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CULTIV

# 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 

 
Tr

cultivo e

dejando 

vórtex y 

centrifug

de soluci

etanol/ác

incubar e

agregánd

que fuero

centrifug

paquete 

desengra

           

                       
                       

                      

Ensayo Antigen
VO RPMI 

(mL) 

8 
8 
8 
8 
8 
8 
8 
8 
8 
8 
8 
8 
8 
8 
8 
8 
8 
8 

 

ranscurridas

en tubos par

aproximada

 se adicionó

garon nuevam

ión. Se resu

cido acético 

en frío duran

dose 8 mL de

on necesaria

gar y dejar a

celular y 

asados. Se de

 
 

                       
                       

                      

notóxico del Ep
SANGRE 

(mL) 
P
(

5-6 
5-6 
5-6 
5-6 
5-6 
5-6 
5-6 
5-6 
5-6 
5-6 
5-6 
5-6 
5-6 
5-6 
5-6 
5-6 
5-6 
5-6 

s 72 hrs de 

ra centrífug

amente 1 mL

ó 8  mL de 

mente a 3000

uspendió el 

 (3:1) fría, d

nte 30 min, y

e solución fi

as hasta qu

aproximada

se gotearo

ejaron secar 

                       
                       

 

ENSAYO

pVf, mediante

PHA 
(µL) 

 

100  
100  
100  
100 I 
100 N 
100 C 
100 U 
100 B 
100 A 
100 R 
100  
100 24 
100 hrs 
100 37°C 
100  
100  
100  
100  

incubación 

a; se centrif

L. La resusp

 KCl 0.075 

0 rpm, 5 min

paquete cel

de forma len

y se volvió a

ijadora; se in

e el sobrena

amente 10 g

on (aproxim

y  “madurar

                    

                       
                       

                MÉÉTODOS Y  PROCEDIMMIENTOS      

 
 

O ANTIGENNOTÓXICO  

e la prueba de 

EpVf (µL) 

--- 
--- 
--- 
--- 

100 (1mg/mL
100 (1mg/mL
100 (2mg/mL
100 (2mg/mL
100 (6mg/mL
100 (6mg/mL

--- 
--- 

100 (1mg/mL
100 (1mg/mL
100 (2mg/mL
100 (2mg/mL
100 (6mg/mL
100 (6mg/mL

ICH in vitro u

de los cultiv

fugaron 10 

pención del 

M, a 37 °C.

n; el sobrena

lular  y se a

nta y homog

a centrifugar

ncubó en frío

adante se o

gotas de solu

madamente 

r” durante a

                       
                       

BrdU 
(µL) 0.

--- 
--- 
45 
45 

L) 45 
L) 45 
L) 45 
L) 45 
L) 45 
L) 45 

45 
45 

L) 45 
L) 45 
L) 45 
L) 45 
L) 45 
L) 45 

utilizando culti

vos celulare

min a 3000 

 paquete ce

. Se incubar

adante fue re

agregó 8 m

geneizando l

r 5 min a 30

o 15 min y s

bservó tran

ución en las

 3 gotas), 

aproximadam

                       
                       

MMC 
0071µg/mL 

(µL) 
--- 
--- 
--- 
--- 
--- N
--- C
--- U
--- B
--- A
--- R
45 
45 46
45 h
45 37
45 
45 
45 
45 

ivo de linfocito

es, se colocó

 rpm y se r

elular se rea

ron a 37 °C

etirado dejan

L de solució

la  mezcla c

000 rpm. Se r

se repitió el p

nsparente. Po

s que se vo

 sobre po

mente 24 hrs

                       
                       

 COLCHN
 (µL) 

 500 
 500 
 500 
I 500 
N 500 
C 500 
U 500 
B 500 
A 500 
R 500 
 500 

6.5 500 
hrs 500 
7°C 500 
 500 
 500 
 500 
 500 

os humanos 
N I 

N 
C 

U 
B 
A 
R 
 

1.5hrs 
37°C 

 
Y 
 

C 
O 
S 
E 
C 
H 
A 
R 

ó el contenid

retiró el sob

alizó con ayu

C durante 30

ndo una poc

ón fijadora 

con vórtex. S

retiró el sob

paso anterio

or último, s

olvió a resus

rtaobjetos 

s. 

do de cada 

brenadante 

uda de un 

0 min y se 

ca cantidad 

metanol o 

Se volvió a 

brenadante, 

or las veces 

se volvió a 

spender el 

limpios y 
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7.5.

Las

Bisbenzim

expandir

20 min, n

expusiero

tiempo, l

las lamin

laminilla

secas al a

10 min.  

Esta

células so

ICH, entr

 

7.6.

Se

la Frecue

• 

Se

Como ya

por lo qu

que ésta p

 

           

                       
                       

                      

. Tinción

s laminillas 

mida Hoech

r la solución

no sin antes 

on las lamin

los cubreobj

nillas en vaso

s fueron enj

aire, fueron t

a tinción se

ometidas a l

re otros pará

. Evalua

e procedió a

encia de ICH

Genotoxic

e reconocier

a se ha menc

ue el conteo d

posee para p

Figura 35. Fo

                       
                       

                      

n Diferenci

fueron colo

hst 33258 a 

n, impidiend

 colocar alre

nillas a luz U

etos fueron 

os coplin que

uagadas pri

teñidas con 

 realizó con

los diversos

ámetros, tal y

ción de la F

a revisar las 

H. Los parám

cidad 

on y contab

ionado, exis

de los ICH p

producir dañ

otografía de me
obser

                       
                       

 

ial de ICH 

ocadas en un

cada lamini

do la formac

ededor de lo

UV durante 1

 retirados p

e contenían 

imero en agu

 colorante de

n la finalida

 tratamiento

y como se in

Frecuencia 

laminillas co

metros evalua

bilizaron el n

ste una clara

producidos e

ño al materia

etafase de segu
rvados al micro

                    

                       
                       

                MÉÉTODOS Y  PROCEDIMMIENTOS      

 

na base ade

illa y se les

ión de burb

os portaobjet

1 hr a una d

or inmersión

Solución Sal

ua caliente y

e Giemsa al 

ad de eviden

os; posterior

ndica en la si

 de ICH 

orrespondie

ados fueron:

número de I

 correlación 

en presencia

al genético. 

unda división,
oscopio óptico

                       
                       

ecuada. Les 

 colocó enc

bujas. Fueron

tos unas got

distancia no 

n en agua d

lina Doble C

y después en

 5 % en Buff

 fueron apl

ima un cub

n colocadas 

tas de Buffer

mayor de 2 

desionizada;

Citratos a 60 

n fría. Una v

fer de Fosfat

icadas 4 a 5

breobjetos (l

 en oscurida

r de Diferen

 cm. Transcu

; después se

 °C durante 

vez que se en

tos a pH= 6

5 gotas de  

argo) para 

ad durante 

nciación. Se 

urrido este 

e colocaron 

15 min; las 

ncontraron 

.8, durante 

 

nciar los IC

rmente se pr

iguiente secc

CH presente

rocedió a ev

ción (7.6). 

s por metaf

valuar la fre

fase de las 

cuencia de 

entes a cada 

:  

 tratamientoo para la evaaluación de 

ICH present

 entre la ind

a de la sustan

tes en 25 me

ducción de IC

ncia en estud

etafases de 2

CH y la geno

dio, indica e

2ª división. 

otoxicidad, 

el potencial 

 
 en la cual se e

o a 100x (Macía
evidencian los  ICH presentess  
as, 2009) 
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• 

D

informac

desaceler

 

• 

Fu

células (li

un mome

efecto cit

manifiest

conducirl

 

           

                       
                       

                      

Índice de 

De 100 metaf

ión acerca d

ración de la 

Figu

 
 
Índice mi

ue contabiliz

infocitos). E

ento determ

totóxico que

to cambios 

le a la muert

Figur

                       
                       

                      

 replicación

fases encont

de si la susta

división celu

ura 36. Fotograf
obser

itótico (IM) 

zado el núm

ste índice in

minado; tamb

e pueda ejer

bioquímico

te. 

ra 37. Fotograf

                       
                       

 

n (IR) 

tradas fuero

ancia en estu

ular. 

fía de metafase
rvados a 40x en

mero de célul

ndica la prop

bién es llama

rcer la susta

os, fisiológic

fía de una meta
a 40x en micr

                    

                       
                       

                MÉÉTODOS Y  PROCEDIMMIENTOS      

on clasificad

udio, modifi

das en 1ª, 2ª

ica el ciclo c

ª y 3ª divisi

elular media

ión. Este índ

ante una ace

dice ofrece 

eleración o 

es de primera (
n microscopio 

las en divisió

porción de cé

ado índice d

ancia en est

cos o genét

afase (derecha)
roscopio óptico

                       
                       

(arriba) y segu
 óptico (Macía

ón (metafase

élulas que se

de proliferaci

tudio, sobre

ticos sufrid

 
unda división (

) y  linfocitos h
o (Macías, 2009

                       
                       

s, 2009) 

es de 1ª, 2ª y

e encuentran

ión, siendo ú

e un cultivo

os por la c

 

(abajo)  

y 3ª), present

n en  fase de

útil para det

o celular, po

célula y qu

tes en 1000 

 mitosis en 

terminar el 

oniendo de 

ue pueden 

humanos obseervados  
9) 
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7.7.

Los

desengra

se indica 

 
Una

geles, de

evitando 

colocaron

el EpVf, a

La cáma

condicion

                      
           

                       
                       

. Separa

Electro

PAGE)

 

7.7.1. Pr

s cristales 

asados. Los g

 a continuac

 

 

T

 

a vez que lo

entro de la c

 la formació

n en los pozo

albúmina bo

ara de elect

nes de corrim

                      

                       
                       

ción e ide

foresis en

 

reparación d

empleados 

geles concen

ción: 

Tabla 10. Pre

RE

Solución
4x Tris

Agua
Persulf

Tabla 11. Prepa

os geles ya h

cámara para

ón de burb

os formados

ovina, un ma

troforesis fu

miento fuero

                      

                       
                       

entificación

 gel de p

de geles de p

para elabo

ntradores y s

eparación de ge

EACTIVOS 

n de monóm
s 1.5 M pH= 

SDS 
a desionizad
fato de amon
TEMED 

aración de gel 

REACTIV
Solución d
4x tris 0.5 M
SDS 
Agua desio
Persulfato 
TEMED 

habían gelific

a electrofore

ujas. Las m

s en el gel co

arcador de b

ue correctam

on: 2 a 3 hrs,

                     

                       
                       

                MÉÉTODOS Y  PROCEDIMMIENTOS      

n de prote

poliacrilami

poliacrilami

orar los ge

separadores 

 
el separador pa

Acril

meros 
 8.8 

da 
nio 

 concentrador 

VOS 
de monómero
M pH= 6.8 

onizada 
 de amonio 

cado, se pro

esis, la cual

muestras pre

oncentrador, 

bajo peso mo

mente cerra

, a 100 volts.

                       
                       

eínas extra

ida con D

aídas de V

Dodecil Su

Vicia faba 

ulfato Sódi

mediante 

ico (SDS-

da 

eles de ele

 fueron elab

ectroforesis 

orados segú

fueron lim

ún Laemli (1

mpiados y 

970), como 

ara electrofore

lamida-Bisa
10% 

2.65 mL
1.0 mL 
80 µL 

3.5 mL 
80 µL 
8 µL 

esis SDS-PAGEE 

crilamida 

L 
 

 

para electrofor

 Vol. 
os 650 µL 

1.25 mL
50 µL 
3.0 mL 
50 µL 
10 µL 

resis SDS-PAGGE 

L 

ocedió a colo

l fue llenad

eviamente p

 las muestra

ocar los crist

a con Buffe

preparadas (

as colocadas 

tales que con

er de corrim

(ver sección

 correspondi

ntienen los 

miento frío, 

n 7.7.2.), se 

ieron a:  

olecular y bu

da y conec

 

uffer muestra

ctada a la f

a en los carr

fuente de p

iles vacíos. 

poder. Las 
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Se 

fracción 

adicionar

se coloca

sobrenad

Tra

agua des

transcurr

fueron co

que ya n

hasta su 

del EpVf

marcador

           

                       
                       

                      

 
7.7.2. Pr

colocaron 1

V (como c

ron 15 µL de

aron en ebul

dante para ca

 

7.7.3. De

nscurrido el

stilada y su

rido este tie

olocados en 

no se observ

uso. Se real

f reveladas 

res  de bajo P

                       
                       

                      

reparación d

5 µL del Ep

control) en 

e buffer mue

llición 5 min

argar los gel

etección de 

l tiempo de 

umergidos e

mpo, se ret

 solución de

vó color en l

lizaron los c

 en los gel

PM emplead

                       
                       

 

de  muestras

pVf en con

concentraci

estra (ver co

n, después s

es.  

proteínas de

 corrimiento

en colorant

iró el colora

esteñidora 1 

la solución. 

cálculos pert

les, con ayu

dos. 

                    

                       
                       

                MÉÉTODOS Y  PROCEDIMMIENTOS      

S-PAGE s para electrooforesis SD

centración d

ión de 2 m

ontenido en 

se  centrifug

de 30 mg/m

mg/mL, en 

sección 12), 

garon a 12 0

mL y 15 µL

 tubos epp

 a cada uno,

000  rpm, to

L de albúmi

endorf sepa

, se homoge

omando únic

ina bovina 

arados. Se 

eneizaron y 

camente el 

el EpVf meddiante tincióón con Azull de Coomasssie 

o, los geles fu

e Azul de 

ante y se en

 hr a 60 °C,

 Los geles re

tinentes para

uda de la e

ueron retira

Coomassie 

njuagaron n

 cambiando

etirados se 

a la identific

elaboración 

ados de la cá

 durante 1 

uevamente. 

o la solución

conservaron

cación de lo

de una cu

ámara, enjua

 hr a 60°C

 Los geles y

n ocasionalm

n en agua d

os PM de las

urva estánda

agados con 

. Una vez 

ya teñidos, 

mente hasta 

desionizada 

s proteínas 

ar con los 
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8. RES
 

8

Una

proteínas

Patrón de

 

  

 

 

 

 

 

La

En la sigu

 

              

                       
                       

                      

SULTADO

8.1. Cuan

a vez obten

s presentes e

e proteínas, 

a concentrac

uiente tabla 

                       
                       

                      

OS 

ntificación 

nido el EpVf

en el extracto

empleando 

Tabla 12. Abs

Figura 38

ción de prot

se muestra l
Tabla 1

Tratami

Sin
Lio

0

0.02

0.04

0.06

0.08

0.1

0.12

0.14

0.16

0

Abs

                       
                       

 

 de proteín

f como se in

o mediante 

 albúmina co

sorbancias obt
realizada m

8. Curva estánd

teínas fue de

las concentra
3. Concentraci

sin li

iento del Ep

n liofilizar 
ofilizado 

0.5

s Curva 

Concentrac
(mg/mL

Blanco
0.1 
0.5 
1.0 
1.5 
2.0 
2.5 

                    

                       
                       

                     

as en el Ep

ndica en la 

el Método d

omo estánda

tenidas para la
mediante el mét

dar de proteína

 
eterminada 

aciones en c
ión de proteína
iofilización y c

pVf Concen

1 1.5

 estándar de

ción  
L) 

Absor

o 0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.1
0.1

                       
                       

                      

pVf, median

parte 7.1., s

de Biuret, pa

ar:  

 Curva estánda
todo de Biuret 

as; presenta un

una vez que

ada una de l
as presentes en
con esta 

ntración de 
en el EpV
26.4mg/m
95.6mg/m

y = 0.056x +
r² = 0.99

2 2

e Proteínas

rbancia 

.0 
006 
031 
057 
090 
116 
142 

                       
                       

            RESUULTADOS  

nte el Méto

se realizó la

ara lo cual se

odo de Biur

a cuantificac

e construyó 

ret 

ción de las 

una Curva 

ar de proteínass,  
 

 

na r2= 0.998 

e se obtuvo 

las muestras
n el EpVf,  

 proteínas 
Vf 
mL 
mL 

+ 0.001
98

2.5 3mg/ml

el liofilizado

s. 

o de EpVf. 
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8.2. 

Se r

tóxico so

provenie

 

La 

expuesto

cultivos c

El a

tratamien

prueba es

 

 

 

Figura 3
linfoci

varianza 

              

                       
                       

                      

Resultado
 

realizó un E

obre el mate

ntes de sang

8.2.1. Fr

frecuencia 

s al EpVf, of

controles. 

análisis esta

ntos y sus 

stadística AN

39. Frecuencia 
itos humanos e
 ANOVA y p≥

                       
                       

                      

os del Ensay

Ensayo Geno

erial genétic

gre periférica

ecuencia de

de ICH en

frecieron inf

adístico de 

respectivas 

NOVA, utili

Tabla 14. Pro
en cu

TRA

Ep

de ICH del en
expuestos al E
≥0.05) entre el C

0

1

2

3

4

5

6
# ICH's

                       
                       

 

yo Genotóx

otóxico, med

co, por lo q

a de una pac

e ICH 

ncontradas p

formación a 

los datos o

 laminillas 

izando el sof

omedio de la Fr
ultivos de linfo

ATAMIENT
CN 

Vf [1mg/mL

sayo Genotóxi
pVf. No se enc

CN y los tratad
rea

                    

                       
                       

                     

xico del Ep

diante el cua

que se intro

ciente femen

por metafas

 cerca de si p

obtenidos de

examinadas

ftware: Grap

recuencia de IC
ocitos humano

TO PROM
5.6

L] 5.8

ico. Se muestra
contraron difer
dos con el EpV
lizó por duplic

 

                       
                       

                      

pVf, median

al se deseaba

dujo éste en

nina, sana, d

se en cultiv

poseía un efe

e las lectur

s al microsc

phPad  Insta

CH encontrada
os, expuestos a

M. ICH D.E
61 0
84 0

a el promedio 
rencias estadís

Vf en concentra
cado) 

CN

Tr

                       
                       

            RESUULTADOS  

nte la prueb

a saber si el 

n cultivos d

e 23 años de

ba de ICH 

 EpVf poseía

de linfocitos

e edad.  

 in vitro 

a un efecto 

s humanos 

vos de linfo

ecto genotóx

as realizada

copio, fue r

at tm.  

ocitos que 

xico, en com

as a cada u

realizado m

estuvieron 

mparación a 

uno de los 

mediante la 

as por metafase  
al EpVf 

. ICH 

.31 

.05 

de ICH encont
sticamente sign
ación de 1mg/m

N EpVf [1mg/m

ratamiento

                       
                       

 

mL]

tradas en los c
nificativas (an

mL (n= 25, cada

ultivos de 
nálisis de 
a ensayo se 
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El

celular a 

 

 

 

 

Figura 40
(análisis d

 
 
 
 
 

              

                       
                       

                      

8.2.2. Ín

l Índice de R

 una concent

Ta

0. Índice de Re
de varianza AN

                       
                       

                      

ndice de Rep

Replicación 

tración de 1m

abla 15. Prome

eplicación del e
NOVA y p≥0.0

(n

0

0.5

1

1.5

2

2.5
IR

TRATAM
CN

EpVf [1m

                       
                       

 

plicación 

 permitió ob

mg/mL, en 

edio del Índice
 linfocitos h

ensayo Genotó
05), entre el CN
n= 100, cada en

                    

                       
                       

MIENTO 
N 
mg/mL] 

                     

 

bservar si el

comparación

e de Replicació
humanos expu

 

 

óxico. No se en
N y los cultivos
nsayo se realiz

 

PROM. 
2.27 
2.27 

                       
                       

                      

 EpVf modi

n a un Contr

ón (IR) observa
uestos al EpVf 

ncontraron dife
s tratados con e
zó por duplicad

 IR 

                       
                       

            RESUULTADOS  

ificaba la ve

rol Negativo

elocidad de 

o.   

la división 

ado en cultivoss de 

D.E. IR 
0.06 
0.16 

erencias estadí
el EpVf a una c
do) 

CN

EpVf [1mg/m

Tratamiento

                       
                       

 

mL]

o

ísticamente sig
concentración 

gnificativas 
 de 1mg/mL 
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A

linfocitos

cada trata

 

 

T

 

 

 

              

                       
                       

                      

8.2.3. Ín

A continuaci

s expuestos s

amiento pud

Tabla 16. Prom

Figura 41
la diferenc

                       
                       

                      

ndice Mitótic

ión se prese

solo a PHA 

diese tener s

medio del Índic

. Índice Mitóti
cia es muy sign

0

5

10

15

20

25

30

IM

TRATAMI
PHA [1m
EpVf [1m

                       
                       

 

co 

entan los re

 y el EpVf só

sobre las célu

e Mitótico (IM

ico del ensayo 
nificativa (P‹0.

                    

                       
                       

IENTO 
g/mL] 

mg/mL] 
 
 
 

                     

esultados d

ólo, a fin de

ulas. 
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