto, el
resultado de metafases de células en primera divisiébn serdn cromosomas donde sus cromatidas
contengan una cadena doble unisustituida de DNA ( una cadena 'sencilfa normal unida a su
respecliva cadena sencilla sustituida con Brdu ); mientras que metafases de célufas en segunda

division resultaran cromosomas donde 'una de sus dos cromatidas contendra DNA unisustituido yla
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ESQUEMA No. 5. MODELO DE PAINTER PARA LA FORMACION DEL ICH (16).
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olra estard su cadena doble totalmente sustituida por ta Brdu (27). Postedormente, al someter los
cromosomas a una solucién de Hoechst 33258, é&ste se fija a la Brdu para formar un complejo que
es removido al contacto con la luz uliravicleta mediante un proceso de fotdlisis resultando huecos
en el DNA, pama 1o que sus cargas son estabilizadas con una solucién salina de citratos, y
finalmente realizar una tincién con Giemsa donde e! colorante se fija mayormente a la cromatida

con mayor densidad, o bien, en la croméatida gue contenfa menos Brdu (32). (Ver esquema No. 5).

Para ser posible [a obtencién de células metafasicas y la aparicién de los cromosomas se
emplea un compuesto quimico Ilamado colchicina, e! cual inhibe la formacidén de! huso acromatico
y la evolucitn de fa divisién celular. El ratén que es |la especie més comunmente usada en éste tipo

de estudio, cuenta con 40 eromosomas de tipe telocéntrico.

Existen en la prueba de ICH sisteras In Vitro usando cullivos celulares o In Vivo en algan tejido
animal, siendo los Ullimos quienes tienen ventaja, ya que permiten la activacion o inactivacion

metabdlica de tos agentes quimicos genotdxicos (26 y 27).

El andlisis de ICH In Vitro requiere de cuitivos celulares que puedan realizar por lo menos dos
ciclos celulares necesarios para fa incorporacién de la Brdu, ellos pueden emplear lineas celulares
como fibroblastos, ovocitos, V79, ovogonias de Hamster Chino, lineas celulares de pulmon, de piel
felal humana, asi como linfocitos humanos. Se pueden emplear especies como rata, ratén,
hamster, conejo, también en plantas, inseclos, peces y embriones de pollo. El cullivo de linfocitos
humanos es el mas practico, debido a fa facilidad de obtener las iineas celulares, su buena
capacidad de divisién celular y la facilidad de lectura de los cromesomas humanos; pero sus
limitacicnes es que carece de activacién metabdlica (33), como sucederia con el B{a)P, lo cual se
puede solucionar al agregar la fraccion $9 microsomal de! higado de rata en los cultivos celulares

(13, 33 y 34).

El estudio In Vivo del ICH se puede realizar en diversas especies como planias, insectos, peces

y mamiferos. Y los tejidos pueden ser intestinal, fetal, macrofagos alveolares, glandula salival,
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epiteliales, hepalocitos, linfocitos de sangre periférica, bazo, células del peritoneo, pulmén y

espermatogonia. Sin embargo, el mas empleado es en médula 6sea (33).

Uno de los principales problemas para el desarroflo de los sistemas In Vivo es el suministro de
Brdu a 1os animales por periodos prolongados, por tal molivo se han ideado diversas maneras de
hacero, como es el caso de Infusion continua de sclucién de Brdu por via intraperitoneal o
intravenosa (27); olra es mediante su implantacién subcutdnea en labletas cubicrtas con parafina o
agar (27 y 35); mediante una inyeccién de Brdu en agar fundido (27); o bien, en una inyeccion via
intraperitoneal de Brdu adsorbido en Carbén Activado y disueltc en agua destilada, segin N. Kanda
y H. Kalo mediante éste tltimo método el Carbdn Activado libera constante y controladamente la

Brdu (36).

En éste método hay que tomar en cuenta algunas variables que pueden alterar los resultados,
como pueden ser: la concentracién de Brdu ya que mucho aumenta el rango de léH (26 y 32),
mientras que con poco no se marca el ICH (36); el tiempo de metabolizacién del agente asi como
una concenlracién adecuada que permita el cumplimiento de Yos dos ciclos de division celular (26 y

32).

Hay un estudio donde se investigé como afecta la edad y sexo al ICH, encontrandose que a
razén de como se incrementa la edad en el humano, también, se inczementa la frecuencia de ICH;
adema3s, éste aumento se da en mayor proporcién en la mujer que en el varon. Por olro lado, al
realizarse estudios en hermanos gemelos monocigiticos y dicigdticos se descubrié gue no existen

variaciones significantes en el nimero de ICH que aparecen eatre hermanos (30).
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1.3.2.- EL INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS EN ESPERMATOGONIA DE RATON

El anélisis del [CH en espermatogonia de ratén conslituye una prueba impertante para detectar

mutagénesis a nivel de células germinales (37).

Las espermatogonias son células germinales del varén, constituyen un alto riesgo genético
sobre todo en presencia de agentes genoloxicos, debido a que estan en constante division y dan
origen a [a poblacién de gametos sexuales (espermatozoides) que al fecundar daran origen a un
nuevo individuo (1). El dailo genélico a tales células se refleja en abortos, malformaciones

congénitas y olro tipo de enfermedades genéticas en la descendencia.

El estudio de ICH en espermatogonia de ratén ain se eacuentra limitado en comparacién a lo
existente en células somaticas de mamifero. Una limitante es la toxicidad de la Brdu, ya que ia
espermatogonia requiere de dos ciclo;:"consecutivos de divisién celular y cada uno de ellos se
realiza en 27 hrs, por lo gue es necesario un pericdo largo de exposicién (38). Como el tiempo de
accidn de ta Brdu es de aproximadamente 14 hes y se requiere un periodo de 54 hrs para ia
realizacidn de la técnica (37), N. Kanda y H. Kato sugieren e empleo de Brdu adsorbido en Carb6n
Aclivado via intraperitoneal, ya que existe liberacién constanle y controlada; ademés que ila
cavidad serosa del testiculo esta conectada directamente con la cavidad peritoneal en la zona del
canal inguinal. De esta forma, Brdu/Carbdn Activado estdn en contacto directo con la tdnica
albuginea del testicuto, por la cual se absorbe la Brdu mediante procesos de difusion
incorporandose al interior del sistema arterial testicular para ftransportarse hasta las

espermatogonias (36).

Hay evidencia demostrada que el ICH en espenmatogonia de ratén aparecen en proporcion baja
ante los mutdgenos quimicos. Un factor que puede explicar esto es la presencia de barreras

fisiolégicas que limitan la penetracidn de sustancias hacia ef interior de las células germinales;
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{ambién puede ser por una alta eficiencia en la separacion o por zonas celulares especificas del

genoma donde puede oculrir ef ICH (28).

Las espermatogonias tienen Ja capacidad de formar una tercera parte de ICH en relacidn a
médula ésea y células de gldndula salival en ratén. Adn al ser sometidas a mutagenos, sufren

incrementos proporcionales de ICH con respecio a estas dos lineas celulares (28).
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.4.- LAS ESPERMATOGONIAS EN RATON

Las células germinales masculinas se producen en el testiculo por un proceso biolégico
ltamado espermatogénesis. Se forman por primera vez en la pubertad, pero representan ia

culminacién de la etapa embrionatia.

Al principio de la vida posnatal el testiculo esta integrado por cordones sexuales que contienen
jos precursores de células de Sertolli y las células de la linea germinal (gonocitos). Al poco tiempo
del nacimiento aparecen una forma de espermatogonias primitivas, posteriormente al llegar la
madurez sexual los cordones sexuales se ahuecan formando los tdbules seminiferos y aparecen
las lipicas céiulas de Sertolli e inmediatamente comienza fa espermatogénesis. Durante este
pericdo van apareciendo [as espermatogonias, seguidas de espermatocitos primarios y
secundarios de la fase meidtica para dar espermétidas, las cuales al madurar ltegan a

espermatozoides (39).

Las células de Serlolii tienen la funcién de sostener y nutrir a las células germinales en sus

diversas etapas (40).

Las espermatogonias de ratén se dividen en 3 tipos: la tipo A, Ia intermedia y la tipo B. Las
espenmatogonias {ipo A tienen un niicleo ovoide, palido o cenizo, con membrana r;uctear delgada.
Las espermatogoenias tipe B tienen nicleo esférico y chico, su colorido muy profundo debido a las
bastas masas de cromalina, recosiado sobre el inteﬁor de la superficie de la membrana celular. La
espermatogonia intermedia es una forma de transicién entre fa tipo A y la tipo B, en ella aparece
una membrana nuclear espesa causada por hojuelas de cromatina adherente, una profundidad en

€l colorido nuclear y un cambio gradual en el nacleo de ovalado a redondo.

En un periodo de 30 minutos e! 80-90 % de las espermatogonias estan en interfase: a la hora el

70 % se encuentian en interfase y 30 % en profase.
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La espermalogonia tipo A requiere de 3 ciclos celulares para pasar a espermatogonia tipo
intermedia que tiene solamente una generacidn al igual que la espermatogonia tipo B. Las

espermatogonias tipo A son Al, All, Allt y AlV.

El tiempo del ciclo celular de la espermatogonia tipo All es de 28-30 hrs; la tipo Alll es 26-28
hrs y la tipo AV es 30-31 hrs, repartidos de la siguiente forma: pericdo de metafase-teiofase e
interfase es de 9 hrs para tipo All; la tipo Alll 8.5 hrs y tipo AIV 10.5 hrs. El periodo S o de
replicacién del DNA es de 7 hrs para Al; la tipo All es & hrs; la tipo Alll 7.5 hrs ¥ en la tipo AlV 12
hrs con gran variabilidad. €l periodo G2 y profase se presenta en 14 hrs para Al y All; mientras

para Alll es de 11 hrs y de 8 hrs para AlV.

E! tlempo del ciclo celutar de 1a espermatogonia intermedia es de 26-28 hrs. La etapa de
metafase-telofase e interfase es de 8.5 hrs. El periodo S o de replicacién del DNA es de 12 hrs con

gran variabilidad y finalmente el periodo G2 y profase es de 6 hrs.

Ei ciclo celular de 1a espermatogonia tipp B es de 29-30 hrs. El pericdo de metafase-telofase ¢
interfase es de 10.5 hrs, El pericdo S es de 14.5 hrs con gran variabilidad de hasta 20 hrs como

méaximio; mientras que la etapa G2 y profase es de 4.5 hrs.

El espermatocito primario tiene de 7-10 hrs de metafase-telofase e interfase y del periodo S es

de 14 hrs, para enseguida comenzar la meiosis.

El tiempo de la metafase-anafase es de aproximadamente 3 hrs en las espermatogonias tipo
Al intermedia y tipo B; mientras para la espermatogonia tipo AlV es de aproximadamente 5 hrs

(41).

Los espenmnalocitos son las células mis grandes det tibulo seminifero. Ademas ellas se dividen
por meiosis y el resultado de la meiosis | son dos espermatocitos secundarios, que para {a meiosis

1 resultan 4 espermatidas (haploides). Los espermatocilos secundarios tienen la mitad det tamaiio
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de un primario y se encuentran unidos en pares a razdn del espermatocito primasio gue les dio
origen. De estos dos espermatocitos secundarios se forman cuatro espermaétidas que tienen forma
de gola pequeiia.

Las espermétidas continiian su maduracidn y desarrollo morfoidgico en los tibulos seminiferos
hasta 1a formacién de los espermatozoides, para posteriormente migrar y almacenarse en el
epididimo donde adquieren capacidad fecundativa y motilidad para el momento de la eyaculacién

(40). Ver esquema No. 8.
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1.5.- LA CICLOFOSFAMIDA

La ciclofosfamida { CCF ) es un compuesto que anteriormente fue emplfeado como
medicamento quimioterapéutico antineopldsico e inmunopresivo. Sin embargo, es sabido que
puede inducir neoplasias secundarias en pacientes con cincer, ademas que induce una gran
variedad de cambios en et DNA como mulacicnes en el genoma de baclerias y en células
eucarioles, también induce anormalidades cromosdmicas en células somaticas y germinales de
mamiferos (31, 42 y 43). Pertenece a los agentes alquilantes en paricular a las mostazas

nitrogenadas de lipo heterociclico.
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CICLOFOSFAMIDA ALDOFOSFAMIDA

La CCF es un compuesto que requiere activacion metahéfica con la fraccion S9 microsomal
para estudiar su genotoxicidad in Vitro, ya que sus metabolitos formados son los responsables de
fa loxicidad (43). In Vivo es metabolizada y activada en el reticulo endopldsmico liso del
hepatocito y del preducto de la biotransformacién se forma la Aldofosfamida que es la responsable

de ia aclividad citotdxica. Los metabolitos formados aparecen en la sangre entre los 10 y 15
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minutos después de administrar fa CCF y son excretados en la orina en forma de agentes

alquilantes. Su tiempo de vida media en ef suero esde 6 a 7 hrs (31 y 44).

La CCF es un buen prototipo para hacer esludios genotdxicos comparacionales a nivel de
células germinales, ya que induce una elevada proporcidon de anomalias cromosémicas en los
ovocitos, por otra pare, a dosis de 100 mg/kg éste efecto aparece muy ligero sobre las
espermatogonias, pero se incrementa en las espermatidas (4). En otro estudic se enconird que tas
espermalogonias son menos seasibles a la aparicién de aberraciones cromosomicas que al efeclo
letal de la CCF, lo cual sucede de manera inversa en células de médula dsea (45). Por otra parte,
la CCF ha sido investigada en diversos sigtemas de ICH comg linfocitos de roedor tanto in Vitro
como in Vivo, médula dsea, células de glandula salival y células de pulmdn, en todas ellas se ha
encontrando capacidad para formar ICH (3t). Ademas, al comparar ia CCF con otros agentes
mutagénicos ya reconocidos como la Mitomicina C, fa Procarbazina y la Adriamicina es el
compuesto que a niveles por debajo de su DL50 alcapza indices mayores de ICH en

espermatogonia (46).

Existen estudios de ICH en médula dsea de ratdn donde se ha encontrade que la frecuencia
maxima del ICH se realiza entre las & hrs antes y las 14 hrs después de administrar la Brdu,
tormando en cuenta que el periodo de ratamiento del ratdn es de 24 hrs para médula 6sea (42 y
47). Ahora bien, hay esludios realizados de ICH en espermatogonia de ratén empleando CCF que
indican niveles de 7.5 ICH para dosis de 20 mg CCF/kg peso (48); mientras que otro estudio indica
1.3 y 3.8 ICH en dosis de 0.25 y 25 mg CCF/kg peso respectivamente (49); pero un tercer estudic
sefiala 8.3, 8.62 y 15.01 ICH para las dosis de 5, 10 y 20 mg CCF/kg peso respectivamente (46);
aunque existe variacién en los datos hay gque tomar en cuenta algunas variables de cada estudio
como el empleo de ratones de diferente cepa; la administracién de CCF que fue entre las 24 y 30
hrs después de iniciar la presencia de Brdu; los diferentes métodos usados para proveer fa Brdu:
ias dosis de Brdu fueron diferentes y finalmente hube variaciones en el precedimiento de las

técnicas (46, 48 y 49).
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iI.- OBJETIVOS

il.1.- OBJETIVO GENERAL

Estudtiar el efeclo genotéxico del Benzo[a)pirenc en espermatogonia de ratén.

i.1.1.- OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar fa frecuencia de Intercambio de Cromdtidas Hermanas que provoca el
Benzola]pireno en espermatogonias de ratén, a diferentes dosis.

Estudiar el efecto que el Benzofa]pireno produce en la cinética de profiferacion celular de fa
espermatogonia In Vivo.

Valorar et modelo de estudio genotéxica establecido en espermatogonia, con la finalidad de
proponerio como una forma sensible de valorar probables alteracicnes en la progenie.

ill.- HIPOTESIS

Si el Benzofalpireno incrementa la frecuencia de Intercambio de Crométidas Hermanas en
diversas células somdticas, entonces también lo hard en células germinales.
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V.- MATERIAL

MATERIAL DIVERSO

1. Piseta con H20 destilada.

2. Pipetas de diversos voliimenes.

3. Matraz Erdenmeyer de 25 y 250 ml.

4. Matraz volumétrico de 100 y 250 mi.
5. Vasode precipitados de 100 y 250 mi.
6. Vasos Coplin,

7. Pipetas Pasteur.

8. Tubos de plastico en “V™ para centrifuga.

9, Cajas Petri de plastico.

10, Cubreobjetos y portaobjetos.
11. Jeringas de diversos calibres,
12. Gradilla.

13. Estuche de diseccidn.

14. Mechero.

EQUIPO

1. Balanza granataria,
2. Agitador magnético.
3. Vortex.

4. Bafio Maria.

5. Centrifuga.

6. Batanza analitica.
7. Microscopio 6ptico.
8, Estufa a 60 °C.

9. Refrigerador.
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10. Camara con ldmpara de luz U.V.
11. Jaulas para los ratones.

MATERIAL BIOLOGICO

£. Alimento para los ratones,
2.- Ratones machos cepa NIH, entre 27 - 30 g de peso y de alrededor de 2 meses de edad.
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V.- REACTIVOS

1. Aceite de maiz, SIGMA CHEMICAL CO.

2. Benzo[a]pirenoc disuelto en aceite de maiz (18).

Disolver el Benzo[a)pireno comespondiente a ia dosis en aceite de maiz mediante

calentamiento en baito Maria y el uso del Vortex.

3. Solucion de ciclofosfamida [ 20 mg CCF/ m] SSF .

4. Sotucién de Colchicina { 0.9 mg/ ml } .

5. Sofuciénde PBS (11t).
NacCl

KCI

NazZHPO4:2(H20)
KH2PO4

6. Medioc de tripsina (1 It } (48).
NaCl

KCI

NaH2PO4

NaHCO3

Dextrosa

7. E.D.T.A. 40 mM.

1cg.
0.25¢9.
1.75¢.
0.25¢.

8g.
0.2g9.

0.05 .

19.
2g.

Disolver por calentamiento ligero y agitacién 1.4896 g de E.D.T.A. en 100 ml de! medio de

tripsina anterior.

8.E.D.T.A. 4 mM.

Mezclar 20 m1 de E.D.T.A, 40 mM en 180 ml de medio de tripsina.

9. Solucién de tripsina al 1 %.

10. Solucién de KC1 [0.075 M].
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11. Solucién fijadora ( 3:1 de metano! : 4eido acético ).

12. Buffer de diferenciaci6n ( citrato/fosfato, pH: 7.0) (48).

1,18 g de Citrato trisédico en 50 ml de H20  ( 4cido ).
0.221 g de Fosfato de sodio en 1 It de H20 ( base ).

Tiular el Fosfato de sodio con el Citrato trisddico hasta flevar a pH=7.0

Diluir 1:1 con H2O destitada.

13. Solucién Hoescht [ 1.0 x -5 M } { Sof. Stock. ).
Disolver 0.025 g de Hoescht en 10 mi de H2O destilada { 1.0 x 10-4 ). ( Sclucién Stock ).
Tomar 1 ml de solucién Stock y adicionar 9 ml de H20 destitada, mas 10 ml de buffer de
diferenclacion.

Colocar en un frasco forrado con papel aluminio y guardar en congelacién.

14. Solucidn salina de citratos (SSC), 1 It.
Citratos 8823 ¢g {0.03M]
NaCi 17.532¢g [0.3M]

15. Giemsa (46).
Buffer de fosfatos pH=6.8 5mlt
Giemsa comercial 2 mb.

Aforar a 50 mt con H2O destilada.

16. Solucién de S-Br-desoxi:-lridina adsorbido en carbén activado ( BrdU/C. A. ).
Solucién de 5-BrdU 20 mg/ ml de Solucion Salina Fisiologica (SSF) inyectable.
Carbon aclivado 100 mg por 20 mg de 5-BrdU.
Al carbén activado se le da un tratamiento previo que consiste en favarlo varias veces con

NaOH 1.0 N, después con HC! 1.0 N y finalmente con H2O destilada hasta que el sobrenadante
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tenga el pH del H20 destitada. Una vez lavado se seca en un homo a 105 *C v por dltimo se pasa
por malla 200,
La mezcla del carbdn aclivado y fa solucién de 5-BrdU se reallza una hora amles de

administrarse (36).
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Vl.- METODOLOGIA

1.- Pesar, marcar y verificar el sexo de los ratones.
Se usaron ratones machos cepa NIH, de 27 a 30 Vg de peso aproxitnadamente y de alrededor
de 2 meses de edad.
2.- Distribuir los ratones en 5 lotes con un nimero de § miembros cada uno.
3.- A cada lote administrar por via intraperitoneal lo siguiente:
. Control { - }: 0.3 mi de aceite de maiz {18).
Il. Rosis I: 10 mg Bla)P/kg peso contenidos en 0.3 mi de aceite de maiz.
1U. Dosis H: 100 mg B[a]P/kg peso contenidos en 0.3 ml de aceite de maiz.
V. Dosis lli; 500 mg B[a]P/kg peso contenidos en 0.3 mi de aceite de maiz.
V. Control (+): ciclofosfamida a una dosis de 80 mg/kg peso (48).
4.~ Dar 1.5 hr al lote V y 2 hrs al lote |, I, Hl y IV de tiempo de absorcién, antes de continuar el
siguiente paso.
8.- Transcurridos los tiermpos comespondientes, am-astesiar a los ratones.
6.- Con aguja nueva de 20 x 32 mm, administrar por via intraperitoneal una dosis de 1.2 mg de 5-
Br-desoxiuridina por g de peso del ratdn, adsorbidos en carbén activado (15, 28 y 36).
7.- A las 52 hrs administrar colchicina por via subcutanea a dosis de 7.5 ug/g de peso (28).
8.- Puntualmente después de 3 hrs sacrificar los ratones por dislocacion cervical (28).
9.- De inmediato, disectar los testiculos.
10.- Colocar en cajas Petri y cubrir con PBS fric (50).
11.- Retirar dnica y cuidadosamente !a tanica albuginea.
12.- Cortar los Uibulos seminiferos en fragmentos pequefiisimos con la ayuda de unas tijeras
pequeiias (36 y 38).
13.- Pasar el macerado a tubos en "V™ de plastico para centrifuga.
14.- Aforar a 10 ml con PBS fric y centrifugar a 2500 r.p.m. por 3 min (50).

185.- Retirar el sobrenadante y resuspender €l boton c.elulér.
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16.- Repelir éstos ditimos dos pasos, por un par de veces més, para completar tres favados.

17.- Después, incubar en bafio Maria un matraz dé 25 ml conteniendo el tejido, 8.5 ml de medio
para tripsina y 1 m{ de sol. de E.D.T.A. 40 mM.

18.- Al llegar a 37 °C adicionar 0.5 m! de trdpsina al 1% y agitar por intervalo de un minuto.

19.- Retirar del bafio Maria, y el aglutinado pasaro por jeringa de 10 m! y aguja de 20 x 32 mm
dos veces (36, 48 y 50). )

20.- Depositar rapidamente la solucién en un tube en "V” y proceder a centrifugar a 2500 r.p.m. x 3
min.

21.- Realizar 3 favados con 10 mi de E.O0.T.A. 4 mM a 2500 r.p.m. x 5 min.

22.- Resuspender ¢l boton celular en 10 sl de KCI [ 0.075 M | a 37 °C e incubar en bafio Maria por
7 min.

23.- Centrifugar y desechar el sebrenadante (36).

24.- Al precipitado agregar poco a poco 8 mi de sol. fijadora y realizar 3 lavados (36).

25.- Del botén celular obtenido hacer laminilias en !a siguiente forma (48):

a) Sobre una base plana de hielo colocar varios poftachjetos previamente desengrasados con
alcohol.

b} Gotear 1a solucién del botén celular sobre los portaobjetos a una altura aproximada de 80 cm.

¢) Réapidamente flamear al mechero.

d) Etiquetar por una osilla.

e) Dejar madurar por 24 hr (33).

26.- Ahora, realizar tincion diferencial (36, 46, 48 y 49).

a) A fas preparaciones, agregar 6 gotas de solucién de Hoescht y colocar el cubreobjetos para
someterias a oscunidad por 20 min.

b) Colocar cada laminilla en cajas Petri v adicionares solucién de fosfatos diluida 1:1 al ras del

portacbjetos.
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©) Someter fas laminillas a luz U.V. por 80 min (36, 48 y 49),

d) Sacar y enjuagar con agua destilada 6 bidestilada.

e) Sacudir el exceso de agua del portaobjetos.

fy Colocar los portas en 28SC previamente calenfada a 60 °C e incubar por 15 min a la misma
temperatura (33, 48 y 47).

g) Sacar y enjuagar con agua deslilada a 60 °C, después enjuagar con agua fria.

h) Tefilr con Giemsa por 10 min (46).

27.- Evaluar microscopicamente con el objelivo de 100x los siguientes pardmetros:

a) Por cada ratén se estudia la frecuencia del ICH en 30 metafases de 2a. divisidn mitésica.

b) La cinética de proliferacion celular se evalua mediante el Tiempo Promedio de Generacion, por
cada ratén evaluar 100 metafases al azar y clasificar en 1a, 2a y 3a 0 mas divisiones celulares a

razdn del patrén de tincién que presenten.

28.- A los resultados aplicar el siguiente estudio estadistico:

a) Realizar 1a prueba estadistica de ANOVA simple en ia media de ICH para cada dosis.

b) Ademds, realizar la prueba de t-Student o Tuckey con una « =0.05 a la media de! ICH para
cada dosis. '

¢} Aplicar la prueba de t-Student al Tiempo Promedio de Generacidn.

43



Hrs.
-2

52 —oomee-

55

DIAGRAMA DE METODOLOGIA

Admistrar via intraperitoneal:

Lote 1 ( Contro! - ) 0.3 mi de aceite de maiz.

Lote 2 { Dosis 1) 10 mg B(a)P / kg peso en 0.3 ml de aceite de maiz.
Lote 3 ( Dosis 2 ) 100 mg B(a)P/ kg peso en 0.3 mi de aceite de maiz.
Lote 4 { Dosis 3 } 500 mg B(a)P/ kg peso en 0.3 mi de aceite de maiz.

Administrar via intraperitoneal:
Lote 5 { Control + ) 80 mg de Ciclofosfamida / kg de peso.

Administrar via intraperitoneal a todos los lotes 1.3 mg BrdU/ g peso
adsorbido en carbén aclivado.

Administrar via subcutdnea a todos los lotes 7.5 ug Colchicina / g de
peso.

Sacrificar por distocacitn cervical.
Diseccién de testiculos.
Obtencién de tilbulos seminiferos.
Tripsinizacion para liberar las espermatogonias.
Tratamiento hipotdnico con KCI.
Lavados con solucidn fijadora.
Preparacion de laminilfas.
Tincién diferencial.
Andlisis de laminillas af micrescopio 6ptico.
-No. de ICH en 30 metafases de 2a. divisién celular.
-Clasificacién de las metafases, 1a., 2a. o 3a. divisién celufar.
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Vil.- RESULTADOS

La diferenciacién del ICH y el patrén de tincidn resultd favorable para el anélisis cromosdmico
rmetafésico, esto se logr gracias a 1a correcta liberacién controlada de 1a Brdt) adsorbida en

carbdn activado.
Los resuitados aparecen en las tablas 1 y 2, asi como los gréficos 1, 2y 3.

En [a tabla ndmero 1 se muestra como el B(a)P incrementa la frecuencia de ICH en las céjulas
germinales del ralén. Se puede hacer un porcentaje de genotoxicidad tomando como pardmetros
de referencia al control (- ) y (+ ). donde el valorde 0.9 ICH es &1 0.0 % y el de 3.94 ICH es ef 100
%; por lo tanio, el valor de 1.266 ICH tiene un porcentaje del 12.06 % de genotoxicidad en ia dosis
de 10 mg B(a)P / kg peso; el valor de 2.22 ICH tiene un 43.42 % de porcentaje genotoxico en la
dosis de 100 mg B(a)® /7 kg peso; mientras finalmente el valor de 5.68 ICH representa un

porcentaje del 157.23 % de genotoxicidad para la dosis de 500 mg B(a)P / kg peso.

Se aplicaron las pruebas estadisticas de ANOVA y 1-Student con un valor de a = 0.05 sobre las
medias del ICH en cada lote, apareciendo diferencias estadisticamente significativas entre el
control ( - ) y e control ( + ); adernds el B(a)P a dosis de 100 y 500 mg/kg presenta diferencia
estadisticamente significativa con respecto a! control { - ); mientras a dosis de 10 mg/kg no es
estadisticamente significativa con respecio al control - ), io cual fue corroborado con la prueba
estadistica de Tuckey con a =0.05. Por otra parte, al analizar €l valor de ICH de la dosis de 500
mg/kg frente al controf { + ) (CCF 80 mg/kg) detectamos que existe diferencia estadisticamente

significativa al usar las pruebas de ANOVA y t-Student.

La tabla nimero 2 indica el Tiempo Promedio de Generacién { TPG ), el cual mediante la
expresion matemética TPG= { 52 /[ 1 (1a. Div) + 2 (2a. Div.) + 3 (3a. Div.) } ) x 100 son
analizadas 100 células metafasicas con la finalidad de evaluar al agente genotdxico sobre la

cinética del ciclo celular. Ahora bien, si el % del TPG se incrementa con respecto al control (-)
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existe Inhibicién del ciclo celular, mientras que una disiminucién representa aceleracién en el ciclo
celular. Para poder comparar los TPG de cada lole se realizaron las pruebas estadisticas de
ANOVA y t-Student con un o=0.05. Pues bien, los resultados no muestran diferencias
estadisticamente significativas entre los TPG dei control { - ) y el { + ), asi como para las dosis de
10 y 100 mg B(z)P / kg: pero al comparar el TPG del control { - } frente a la dosis de 500 mg

B(a)P/kg aparece diferencia estadisticamente significativa, y mas alin con respecto al control ( + ).

El grafico nimero 1 de Ia frecuencia de ICH muestra como las barras de B(a)P se incrementan
con respeclo a fa dosis. En la dosis de 10 y 100 mg B(a)P / kg peso se mantienen dentro de! rango
de fos controles ( - ) y { + ), més sin embargo para la dosis de 500 mg B(a)P / kg peso supera con

facilidad |a altura de la barra del control { +), indicando un fuerte efecto genotéxico.

En el gréfico ndmero 2, donde aparecen los valores experimentales de la frecuencia de ICH, se
observa un marcado comportamiento lineal de la curva, éste se incrementa proporciona'lmeMe al
aumento en la concentracién del B(a)P. En [a dllima dosis de 500 mg B(a)P / kg sobrepasa

faciimente el umbral del control { + ).

Mediante el empleo de las tres dosis de B(a)P y ademas del control ( - ) fue realizada la
regresién lineal, para graficar el comportamiento lineal que presenta ef incremento en el nimero
de ICH en espermatogonia de ratén frente a las dosis de! B(a)P. El comportamiento responde
matematicamente a la ecuacién lineal de Y = (9.214 x 10-3 ) X + 1.111; con un coeficiente de

correlacidn de r=0.997. Esta relacion se observa en el grifico niimero 3.
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VIil.- DISCUSION

El disefio de éste experimento fue elaborado en funcién de las ventajas y desventajas que
implica ef suministro de BrdlJ adsorbido en carbén activado (BrdU/C.A.). Como menciona Morales
(27) el mayor de los problemas para fa efaboracidn del [CH In Vivo es el suminisfro de BrdU por
periodos prolongados, es por ello que esta forma de proveer la BrdU es ideal para el estudio del
ICH en espermatogonia de ratdn ya que existe liberacin constante y controlada por un periodo de
tiempo suficiente para cubrir las 55 hrs que dura e] ensayo. Gracias a esto, fue posible la

oblencién de una diferenciacion y patron de tincién del ICH con buena calidad.

Asi como existen ventajas en el empleo de BrdU adsorbido en carbén activado también existen
desventajas, debido a como lo cifan algunos investigadores el carbdn activado puede adsorber ai
agente quimico en estudio al estar ambos en comtacto y de cierta forma abatir el potencial
genoléxico; precisamente por ésta desventaja se decidié administrar el B(a)P dos horas antes que
ja BrdU/C.A.. Cabe mencionar que es recomendado !a administracién del agente quimico por via
intraperitoneal, cuando por ésta via sea, antes que la BrdW/C.A. por un periodo de tiempo
razonablemente suficiente para su absorcién; o bien, mediante el emplec de‘ ofra via de
administracién (27), lo cual fue descartado por las propiedades fisicoquiricas del B(a)P y dei

aceite de maiz que fue su vehiculo de administracién.

Et B(a)P es un compuesto que desde hace varios afios ha sido investigado en organismos
procarioles y eucariotes, asi como en sistemas In Vitro e In Vivo (3), como son los casos de la
prueba de Ames (12 y 34), cultivos celulares V79 de Hamster Chino (11), cultivos celulares de
mono (24), de diversos mamiferos y en pief de ratén (15) para lo que en todos han aparecido
mutaciones en el DNA; también se han realizado ofras investigaciones como la prueba de
microniicleos y aberraciones cromosémicas (18) resuitando positivas en ambas; por otra parle, se
ha aplicado ampliamente la prueba del ICH en el B(a)P, como son los casos def ICH en médula

dsea de Hamster Chino, rata y ratén (18, 51 y 52) manteniéndose aitos los niveles hasta 4 meses

54



después de haberse administrado el B(a)P en esta dltima especie, ademas existen estudios de
ICH en linfocitos hurmanos con resultados semejantes (29). Uno de los pocos éstudios aGn no
realizados al B(a)P es el ICH en células germinales ya que todo esta elaborado en células
somaticas; a pesar de esto hay un estudio de ICH en ovogonias de Hamster Chino teniendo
incremento en la frecuencia del ICH (14) y adem4s ofro estudio con baja actividad mutacional del
B(a)P sobre el DNA de espermatozoides de fiuido seminal humano (34); mas sin embargo, no
existfa el ICH en espermatogonia de ratén. Por ello nace ja inquietud de éste trabajo donde en
base a los resultados experimentales queda en evidencia el potencial genotéxico del B(a)P sobre

las espermatogonias asi como ha sido demosfrado con anferioridad sobre céfulas somadticas.

-

Ahora bien, los resultados muaestran claramente que el B(@)P tiene un efecto lineal en el
incremento de Ia frecuenciz def ICH en espermatogonia de ratén y éste incremento va a estar en
funcién de la dosis administrada de B(a)P, como lo menciona U. Bayer y T. Bauknecht en médula
ésea de HAmster Chino (51). Este comportamiento es matematicamente graficable mediante la

ecuacitn Jineal Y = {9.214 x10-3 )X + 1.111,

Ademés, mediante €| empleo de las pruebas estadisticas de ANOVA, -Student y Tuckey con
un valor de a =0.05 mostraron que las dosis seleccionadas de 100 y 500 mg B(a)P/kg tienen
actividad estadisticamente significativa de genotoxicidad sobre las espermatogonias de ratén; mas
aitn el B(a)P a la dosis de 500 mg/kg resuitd tener un 57.23 % més de genotoxicidad que el control
( +) Ciclofosfamida 80 mg/kg, o cual tiene mucha impoﬁancia debido a que en todos los estudios
realizados en espermatogonia de ratén 1a Ciclofosfamida habia sido el mutageno que mayor
numero de ICH habia inducido en esta linea celular (45, 46 y 48); habria que decir, que si bien, la
dosis de 500 mg B(a)P/kg es muy alta de igual manera lo es 80 mg CCF/Kkg, por tal motivo no se le

debe restar importancia.

Existen dos faclores muy importantes y que deben ser tomados en cuenta para poder
relacionar resultados entre fas espermatogonias y otras lineas celulares, €5tos son la toxicocinética

del agente y los liempos del ciclo celular de cada linea celular en estudio debido a que el agente
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mutagénico, hablese del metabolito activo © del compuesto sin metabolizar cuando éste sea el
causante del dafo, tiene que haber causado su efecto al DNA precisamente poco antes del

periodo S del ciclo celular, ya que en éste periodo es donde ocumre la formacion del ICH.
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Por tal motivo este estudio, donde se adminisiré ¢l B{a)P dos horas antes que 1a BrdU, puede
ser comparado con otres dos trabajos In Vivo donde fue administrado el B(a)P 4 hr después que la
BrdJ en el caso de ICH en médula 6sea de Hamster Chino y otro donde se administré
simultaneamente el B(a)P y la BrdU para médula dsea de ratén. En ellos se ha encontrado niveles
de 3.8 ICH en médula 6sea de Hamster Chino (51} y 4.5 ICH en ratén (18) a dosis de 10 mg
B(a)P/kg que comparados al 1.266 ICH en espermatogonia obtenidos a la misma dosis representa
alrededor de una tercera parte de lo generado en médwla dsea; a dosis de 100 mg B(a}P/kg en
Hamster Chino alcanza los 8.2 ICH (51) y al comparar con el 2.22 ICH en espermatogonia esta
entre 3 y 4 veces la respuesta, mientras que en médula ésea de ratén a dosis de 50 y 150 mg
B(a)P/kg se eleva a 6.0 y 8.2 ICH respectivamente (18), lo que supondria a una dosis de 100 mg
B(a)P/kg seria aproximadamente entre 3 y 4 veces mis el nimero de ICH en espermatogonia;
finalmente a dosis de 500 mg B(a)P/kg no hay suficientes reportes con quien comparar,
dnicamente a dosis de 250 mg B(a)Pfkg que fue de 11.4 ICH en médula dsea de ratén (18) pero

por el rango de concentracién tan amplio no seria acertado sacar deducciones. De cualquier forma



los resullados sugieren que las espermatogonias de ratén tienen la capacidad de formar una
tercera parte del ICH con respecto a médula osea, como lo menciena Morales al comparar la
frecuencia de ICH en espermatogonia de ratén frente a médula dsea y células de glanduia salival.
Esto se puede atribuir a la presencia de barreras fisiolégicas que limitan e movimiento de
sustancias hacla fas células germinales y ademnés por presentar una alta eficiencia en los sistemas

de reparacitn del DNA (28).

£l valor del contfrot ( - } fue de 0.9 ICH que comparado con otros estudios de ICH en
espermatogonia de rat6n fue bajo con respecto al estudio de M. T. King ¢con 1.3 ICH (48) y el mis
alto de A. Russo con 2.08 ICH (38), obviamente hay que tomar en cuenta algunas variables entre
estos trabajos y el presente. como son ias caracteristicas genéticas de los ratones, la edad, e!
peso, el estado fisico y sobre todo el tipo de suministro de BrdU ya que !a concentracion alta de
BrdU eleva el ICH, es por lo @ai la BrdU adsorbida en carbén activado tiene su ventaja al liberar

concentraciones bajas y de manera constante (27).

Por otra parte, el Tiempo Promedio de Generacién TPG es un pardmetro matemético que
evalda al agente genotdxico para provocar una posible inhibicién o aceleracion del ciclo celular
mediante el incremento o disminucién respectivamente de su valor normal {43). Por o tanto, los
resultados marcan al Ba)P como Lin agente que a dosis muy altas acelera ej ciclo celular de las
espermatogenias, ya que dnicamente existen diferencias estadisticamente representativas entre el
% da TPG de |a dosis de 500 mg B(a)P/kg frente a los controles, tanto el ( - ) como el ( + ),

empleando las pruebas estadisticas de ANOVA y t-Student con un valor de o =0.05.

Finalmente es imporiante mencionar que si por una parte el B(a)P a dosis muy alta afecta los
tiempos del ciclo celular de la espermatogonia por otfra parte también o hace con la vida de ésta,
debido a que fue observade que dependiendo de la dosis de B(a)P administrada se abaten
considerablemente las cantidades de células al microscopio. Lo cual convierte al B(a)P en un

agente ademas de genotdxico también citotéxico a nive! de células germinales.
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IX.- CONCLUSIONES TN BRNERs

1- FE! Benzo[alpireno es un compuesto que incrementa la frecuencia del Intercambic de
Crométidas Hermanas en espermatogonia de raién de forma matematicamente lineal dependiendo

de la dosis.

2.- Ef Benzo[a]pireno a la dosis mas alta empleada en éste estudio acelera tos tiempos del ciclo
celuiar de la espermatogonia, y mas atin se observa necrosis sobre esta linea celular a razén de

como aumenta 1a dosis.

3.- La técnica del Intercambio de Crométidas Hermanas en espermatogonia de ratén es una
técnica que induce una tercera parte de ICH con respecto a células somaticas de ratén In Vivo,
con la gran salvedad que un incremenio en la frecuencia de ICH, por ligero que parezca,
represeata un sin nimero de gametos mascutinos mutados que muy probablemente se reflejen en

el ser vivo al que den origen.
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