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Un nimero considerable de agentes quimicos a los que esta
expuesta la poblacién son mutagénicos, ellos podrian estar
determinando en gran medida la aparicidon de anornalidades
genéticas. Por lo tanto es necesario la identificacién de aquellos
compuestos que lo sean Yy su consiguiente eliminacién.

La importancia del presente trabajo estriba en la evaluacién
de la posible actividad mutagénica de dos agentes dquimicos
anticonvulsivantes, difenilhidantoinato de sodio DFH vy el
Diazepam, los cuales son farmacos ampliamente difundidos en la
poblacién. Para evaluar la actividad mutagénica se wutilizaron
dos pruebas citogenéticas: Prueba de Intercambios entre Crom&tides
Hermanas (ICH) y Prueba de Micronlicleos (PM).

Para el andlisis del efecto del DFH y el Diazepam por medio
de las pruebas citogendéticas arriba mencionadas en sistemas in
vivo , se utilizé un gran total de 90 ratones de la linea Balb-C
entre 8 a 1é semanas de edad. 30 de estos ratones (15 machos y 15
hembras) fueron divididos en 5 grupos para cada Ssexo, 3 grupos
fueron inyectados intraperitonealmente con una dosis fGnica de DFH
a concentraciones de 1, 10 y 20 mg/kg. Los dos grupos restantes
sirvieron como controles negativo (inyectados con suero
fisiolbégico) y positivo (inyectados con Mitimicina-C a una
concentracién de 0.5 mg/kg). Otros 30 ratones fueron agrupados de

la misma manera pero aplicandoles en dosis tnica 0.1, 0.2 y 0.4



mg/kg de Diazepam, Y los grupos control negative y positivo
recibieron suero fisioldgico y mitomicina € respectivamente. Por
cada ratdn, se analizardn de 25 a 50 metafases obtenidas de la
médula ésea usando la técnica de tincién diferencial para
intercambios de cromi&tides hermanas. ILos valores pfomedio de ICH
para cada grupo de tratamiento y de los controles negativo vy
positivo fueron comparados entre si mediante la prueba estadistica
de ANOVA (p<0.05). El andlisis de la frecuencia de ICH en ratones
tratados con DFH mostré un incremento significativo a
concentraciones de 10 (5.41*1.71) y 20 ng/kg (5.75%2.23) al
compararlo con el control negativo (4.26%1.29). La frecuencia de
ICH en ratones tratados con Diazepam mostré un incremento
significative en las concentraciones 0.2 y 0.4 mg/kg (4.06%1.79 y
4.43%1.62 respectivamente) al ser comparados con el control
negativo (3.57+1.50). De acuerdo al sexo, el andlisis de ICH en
ratones tratados con DFH y Diazepam mostré una correlacién
positiva en los ratones machos, es decir gue al aumentar las
concentraciones de DFH y Diazepam se incrementd la frecuencia de
ICH. Para la prueba de microniicleos los 30 ratones restantes se
agruparon de la misma forma que los experimentos anteriores. Por
cada ratdédn, fueron analizados 2000 eritrocitos policromaticos de
médula ésea tefiidos con Wright~Giemsa. Un incremento
significativo X?(p<0.05) en el porcentaje de eritrocitos

pelicromaticos micronficleados fué observado en ratones tratadoes



con Diazepam a 0.1 (2.06%), 0.2 (2.03%) y 0.4 mg/kg (2.18%) al
compararloc con el control negativo (1.02%). De acuerdo al sexo,
el efecto del Diazepam sobre la frecuencia de micronicleos mostro
la misma susceptibilidad entre machos (2.12%) y hembras (1.88%).
En conclusidén usando las pruebas de ICH y PM fue posible detectar
efectos mutagénicos del DFH y el Diazepan; 8in embargo es
importante continuar con este tipo de estudios para pecder
determinar el posible potencial mutagénico de estos farmacos sobre

los humanos.



I.=-INTRODUCCION

A partir del hallazgo de que algunos compuestos quimicos
producidos y usados por el hombre, resultaron ser mutagénicos en
experimentos con sistemas biolégicos subhumanos, surge una nueva
drea en la Toxicologia, llamada comunmente Toxicologia Genética
o Genética Toxicolégica, esto debido a la posibilidad de que tales
compuestos pudieran representat un riesgo potencial para 1la
produccién de mutaciones génicas o anormalidades cromostmicas en
células somdticas en las generaciones contempordneas, o en futuras

generaciones por la preoduccién de mutaciones en cé&lulas gaméticas.

Siendoc mds de 50,000 los compuestos producideog y difundidos
por la industria, adem&s de los que afio tras afio se introducen, se
hace necesario el establecimiento de pruebas rapidas, sencillas y
eficaces para identificar aquellos compuestos que tengan la
capacidad de inducir mutaciones, para poder lograr la prevencién

de los posibles efectos adversos sobre la poblacién humana.

Dichas alteraciones o mutaciones pueden resultar de la accidn
directa de los agentes quimicos sobre el material genético o sobre
componentes celulares funcionalmente ligados a &1, como son los
organelos que participan en la divisién celular (centriclos y

microttbulos), las proteinas de la cromatina o las enzimas que



contribuyen a la duplicacién o reparacidn del ADN,

Para estimar el riesgo que un compuesto dadec representa para
el hombre, &1 mismo seria el sistema biolégico ideal para
determinar y cuantificar dicho riesgo; sin embargo, los requisitos
éticos y econénmicos, asi como la duracién de ios estudios,
dificultan la investigacién en los seres humanos. Por esto mismo,
los experimentos en sistemas biolégicos no humanos resultan
valiosos en la evaluacién de los efectos genéticos de los agentes
quimicos por su capacidad de reproduccién, facilidad de

realizacién, relativa economia y corta dQuracién.

Dentro de los sistemas bioldégicos no humanos mnds comGnmente
utilizados para identificar mut&genos, se encuentran los virus,
bacterias, hongos, plantas, insectos, cultive de células de
mamiferos, y mamiferos en general, entre estos los ratones son una
de las especies mds utilizadas en los cuales se pueden identificar
alteraciones a nivel de mutacién génica, rearreglos cromosémicos
tanto numéricos como estructurales, ademias de la transmisidén de

mutaciones a los descendientes.

Algunas técnicas citogenéticas como la pruecba de Intercambio
de Cromatides Hermanas (ICH) Perry and Wolff (1974), y 1la Prueba

de MicrontGcleos (PM) Schmid (1975), son muy valiosas para la



deteccién y la cuantificacién de mutagenicidad. El presente
trabajo estd enfocado hacia la evaluacién mutagénica, para dos
farmacos anticonvulsivantes de uso comin; Difenilhidantoinato de
sodio (DFH) y el Diazepam, utilizando dichas técnicas

citogenéticas.

HIPOTESIS
En base a 1la informacidn anterior se plantearon las
siguientes hipdétesis: ‘
1.~ Debido a su estrecha relacién con eventos mutacionales, los
niveles de Intercambicos de Crom&tides Hermanas (ICH) ¥y los
micronicleos (MN), serdn mas elevados en los-ratones tratados
con diazepam y difenilhidantoinato de sodio (DFH), dque en los
ratones del grupo control negativo.
2.- La susceptibilidad de 1los ratones a la actividad mutagénica
del diazepam y difenilhidantoinato de sodio varia con el sexo

de los mismos.

OBJETIVOS
Para apoyar o refutar estas hipétesis se plantearon los siguientes
objetivos:
1.~ Detectar la presencia y frecuencia de micronficleos en los
eritrocitos policrom&ticos J6venes de mé&dula Ssea de ratones

.tratados y sus respectivos grupos control mediante la tincién



con eosina-azul de metileno.

Determinar la frecuencia de Intercambios de Cromitides
Hermanas (ICH) en metafases obtenidas de médula &6sea de
ratones tratados y grupo control, mediante la prueba de
tincién diferencial (ICH).

Comparar las frecuencias de micronicleos e intercambio de
crom&tides hermanas en ratones tratados con 1los del grupo
control mediante pruebas estadisticas.

Relacionar estos parametros citogenéticos con el sexo y la
dosis aplicada con la finalidad de observar si existen
diferencias con respecto a una poblacién testigo.

Comparar la sensibilidad de 1las pruebas de MN e ICH para

detectar actividad mutagénica.



II.- ANTECEDENTES

El estudio e jidentificacién precisa de los cromosomas en
general dié paso a una nueva rama especifica de la Genética, la
Citogenética que ha sido aplicada para la caracterizacién de
cromosomopatias y en 1la deteccién de dafios cromosémicos inducidos
por diversos agentes gquimicos, entre estos los medicamentos
antiepilépticos. Recientemente se han desarrcllado diversas
técnicas citogenéticas que permiten analizar con mis sensibilidad
la actividad mutagénica de algunos compuestos quimicos, éstas son
la prueba de Intercambio entre Cromidtides Hermanas (ICH) y 1la

Prueba de Micronidcleos (PM) .

A.~ INTERCAMBIO DE CROMATIDESE HERMANAS

Los Intercambios entre Cromatides Hermanas (ICH) fueron
primeramente descritos por Taylor (1957), al trabajar con cultivos
de células vegetales marcadas con timidina tritiada y wutilizando
técnicas autorradiograficas, &1 observdé que entre las cromdtides
hermanas ocurrian intercambios rebiprocos de segmentos
cromosémicos, pero con este tipo de técnicas el anadlisis detallado
era muy limitado, ya que el poder de resoluciébn de é&sta técnica
no era el adecuado. Zakharov y Egolina (1972) encontraron que si
a las células animales en cultivo se les permitia duplicar su ADN

dos, veces en presencia de 1la base andloga 5-bromedeoxiuridina



(BrdU) los cromosonmas tendrian una cromidtide unifilariamente
sustituida con BrdU y su cromdtide hermana estaria doblemente
sustituida, ésto le confiere a las - croméatides cierta
caracteristica ya que mediante una tincién con el colorante Giemsa
podemos diferenciar las cromatides por su tincién, una se tifie
débilmente y la otra con mds intensidad. Posteriormente Latt
(1973), obtuvo una diferenciacién mas contrastante en cromosomas
tefiidos con el fluoroecromo Hoechst 33258, Sin embargo, la
combinacién de ambas técnicas llamada FPG ( coloranté Fluorescente
mas Giemsa realizada por Perry y Wolff en 1974, permitisé 1la
detecciédn de los ICH con una gran resolucidn, ademds de que no se
requeria un microscopio de fluorescencia, ni microfotografias para

su observacion.

La prueba de intercambios entre cromdtides hermanas ha sido
frecuentemente utilizada en sistemas in vitreo, pero recientemente

se ha logrado utilizar en algunos mamiferos en sistemas in vivo.

Murty y Col. {(1977) concluyeron que los ICH constituyen el
sistema de prueba més sensible para determinar los efectos de
mutdgenos y/o carcindgenos, fundamentindose en que las
concentraciones de las mismas requeridas para inducir ICH son
menores gue las necesarias para inducir aberraciones cromosdémicas.

El alto poder de resolucidn de este método abre un nuevo campe de



investigacidén en mutagenicidad, basado en gue algunas substancias
sospechosas de ser mutagénicas, podrian elevar el nGmero de ICH
adn a concentraciones gue no eran activas en la produccién de

anormalidades cromostmicas detectadas por otras pruebas.

se ha establecido que el nlimero promedio de ICH puede variar
debido a distintos factores tales como los medicamentos, como el
busulfan, ciclofosfamida, mitomicina C, melphalan, Lamberts
(1978) ; bebidas alcoh®licas, Butler (1981); siIndrome de Bloom,
Latt (1981); algunos habitos personales como el fumar, Parodi
(1982) ; el consumo de té&, café, cocoa, Renner (1982). También se
han encontrado frecuencias elevadas de ICH en ciertas enfermedades
virales‘como herpes, hepatitis e influenza, Crossen (1982);
enfermedades en las que Be presenta un defecto en el sistema de
reparacién del ADN y s8on personas predispuestas a  procesos
cancerosos como leucemias, 1linfomas, cé&ncer mamario y melanomas
cutineas, Murty (1982), Aneria de fanconi y ataxia telangiectasia,
Latt 1981 y Galloway {(1985), A factores como la edad Das B (1985).
Exposicién a ciertos metales y sustancias como el ©6xido de
etilenc Soper (1984), al plomo, Leal-Garza y col.(1986), el
antifertilizante Gosipol, Leal-Garza y col (1990) , el mondémero
cloro-vinilo, Fucié& A. y col (1992), , pueden también aumentar 1la

frecuencia de los ICH en distintos sistemas biolbgicos de prueba.
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El método de BrdU-Giemsa para la deteccidn de ICH, permite
también estudiar la cinética del ciclo celular en cultivos de
linfocitos; las metafases en primera divisién no tienen tincidn
diferencial, mientras gque las células cultivadas por dos ciclos
completos en presencia de BrdU muestran una tincidn diferencial,
es decir los cromosomas presentan una cromidtide palida y 1la otra
chscura y las metafases en tercera divisidn muestran un 75% de sus

cromatides palidas (Figura 2).

B.- PRUEBA DE MICRONUCLEOS

El origen de 1la 1llamada "Prueba de micronficlecs™ (PM), se
inicio por los trabajos de Boller Yy Schmid (1970), guienes
realizando estudios hematcldgicos cbservaron gue en mé&dula oSsea de
hamsters chinos tratados con el mut&geno Trenimon, 1la anormalidad
nuclear mas frecuente, féacil de caontar y que mostrd un alto gradoc
de correlacidn con aberraciones cromosdnicas, fue la aparicién de
micronfcleos en eritrocitos Jévenes (eritrocitos policromaticos)
después de la expulsidén del nGcleo principal. Otros estudios
realizados por Matter vy Schmid (1971), en varias especies de
mamiferos, incluyvendo un primate y utilizando el mismo mutdgeno
demostraron la simplicidad Y aplicabilidad de esta té&cnica,
haciendo hincapié gque el uso de esta prueba puede ser una
herramienta muy wvaliosa en experimentos de mutagenicidad.

.Schmid (1971), Miller (1973), Schmid (1975), Matter (1975),
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concluyeron que los microndcleos son cuerpos de inclusién
citoplasmatica, formados por fragmentos cromatinicos y pocas
veces de cromosomas completos rezagados y que su presencia en las
células refleja la presencia de aberraciones cromosSmicas gque

ocurrieron durante la mitosis celular.

Matter y Schmid (1971), Headle (1973), y Schmid (1975),
realizaron una descripcién detallada de la metodologia de la PM,
basdndose en los siguientes principios y observaciones; las
fracturas en los cromosomas originan fragmentos acéntricos los
cuales al no tener sitio de unién con el huso acromético, no son
llevados hacia los polos opuastos de la célula, donde deberia
formar parte del niGcleo de alguna de las dos células hijas
resultantes de la divisidn celular, si no gue son inéluidos en las
células hijas, formando uno ¢ varios nGcleos secundarios, mucho
mis pequefios que el nGcleo principal, lo que motivé a denominarlos
Micronficleos (Schmid, 1975)}.

Estos micronficleos son facilmente detectados por su tincién
diferencial, ya que toman una  tonalidad azul intensa en
eritrocitos jévenes derivados de médula 6sea, (Figura 1). La
prueba de micronficleos, es un método de andlisis citogenético que
puede utilizarse tanto in vive como in vitro. Fue ideada para la
identificacidn de agentes quimicos con efectos clastogénicos, es

decir, a aquellos agentes capaces de producir fracturas a los
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cromosomas. Diversos trabajos muestran lo Gtil de la prueba y su
importancia dada su simplicidad, facil conteo y amplio espectro de

aplicabilidad.

Weber y Col (1975); describieron los efectos producidos por
algunos agentes alquilantes, como la trietilenmelamina y
trimetilfosfato, en donde observaron dgue &stos producian wuna
frecuencia elevada de aberraciones cromosémicas utilizando para
sus experimentos células de wmédula O6sea de ratcones. Matter vy
Schmid ( 1976}, realizaron experimentos wutilizando compuestos
inductores de aberraciones cromosémicas, como 1la ciclofosfamida,
mitomicina €, colchicina, etilmetano-sulfonato y ciertas drogas
citotdxicas como las utilizadas en quimioterapia contra el céancer,
Yy mostraron que la frecuencia de micronficleos aumentaba con estas
dregas.

Jenssen y Ramel (1980), con el objeto de evaluar la utilidad
de la PM como un ensayc rapido para la deteccién de carcindgenos
realizaron una revisién de la literatura y encontraron un total de
143 agentes quinicos que habian sido probados con ésta técnica, y
se demostrd gue la mayoria de ellos producian un aumento en la
frecuencia de los microniicleos, cuando eran aplicados a los

sistemas de prueba tanto in vivo COono in vitro.

Se ha establecido que el nmero de micronficleos en
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eritrocitos policrométicos jévenes en los humanos también puede
variar debido no sole a la induccidén por agentes quimicos sino
tambi&n a otroas factores: como en algunas enfermedades como la
anemia perniciosa, Jensen M.K. (1977). habitos personales, como
el fumar vy el consumo de bebidas alcohSlicas e infecciones
virales, Stich y Rosgin (1984). También es aumentade el nimero de
MN en las enfermedades hereditarias tales como el sindrome de
Bloom, Rosin y German (1985)., en ciertas dietas alimenticias,
Picker y Fox (1986)., la edad de los individuos, <Chakrabarti and
Duttakk (1988)., en 1las terapias antileucémicas (quimio y
radioterapia) Migliore L. y col.(1991), Yy también puede variar el
niimero de MN por las radiacidnes producidas por aparatos de uso
comin actualmente como el horno de microondas, Garaj-Vrhovac y

Horvat (1992).

En base a la informacidén anterior, se puede concluir gque el
andlisis de micronGcleos ofrece un método sencilleo, econfémico vy
efectivo para investigar y evaluar la respuesta celular al efecto

de mutdgenos y/o agentes carcindégenos.

C.~ DIFENILHIDANTOINATO DE 8S8ODIO (DFH)

El DFH es un farmaco primario usado para el tratamiento de

casl toda clase de epilepsia, su farmacocinética es modificada por
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su hidrosolubilidad limitada y por su eliminacidén gue depende de
la dosis. Su distribucidén es amplia en todos 1los tejidos Yy se
excreta sin modificacion menos del 5% del DFH por la orina, el
resto es metabolizado principalmente por enzimas microsomales
hepé&ticas presentando una vida media plasmatica de 24 Hrs. el
metabolito principal es el derivado para~-hidroxifenilo, el cual
representa alrededor de un 60 % a 70% de una dosis Gnica, otros
metabolitos derivados son el dihidroxicatecol, 3-metoxi, y el
dihidrodiol.

En el estudio realizado por Bartsch (1975), al analizar
metafases de linfocitos en cultivos de 72 Hrs. provenientes de
nifioe bajo terapia con DFH, y al compararse con un grupo control,
no se encontraron diferencias significativas en cuante al nimero
de aberraciones cromosémicas, bajo la hipotesis de que en 72 hrs.
de cultivo, éste puede favorecer la duplicacidén de c¢élulas
normales y por consiguiente, reducir la posibilidad de encontrar
células afectadas, se realizd un estudio similar con la diferencia
de que las personas bajo terapia al DFH eran personas adultas y
sus linfocitos fueron cultivados por 48 hrs. y al realizar los
anidlisis correspendientes se encontrd un incremento significativo
de aberraciones cromosémicas en los paclentes gue estuvieron en
contacto con el medicamento.

En un estudioc efectuado directamente sobre células obtenidas

de médula o&sea, 1los resultados encontrades son negativos en cuanto
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a anormalidades cromosdmicas., Alving y Jensen (1976).

Alving y Jensen (1977) sugieren gque los individuos jdvenes
(nifios), presentan una mayor capacidad de reparacidén de daho al
ADN, ¥y por ende las anomalias cromosdOmicas ng scon aumentadas
significativamente.

Estudios in vitro en linfocites humanes en cultivo, tratadoes
con DFH, vy realizados por Hunke (1978}, revelaron que la
frecuencia de ICH se eleva al incrementar la concentracidén del
medicamento presente en el medio de cultivo en concentraciocnes gue
de 10 a 100 mg/ml.

Esser y colaboradores (1981), informan lo contrario en
estudios realizados en nifios bajo terapia c¢on la droga, ya que los
resultados obtenidos al analizar aberraciones cromosémicas en
cultivos de 48 horas de 1linfocitos aunque sus frecuencias eran
algo elevadas sobre el grupo control 3.05% y 1.4% respectivamente,
sin embargo esta diferencia no fué estadisticamente significativa.

En des trabajos que tratan acerca de las frecuencias de ICH
en linfocitos de nifios bajo terapia con DFH, en los cuales la
metecdologia y parémetros utilizados fueron muy semejantes, Yy se
realizaron en nifios cuyo periodo de tratamiento era en promedio de
2.6 afios y la edad estaba en un rango de 11 afics, a ellos se les
extrajo una muestra sanguinea la c¢ual se deposité en un medio de
cultivo para linfocitos durante 72 horas en presencia de BrdU. Al

finalizar el tiempo de cultivo se realizaron las preparaciones
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cromosdmicas correspondientes y al analizar las frecuencias de
ICH, Habendank y Col.( 1982), informan de un incremento de ICH
sobre un grupo control sin exposicién al medicamento, contrario a
los resultados obtenidos por Hunke y Col.(1978)}, guienes no

encontraron diferencias significativas.

D.- DIAZEPAM

El diazepam es un excelente relajante muscular, ademds tiene
propiedades sedativas y es usado como un agente antiepiléptico.
Soraya Dhillen y <col (1981), concluyeron gque el diazepam es

extensivamente metabolizado por demetilacién e hidroxilacién,

originando los siguientes metabolitos, N-demetildiazepam, 3~
hidroxidiazepam y el oxazepamnm. Estos metabeolitos son conjugados
con el acido glucurénico Yy excretados en la orina.

Ademas de estos estudios a nivel bioguimico, se han realizado
otros a nivel citogenético como los de Hsu. y Col (1981), quienes
usaron el diazepam  como blogqueador mitético para inducir
aneuploidia en cé&lulas diploides de hamster chino y encontraron
que el diazepam en una concentracién de 100 mg/10 ml de medio de
cultivo de células de hamsters era blogueada completamente la
divisién mitética en metafase, y ademds concluyeron gue este

bloqueo puede ser inhibido cuando el diazepam es removido del
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medio de cultivo, si la accién de este agente no era mayor de dos
horas, pero cuando la accién del medicamento era prolongada por
espacio de siete horas, al recuperarse la poblacién celular
presentaba un alto nivel de cromosomas rezagados, produciendo
células aneuploides.

Posteriormente Shore y col.(1983), concluyeron que el diazepam en
el humanco puede atravesar la placenta de madres expuestas a éste
durante el trabajo de parto. También cuando las madres fueron
expuestas a diazepam al final del primer trimestre de gestacién
presentaron altas concentraciones del N-dimetildiazepam.

Renaul y Col (1989) realizaron un estudioc in vitrc en donde
aplicaron distintas concentraciones de diazepam, encontrando que
este medicamento es un inhibidor especifico de la proliferacidn
celular en concentraciones activas de 10 a 100 mg/ml.

Bao T. Van y Cols. (1992) reportaron efectos clastogénicos en

el humano por altas dosis de diazepam.

18



III.- MATERIAL Y METODOS

Para obtener resultados positivos para ambas pruebas (PM e
ICH) es decir tener una produccidn alta de micronticleos y de
intercambios de cromitides hermanas en las células de los animales
de experimentacién, se usé la droga Mitomicina c a una
concentracidn de 0.5 mg/Kg de peso cuyo potencial mutagénico y
carcinogénico es ya conocido, facilitando de esta manera 1la
estandarizacién de los dos métodos citogenéticos utilizados en
este estudio. Los resultados obtenidos con este mutigeno a razdn
de 0.25 ml/g de peso sirvieron como testigo positivo.
Al grupo llamado testigo negativo se les administrd wun volGmen

equivalente de solucidén salina.

Compuastos a evaluar:
Diazepam:

En base a la dosis terapéutica utilizada en el humano se
eligieron las siguientes dosis de diazepam : 0.1, 0.2 ¥ 0.4 mg/kg
de peso. Las dosis a probar fueron disueltas en solucién salina
estéril (0.9% de NacCl) y administradas a los ratones con una
jeringa estéril de 1 ml a razén de 0.25 ml, por via

intraperitoneal y a dosis Gnicas.
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Difenilhidantoinato ge Sodio;

En base a la dosis terapéutica utilizada en el humano, se
eligieron las siguientes dosis de DFH: 1, 10 y 20 mg/kg de peso.
Las dosis a probar fueron disueltas en solucidn salina
estéril (0.9% de NaCl) vy administradas a los ratones con una
jeringa estéril de 1 ml a razdén de 0.25 ml/g de peso, por via

intraperitoneal y a dosis tinicas.

Material Bioldgico.
Ratones machos y hembras de 1la 1linea Balb €, con una edad
aproximada de ocho a doce semanas, los cuales desde su nacimiento

estuvieron bajo condiciones de Bioterio.
A.- PRUEBA DE INTERCAMBIOB ENTRE CROMATIDES HERMANAS (ICH)

Esta prueba se realizd in viveo, con una poblacidédn total de 60
ratones, 30 machos y 30 hembras.
Tres ratones machos y tres hembras fueron incluidos como control
positive. El grupo control negativo también incluyé tres ratones
hembras y tres ratones machos. Los ratones Arestantes se
dividieron en dos grupos seglin el sexo, y cada grupo se subdividid
en tres, formados por tres ratones cada uno de ellos,
correspondiendo ﬁn grupo a cada concentracién del compuesto a

probar.
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El procedimiento técnico de la prueba de ICH implica:

a) Administracién de las 5-bromodeoxiuridina

b) Administracién de los compuestos a evaluar (DFH, DIAZEPAM)
¢c) Aplicacién de colchicina

d) Obtencién de células metafdsicas a partir de médula Osea.
e) Tincidn diferencial de las cromdtides hermanas

f) Criterio experimental para la cuantificacidén de ICH

g) Analisis estadistico

it

Adminigtracién de la S5-bromodeoxiuridina:

A cada ratdon se le aplicd 0.25 ml de una solucidn de 5-
bromodeoxiuridina a una concentracién de 20 mg/ml disuelto en
carbono activado. La administracién se realizé con una jeringa de

tuberculina estéril via intraperitoneal.

aAdministracién de los compuestos & evaluar {(DFH, Diazepam):

Nueve horas después de la aplicacién de la S5-bromodeoxiuridina
se administraron las diferentes dosis de diazepam Y de
difenilhidantoinato de sodio. Para lograr los miximos efectos del

tratamiento se dejd actuar el farmaco por 10 horas.
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Aplicacién de la Colchicina:

La colchicina fue diluida en agua destilada para tener una
concentracién de 1 mg/ml. A los ratones se les administré 0.25 ml
de solucién de colchicina por via intraperitoneal con una jeringa
de tuberculina estéri. Dos horas después de la aplicacidn, los

ratones fueron sacrificados por dislocacidn cervical.

Obtencién de células metaffisicas a partir de médula Ssea:

Para la obtencién de metafases se requiere primeramente

extraer la médula evitando que ésta se coagule, para lo due es

necesario:

-Extraer rapidamente la médula

-Recibir la muestra en un tubo de centrifuga con una solucidn de
suero fetal de ternera, va que al recibir la médula directamente
en la solucién hipoténica generalmente se forman residuos
fibrosos que después dificultan la observacién de las metafases.

-Centrifugar la suspensién de células de médula dsea a 1500 rpm
durante 10 minutos.

~-Extraer cuidadosamente el sobrenadante, con una pipeta Pasteur y
se procede a colocar la solucién hipoténica {( KC1 a una
concentracién de 0.75 M ) resuspender bien y dejar en reposo la
suspensién celular por 20 minutos.

-~Para interrumpir la accién de 1la solucidén  hipotdnica, se

centrifuga la suspensién a 1500 rpm durante 10 minutos.
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-Retirar el sobrenadante dejando 1la muestra en un volumen de 0.5
ml.

-Se le afiade a la muestra 2 ml de solucién fijadora de reciente
preparacidn, y que en este caso fue preparado con una proporcién
de ( 3:1 alcohol metilico absoluto y &cido acético glacial hasta
un volumen de 5 ml).

-Se centrifuga la . suspensién celular a 1500 rpm durante 10
minutos, se remueve el sobrenadante dejande 0.25 ml de liquido,
se aflade nuevamente la solucidén fijadora y se prosigue a realizar
los mismos pasos hasta que se observe la suspensién de células

limpia y clara.

Enseqguida, se desecha el sobrenadante dejando solamente 0.3 ml de
la solucidén fijadora en donde son resuspendidas las células
sedimentadas, se toma la suspensién c¢on una pipeta Pasteur y en
portaobjetos limpios, se dejan caer sobre cada uno de ellos 2
gotas de la muestra desde la altura de 30 cm. Yy se secan estas

laminillas agitdndolas al aire.

Tincién Diferencial de las CromiAtides Hermanas:

-Tefiir las laminillas con fluorocrome Hoechst 33258 a una
concentracién de 107> M durante 20 minutos.

-Lavar con agua destilada y secar al aire.

-Se agrega a la superficie de la preparacién una gota de buffer Mc

Ilveine (PH=8.0) y se coloca un cubreobjetos para uniformizar la
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reaccidn, posteriormente sellar con esmalte.

-Incubar las laminillas a 502C y a la vez exponerlas a luz UV,
(360 nm) a una distancia aproximada de 5 cm. por 30 minutos.

-Remover cuidadosamente el cubrecbjetos, enjuagar la preparacién
con agua destilada y secar al aire.

-Tefilr con Giemsa al 4% en buffer de fosfatos 0.1 M (PH 6.8)
alrededor de 20 minutos, hasta observar una buena diferenciacién
de las cromiatides. Finalmente lavar con agua destilada vy
secarlas al aire.

~Se colocan las laminillas en Xilol durante cinco minutos.

-Montar en resina para ser analizadas al microscopico con aumento
seco débil y seco fuerte, asi como también c¢on el objetivo

de 100X utilizando aceite de inmersién.

criterio Experimental para la Cuantificaciédn 4s JICH:

Se tifien de tres a cinco preparaciones de cada ratdén y se
procede a escoger la de mejor coloracién. El1 analisis microscépico
de las laminillas, es primer¢o al objetivo de 10X, con la finalidad
de seleccionar la preparacién con mejor tincién y eﬁ mejor estado
morfolégico de los cromoscmas.

Con el objetivo de 100X, los cromosomas metafasicos se observan
con una cromiatide tefiida fuertemente y la otra cromatide palida,
observandose claramente los puntos de intercambios entre

cromdtides hermanas las cuales fueron cuantificadas en un total de
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25 a 50 metafases por ratén. La observaciénes fueron realizadas

siguiendo el método de doble ciego.

Anflisis Estadistico:

Para analizar las frecuencias de ICH por metafase en los
ratones tratados con los anticonvulsivantes DFH y Diazepam, y en
los controles positivo y negativo, los resultados fueron agrupados
por sexo y dosis utilizadas para compararlos entre si médiante las
pruebas estadisticas de "t" de Student y Andlisis de varianza

(ANOVA), (p<0.05).

B} .= PRUEBA DE MICRONUCLEOS (PM)

Para esta prueba in vivo, se trabajd con un total de 30
ratones machos y 30 ratones hembras.
Los grupos y subgrupos de ratones formados de acuerdo al sexo y
dosis fueron los mismos gue para la prueba de ICH.
El procedimiento técnico de esta prueba (PM) implica los

siguientes pasos:

Administracién de los compuastos:
Las dosis a probar fueron administradas de acuerdo a la

metodologia previamente descrita. A las 24 horas después de 1la
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aplicacién de la dosis, los ratones fueron sacrificados por medio

de dislocacién cervical.

obtencidén de Médula Osea:s

Recién sacrificado el ratdén ambos fémures fueron removidos

rapidamente. Utilizando un bisturl se realizan incisiones a nivel
del mfisculo femoral y el fémur es desarticulado de la pelvis y
tibia, haciendo uso de una gasa y solucién salina, se quita el
exceso del miGsculo presente en cada uno de los fémur extraidos, el
fémur limpio es cuidadosamente cortado por sus extremos proximal y
distal con una hoja de bisturi y depositade en un tubo de
centrifuga con 5 ml de suero fetal de ternera previamente
preparado. Son tomados 2.5 ml del suero fetal con una jeringa
desechable y la aguja de la jeringa es insertada en el extremo
distal del fémur, el cual es completamente sumergide y oprimido
en la pared de un tubo de centrifuga, el suero es pasado por la
jeringa y ésto hace que la mé&dula 6sea sea recuperada en el tubo
de centrifuga.

Esta operacién se repite con el otro fémur del mismo ratén,
utilizande los 2.5 ml del suero restante, de esta manera las
células de la médula Osea se observan como una fina suspensidén en
el suero. Estos pasos deben realizarse lo mds rapidamente posible
para evitar la coagulacién y deterioro de las células de médula

b6sea dentro de los fénures.
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Preparacidén de Laminillas,

La muestra de cé&lulas medulares es resuspendida vigorosamente
con una pipeta pasteur Yy después la suspensién celular es
centrifugada por 5 minutos a 1500 rpm, posteriormente con la misma
pipeta se elimina el sobrenadante dejando sSlo el paguete celular.

Este tiltimo paso se repite hasta gque la suspensidén se vea de
una tonalidad clara, con la misma pipeta se deja caer una gota en
el extremo de un portaobjetos limpio y colocado en un angulo de 45
grados para gue la solucién se extienda, estas preparaciones se

dejan secar al aire a temperatura ambiente.

S s S e s

En el presente trabajo, las tinciones se realizaron con el
colorante Eosina-azul de metileno segin la f6rmula de Wright y de
acuerdo al siguiente procedimiento:
1.~ Preparacién del colorante: agregar 0.3 g de colorante Wright

(Harleco) en 100 ml de alcchol metilico absoluto mads 1 ml de

glicerina; dejar reposar por siete dias, agitgr y filtrar
antes de su uso.

2.- Tefiir las laminillas con el colorante Eosina-azul de metileno
por dos minutos.

3.- Lavar con agua destilada y secar al aire.

4.- Aclarar con xilol durante 10 minuteos y montar en resina.
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Andlisis de las Laminjllas:

El andlisis microscépice se realizé con los aumentos dados
por el objetivo de 100x, los eritrocitos policrom&ticos jbvenes se
observan con un tinte rosa pélido y los micronlcleos fuercn
facilmente detectados por su coloracién contrastante azul intenso.
Por cada ratdn se analizaron 2,000 eritrocitos jévenes anucleados,
para el conteo de micronficleos se considerd el nGmero de cé&lulas
micronucleadas del total y no el nGmero de microniclecs por

célula.

Anélisis Estadistico:
Las resultados obtenidos, se agruparon de acuerdo al sexo Y a
las dosis utilizadas del farmaco. El1 andlisis estadistico se
realizé con la prueba de x2 (p<0.05). compardndose entre si las

frecuencias obtenidas para cada grupo.
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IV.- RESULTALOS

Con el objeto de determinar si los farmacos (Diazepam y el
Difenilhidantoinato de Sodio) presentaban efectos mutiagenos y/o
clastogénicos, sobre células de m&dula 6sea de ratdén y si este
efecto estaba relacionado con el sexo de los ratones estudiados,
ge compararon estas poblaciones con los controles positivo y

negative, encontrandose los siguientes resultados:

A.- INTERCAMBIO DE CROMATIDES HERMANAS (ICH)

a) Comparacidén de las frecuencias de ICHE en ratones 'sratados con
distintas dosis de DFH y con sus respectivos controles positive
¥ neqativo.

El efecto del DFH en 1la induccidén de ICH comparado con el
grupo control negativo (suero fisiolégico) y el control positivo
(Mitomicina C) se presenta en el Cuadro No. 1. Donde puede
observarse gue la media de ICH/célula en la poblacién total es de
5.20 + 1.86 por metafase. La frecuencia de ICH se incrementa
tanto en machos como en hembras (M+H) al aumentar la dosis de DFH.
La frecuencia de ICH a la concentracién de 1 mg/kg (4.60%+1.62) se
observd ligeramente incrementada cuando s8e le compara contra el
grupo control negativo (4.26%1.29), sin embargo no resultaron

estadisticamente diferentes. La diferencia en la produccidén de ICH
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en las dosis de 10 (5.41%*1.71) ¥ 20 mg/kg de peso (5.75%2.23), con
respecto al control negativo (4.26+1.29) y entre ellas resultaron
estadisticamente diferentes (p< 0.05), pero su efecto es menor

qgue el producldo per la Mitomicina Cc - (5.97%1.74).

b) Efectoc del sexo sobre la frecuencia de ICH en ratones tratados
con distintas dosis de difenilhidantoinato de sodio.

En el mismo Cuadro 1, se muestra la frecuencia de ICH en
ratones machos y hembras, tratados c¢on distintas dosis de DFH. La
media de ICH para la poblacién total de ratones hembras resultd
ser significativamente mayor (5.38%2.16) que en la de machos
(5.01%1.46). De acuerdo a las diferentes dosis de tratamiento en
ratones hembras, se observa que la media de ICH por metafase se
incrementa al aumentar la dosis de DFH. La media de ICH a 1la
concentracién de 1 mg/kg (4.84+*1.46) fué ligeramente mayor a la
del grupo contr¢l negativo (4.45*1.57) pero no resultd ser
estadisticamente diferente. Los incrementos en la produccidédn de
ICH a las dosis de 10 (5.89% 2.10) y 20 mg/kg de peso (5.91%2.85),
resultaron significativos al compararlos con la dosis de 1 mg/kg
(4.84%21.46}) ¥y con el grupc control negativo (4.45%1.57). El
efecto del DFH sobre la frecuencia de ICH a las concentraciones de
10 (5.89% 2.10) y 20 mg/kg de peso (5.9112,85) resultd muy similar
al producido por la Mitomicina C ({5.80%2.13).

En los ratones machos también se chservd un incremento
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significativo de ICH / metafase al aumentar la dosis de DFH.
La media de ICH a la concentracién de 1 wmg/kg (4.36%1.74) fué
estadisticamente igual al grupo control negativeo (4.0610.85)

El aumento en la produccién de ICH a las dosis de 10 (4.89+ 0.94)
y 20 mg/kg de peso (5.59%1.29), resultd significative al
compararlo con la dosis de 1 mg/kg (4.36%1.74) y con el grupo
control negativo (4.06t0.85), pero su efecto es menor que el
producido por la Mitomicina C (6.14%1.19).

De acuerdo a las diferentes dosis aplicadas y al sexo, se
encontrd un incremento significative de ICH en hembras tratadas
con la dosis 10 mg/kg (5.89+2.10) al compararla con la frecuencia
de ICH obtenida en machos tratados con la misma dosis (4.8910.94).

El efecto de la Mitomiecina € sobre la frecuencia de ICH
resultd ser ligeramente mayor en machos (6.14 %+ 1.19) con respecto
a las hembras (5.80 * 2.13), pero el anédlisis estadistico no
reveld diferencias significativas entre estos grupos.

E]l grupo control negativo tratado con suero fisiolégico no
mostrd diferencias significativas en la frecuencia de ICH entre

machos (4.06 + 0.85) y hembras (4.45 &t 1.57).

c) Comparacidén de las frecuencias de ICH en ratones tratados con

distintas dosis de diagepam y controles positivo y negativos.

El efecto del diazepam en la induccién de ICH comparado con

el grupo testigo negativo y el grupe testigo positivo ese muestran
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en el Cuadro N9 2, en el cual puede observarse que la media de ICH
en la poblacién total (M+H) es de 4.50 *# 2.19 por metafase. La
frecuencia de ICH se incrementa a medida que aumenta la dosis
aplicada, encontridndose una diferencia significativa entre las
dosis 0.2 (4.06%1.79) Yy 0.4 mg/kg de pesc (4.43+1.62) de Diazepam
con respecto al testigo negativo (3.57+1.50); estas dosis
revelaron frecuencias de ICH estadisticamente menores a las

producidas por la Mitomicina C (7.04%2.20).

d) Efecto del sexo sobre la frecuencia de ICH en ratones tratados
con distintas dosis de diazepam.

En el Cuadro N2 2, se muestra la frecuencia de ICH en ratones
hembras y machos tratados con distintas dosis de Diazepan. La
media de produccidtn de ICH para la poblacidn de ratcnes machos
resultd ligeramente mayor pero no significativamente diferente
(4.69 + 2.35) que la de las hembras (4.31 <t 2.00). De acuerdo a
las diferentes dosis de Diazepam aplicadas a ratones machos, se
observa gue la media de ICH por metafase se incrementa
significativamente a medida gque aumenta la dosis aplicada,
(3.3321.66, 4.20%1.85, 4.87*1.62 respectivamente), en los ratones
hembra, las frecuencias de ICH muestran el mismo comportamiento
presente en machos ( 3.52x1.46, 3.9211.73, 3.99%1.51
respectivamente) peroc no se encontraron diferencias éignificativas

entre las frecuencias de ICH de las tres dosis aplicadas.
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De acuerdo a 1las diferentes dosis aplicadas y al sexo, se
encontrd un incremento significativo de ICH en los machos tratados
con Diazepam a una concentracién de 0.4 mg/Kg de peso (4.87+1.62),
con respecto a las hembras tratadas con la  misma dosis
(3.99+1.51).

El efecto producido por la Mitomicina € sobre 1la frecuencia
de ICH en los dos grupos (machos b4 hembras) resultéd
estadisticamente mayor qgque el de las tres dosis estudiadas y se
cbserva ligeramente incrementado en machos (7.48 #* 2.22) con
respecto a hembras (6.59 + 2.10). El1 grupo contrel negativo
tratado con suero fisioldgico no mostrd diferencias significativas
de ICH entre los sexos, (3.58 + 1.66) en machos y (3.56 * 1.28) en

hembras.

B.— PRUEBA DE MICRONUCLEOQOS.

a) Comparacién de las frecuencias de MicronGcleos (MN) en ratones

tratados con distintas dosis de diagzepam, ¢on sus respectivos

controles pesitvo y negativo.

El efecto de 1las diferentes dosis de diazepam sobre la
produccién de micronficleos comparado con los grupos testigo

negativo (suero fisiolbgico) y testigo positivo (Mitomicina C), se
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presenta en el Cuadro N2 3, en el cual puede observarse gue la
media de MN en la poblacién total es de 1.99%. La frecuencia de
de células micronicleadas (MN) se observa ligeramente incrementada
a medida que se aumenta la dosis de Diazepam, encontrandose
diferencias significativas a partir de 1la dosis m&s baja (0.1
mg/kg, 2.06%) con respecto al control negativo (suero fisioldgico
1.02%), sin embargo, al comparar entre si el efecto de 1las tres
dosis de diazepam utilizadas (0.1, 0.2 y 0.4 mg/kg de peso) sobre
la frecuencia de MN (2.06%, 2.03%, y 2.18% respectivamente) no se
encontraron diferencias significativas entre ellas.

El efecto producido por 1la Mitomicina ¢ sobre 1la frecuencia
de MN resultd estadisticamente mayor (3.05%) que el producido por
las tres dosis de diazepam estudiadas (0.1, 0.2 y 0.4 mg/kg de

peso) (2.06%, 2.03%, Y 2.18% respectivamente).

—_—— e MM ==

tratados con distintas dosis de Diazepam.

En el mismo Cuadro N2 3, se muestran las frecuencias de MN
en ratones tratados con distintas dosis de Diazepam de acuerdo al
sexo. El porcentaje de producciétn de MN para los ratones machos
fué significativamente mayor (2.12%) que el de las hembras
(1.88%). De acuerdo a las diferentes dosis de tratamiento, en

ratenes machos se observa que el porcentaije de células
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micronicleadas se incrementa (1.98%, 2.19%, 2.31%) al aumentar la
dosis de Diazepam (0.1, 0.2 y 0.4 mg/kg de peso respectivamente),
encontrandose diferencias significativas a partir de la dosis més
baja (0.1 mg/kg) de Diazepam con respectoe al control negativo
(suero fisioldgico 1.35%). Al comparar entre si el efecto de las
tres diferentes dosis de diazepam utilizadas sobre 1la frecuencia
de MN no se encontraron diferencias significativa entre ellas. El
efecto de las diferentes dosis de diazepam utilizadas en ratones
hempras (0.1, 0.2 y 0.4 mg/kg.) scbre las frecuencias de MN mostrd
un comportamiento muy similar al observado en ratones machos
(2.13%, 1.92%, 2.07% respectivamente), encontrandose diferencias
significativas a partir de la dosis m&s baja de Diazepam utilizada
(0.1 mg/kg) con respecto al control negativo (0.76%). Al comparar
entre si el efecto de las tres diferentes dosis de diazepanm
utilizadas sobre la frecuencia de MN no se encontrd diferencia
significativa entre ellas.

El efecto producido por la Mitomicina € sobre la frecuencia
de MN en machos y hembras resulté estadisticamente mayor gque el
producido por las tres dosis estudiadas, y se observa ligeramente
incrementado en ratones hembras (3.10%) con respecto a los machos
(2.99%). El grupé control negativoe tratado con suero fisioldgico
mostrd un incremento significativo de MN en ratones machos (1.35%)

al ser comparados con las hembras (0.76%).
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c) Eritropoyesis en ratones tratados cop distintas dosis de

iazepam.

El efecto del Diazepam en la eritropoyesis comparado con los
testigos positive y negativo se muestran en el cuadro N2 4, en el
cual puede observarse dque los valores promediosg de Epc/Er
(Eritrocitos policromaticos [/ Eritrocitos totales) en la poblacién
total es de 0.38. Los valores de la relacidn Epc/Er en los tres
grupos tratados con Diazepam (0.39, 0.42, 0.39, respectivamente)
muestran valores muy similares al control negativo (0.43).

El efecto producido por la Mitomicina C sobre 1los valores de
la relacién de Epc/Er resultd estadisticamente menor (0.27) que
las tres dosis de diazepam estudiadas (0.39, 0.42, 0.39,

respectivamente).

d) Efecto del sexo en la eritropoyesis de ratones tratadog con

diferentes dosis de Diazepam.

En el mismo Cuadro N2 4, se muestran los valores de la relacién
Epc/Er en ratones tratados con distintas desis de Dlazepam de
acuerdo al sexo. Los valores promedios de la relacidédn Epc/Er
resultaron ligeramente mayores en hembras (0.41l) que en machos
(0.35). De acuerdo a las diferentes dosis de tratamiento (0.1,
0.2 y 0.4 mg/kg de Diazepam), en ratones hembras los valores

promedios de Epc/Er (0.42, 0.49, 0.42 respectivamente) no
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moptraron diferencias significativas al ser comparadas con el
grupo control negativo 0.47. Este mismo comportamiento fue
observado en ratones mRachos al comparar estadisticamente los
valores de Epc/Er obtenidos en las tres dosis de diazepam
estudiadas (0.37, 0.34, 0.37) con el grupo control negativo
(0.38).

Los valores de la relacidn promedio de Epc/Er de acuerdo a
las diferentes dosis aplicadas y al sexo, mostraron un incremento
significativo en los ratones hembras tratados con las tres dosis
estudiadas (0.1, 0.2 y 0.4 mg/kg) (0.42, 0.49, 0.42) al ser
comparados con los resultados obtenidos en 1los ratones machos
tratados con las mismas dosis (0.37, 0.34, 0.37 respectivamente).

Los valores de Epc/Exr en el grupo control negativo tratado
con suero fisioldgico resultdé significativamente mayor en las
hembras (0.47) que en los machos (0.38).

El efecto de la Mitomicina C sobre log valores de la
relacion Epc/Er es muy similar en ambos sexos, 0.27 en machos y

0.26 en hembras.
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C.— BENBIBILIDAD DE LA PRUEBA DE MICRONUCLEOB (MN) Y LA TECNICA DE

INTERCAMBIO DE CROMATIDES HERMANAS (ICH) EN RATONES TRATADOS

CON TREB DIFERENTES DOSIS DE DIAZEPANM.

En el cuadro N2 5, se resumen los resultados del efecto del

Diazepam sobre la frecuencia de ICH Y MN :

1.

Con las dos pruebas citogenédticas (MN y ICH) fueron detectadas
diferencias significativas entre las dosis aplicadas y los dos
controles (positivo y negativo}, aungque con la prueba de ICH no
fué posible detectar la diferencia significativa entre la dosis
mds pequefia (0.1 mg/kg de peso, 3.42*1.56} Yy el grupo control
negativo (3.57+1.50).
En cuanto al sexo, la poblacién total de machos reveld un
incremento significativo en la frecuencia de ICH (4.69+2,35) al
compararlas con la hembras (4.31%2.0). La frecuencia de ICH en
machos mostrd un incremento significativo a partir de la dosis
intermedia 0.02 mg/kg de peso (4.20+1.85) con respecto al grupo
control negativo (3.58%+1.66), mientras que la frecuencia de MN
reveld una diferencia significativa unicamente entre la dosis
mayor 0.4 mg/kg de peso (2.31%) y el control negativo (1.35%).
En los ratones hembras la frecuencia de MN mostrsé un incremento
significativo a partir de 1la doseis mis pequefia 0.1 mg/kg de

pesc (2.13%), al compararla con el control negativo (0.76%),
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3.

mientras que con 1la prueba de ICH solamente se detectaron
diferenciaé significativas de las tres dosis estudiadas
(3.52+1.46, 3.92%1.73, 3.99+1.51 respectivamente) al ser
comparadas con control positivo (6.59+2.10).
De acuerdo a las diferentes dosis aplicadas y al sexXc, c¢on la
prueba de ICH fué posible detectar diferencias significativas
entre machos y hembras tratados con 0.4 mng/kg de peso de
diazepam (4.87*1.62, 3.99+1.51) Y con Mitomicina c,
(7.48+2.22, 6£.5932.10 respectivamente), mientras gue las
frecuencias de My solamente revelaron diferencias
significativas entre sexos en los ratones del control negativo
tratados con suero fisioldgico (1.35% en machos y 0.76% en

hembras) .
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V.~ DIBCUBION

A.- PRUEBA DE INTERCAMBIO DE CROMATIDES HERMANAS (ICH).
a) Frecuencias de ICH en ratones tratados con distintas dosis
de DFH.

Los resultados aqui obtenidos, muestran un incremento
significativo en las frecuencias de intercambios de croma&tides
hermanas (ICH) en mé&dula Ssea de ratones tratados con DFH (10 y 20
mg/kg de peso); estos hallazgos estin de acuerdo con lo informado
para pacientes epilépticos bajo terapia con DFH, Habedank y col.
(1982), Kulkarni P. y col. (1984), Schaumann y col.(1985).
Sin embargo otros estudios citogenéticos en cultivo de células de
humano y de ratédn tratadas con DFH, indican que hay un aumentoc en
las aneuploidias, pero no en aberraciones cromosdmicas
estructurales, Oliveira and Machado (1987). Otros trabajos
informan de un incremento significativo del efecto citogenético a
dosis bajas de DFH, sin embargo, a dosis altas de la droga no es
posible detectar ningin dafio mediante la prueba de micronficleos,
Montes de Oca y col.{(1984); una explicacién para estos resultados,
es que a altas dosis de DFH, el sistema enzimatico involucrado en
la biotransformacién, es inhibido Yy no son formados los
metabolitos intermedios, los cuales probablemente sean los

responsables de los efectos mutagénicos. Sezzano and col. (1982).
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b) Efectc del gsexo psobre la frecuencia dJde ICH en ratonss
tratados con distintas dosis de DFH.

En nuestro estudio se encontrd una diferencia significativa

entre sexos, cuando se considera a la poblaciédn total, las hembras
mostraron un incremento en la frecuencia de ICH al ser comparados
con los machos. Sin embargo los ratones machos presentaron una
correlacién positiva y significativa entre la frecuencia de ICH y
las dosis de DFH; Lo anterior apoya los informes que sefialan que
los ratones machos son mis susceptibles que las hembras a los
efectos genotdxicos de determinados compuestos, por ejemplo en el
benzeno, esto es debido probablemente a 1la influencia de las
hormonas sexuales sobre el metabolismo del agente genotdédxico. Luke

and Tice (1588}.

c¢) Frecuencias de ICH eon ratones tratadoa con distintas dosis

de Diazepan,

Nuestros resultadeos muestran un incremento en la frecuencia
de ICH a medida gque aumenta la dosis de diazepam a partir de la
seqgunda dosis en comparacién con el control negativo.

Algunos investigadores han reportado incrementos
significativos en la frecuencia de aberraciones cromosémicas
en linfocitos de pacientes en sistemas in vitro Stenchever M.y
c0l.1970. Sin embargo otros estudios demuestran que la frecuencia

de intercambio de cromidtides hermanas en linfocitos de pacientes
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tratados con una simple dosis no muestran incremento significativo

, Husum B. Yy col. 1983.

d) Efecto del sexo sobre la frecuencia de ICH en ratones
tratados con distintas dosis de diazepan.

Al analizar la poblacidédn total de ratones la media de
produccion de ICH para los ratones machos resulté ligeramente
mayor pero no significativamente diferente que las hembras.
Analizando por separado las poblaciones se observd que la media de
ICH por metafase se incrementa significativamente a medida que
aumentan las dosis aplicadas.

De acuerdo a las diferentes dosis aplicadas y al sexo, se
encontré un incremento significativo de ICH en los machos tratados
con Diazepam a una concentracidén de 0.4 mg/kg de peso con respecto
a las hembras tratadas con la misma dosis .Nuestros resultados nos
indican la posibilidad de que los ratones machos de 1la 1linea
estudiada (BalbC) sean mis sensibles al diazepam que los ratones
hembras de la misma linea.

Divoll MDJ. 1983 no reporta cambios significativos al efecto de 1la
droga por el factor edad o sexo. La farmacocinética, el
metabolismo, dosis, predisposicién genética y 1la especie son
factores importantes gue se deben de considerar para los estudios

de genotoxicidad in vivo.
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B.=- PRUEBA DE MICRONUCLEQS (PM).

a) Frecuencjas de picronficleos en ratores tratados con 4istintas
dosis de diazepam.

En cuanto a la prueba de micronGcleos, el incremento del
porcentaje de eritrocitos micronucleados se observd en todas
las dosis utilizadas c¢on respecto al grupo control negativo,
pero no se encontrd diferencia significativa entre las
distintas dosis, esto se observé tanta al analizar a 1la
poblacidén total de ratones utilizados, como al analizarlos
tomando en cuenta el sexo del ratén.

Es importante recalcar gue con esta prueba se encontraron
incrementos significativas en la frecuencia de MN desde la
dosis mas baja utilizada .

cuando una substancia incrementa la frecuencia de eritrocitos
micronucleados, indica que la substancia puede interferir con
la divisién nuclear en eritroblastos de médula en los cuales,
fragmentos de cromatina o cromosomas retardados en anafase
fallaron para ser incorporados dentro de un nGcleo hijo.
Agentes quimmicos, los cuales rompen cCromosomas o interfieren
en el

ensamble o el funcionamiento del huso acromatico, son conocides

como inductores de micronficleos como resultado de fragmentos
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acentricos retardados o rezagados en el periodo de anafase.

Das RK. y col 1977. Reportaron un incremento significativo en
la frecuencia de MN a dosis 20 o 40 ng/kg de diazepam el
estudio realizado en cé&lulas de médula Ssea de ratédn. En
contraste resultados negativos también han sido reportados en
médula &sea de ratédn después de una inyeccién intraperitoneal

Xu W. 1990 y Alder ID.1991.

b} Efecto del sexo sobre la frecuencia de MN en ratones tratados
con distintas dosis de Diazepam.

El porcentaje de produccién de MN para los ratones machos fué
significativamente mayor que el de las hembras. Estos resultados
nos hacen suponer que los ratones machos son mas sensibles a la
droga y por lo mismo se refleja una mayor produccién de efectos
clastogénicos. Se han realizado trabajos tanto in vivo como in
vitro para estudiar el posible efecto clastogénico gque pudiera
ejercer el diazepam por ejemplo €l de Bao van T., y Imrch E. 1992
quienes reportan que el diazepam a altas dosis en el humano
puede incrementar el rango de aneuploidia y efectos clastogenicos

en linfocitos y esto pudiera tener alguna importancia médica.
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o) Britropoyesis en ratoneg tratadog con djistintas dosis de
Diazepam,
Nuestros resultados no revelaron ninguna correlacién entre el
efecto de las distintas dosis de diazepam y los valores de
Eritrocitos policromaticos / Eritrocitos normocrométicos, lo
cual nos indica que la droga a las tres dosis utilizadas no afecta
el proceso de divisién celular. Sin embarge Anderson y col. 1981
reportd el efecto del diazepam sobre el ciclo celular,
especificamente sobre la funcién centriolar, esto es importante ya
que el mismo autor correlaciona el fenotipo del husc monopolar con

la habilidad del diazepam para inducir aneuploidia cromosémica.

d) Efecto del sexo en la eritropoyesis de ratones tratados con

diferentes dosis de Diazepam,

Los valores de la relacién promedio de Epc/Er de acuerdo a
las diferentes dosis aplicadas y al sexo, mostraron un increnento
significativo en los ratones hembras tratados con las tres dosis
estudiadas al ser comparados con los resultados obtenidos en los
ratones machos . Estos resultados revelan, que los ratones machos
probablemente son mids susceptibles al efecto del diazepam sobre
el proceso de la divisién celular que las hembras. Sin embargo no
se han encontrado informes que pudieran apoyar nuestros

resultados.
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D.- BENSIBILIDAD DE LA PRUEBA DE MICRONUCLEOS (MN) Y LA TECNICA DE
INTERCAMBIO DE CROMATIDES HERMANAS (ICH) EN RATONES TRATADOS

CON TRES DIFERENTES DOBIS DE DIAZEPAM.

Las frecuencias de ICH y MN en ratones tratados con Diazepam
se encontraron incrementadas significativamente, evidencia que
haria pensar en la existencia de un agente clastogénico que
también induzca ICH. Sin embargo, los mecanismos de formacién
de ICH, difieren de los mecanhismos para producir aberraciones
cromosémicas, gue dan lugar a la formacidédn de microntGcleos.

Esto se apoya en que algunes agentes como los rayos X y el
antibidético bleomicin pueden producir micreonicleos, sin inducir
ICH, Gebhart and Kappaup (1978). Ademéds, en la anemia de Fanconi,
en donde las aberraciones cromosdmicas espont&neas (fracturas) son
muy elevadas, los ICH presentan una frecuencia normal, Latt and
col. (1975).

Lo que si es posible afirmar, es que la produccién de micronticleos
e ICH pueden ser considerados como indices de mutacién real,
aunque los mecanismos de formacién de los ICH no estan
completamente dilucidades. Una circunstancia gque podria ser
considerada como desventaja de la prueba de ICH, es la
utilizacién de la sustancia 5-BrdvU, la cual es utilizada y
requerida como pretratamiento de la prueba, ya que se ha

demastrado que su incorporacién por si misma Yy a altas
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concentraciones pueden inducir ICH. Hsu and Somers (1961). No
obstante, dicen que la concentracién de 5-BrdU (5 ug/mg) usada
para lograr diferenciacién de c¢romitides hermanas, ha sido
considerada como bastante baja para evitar los problemas de
induccidtn de ICH y produccidn de aberraciones cromosdSmicas.

De acuerde a la informacién anterior sobre la susceptibilidad de

estas dos pruebas citogenéticas podemos resumir lo siguiente:

Prueba de micronficleos (PM)

1. La formacién de micronficleos depende no solamente de 1la
produccidn de fracturas cromosémicas, sino tambi&én de 1la
frecuencia de divisidn celular, porgue si se dividen pocas
células in _vivo en presencia de algln agente clastogénico se
formar&n pocas células micronucleadas.

2. La PM, es un método citogenético jin vivo practico que
detecta agentes clastogénicos, asi como aquellos capaces de
dafiar la formacién del huso acromitico.

3. El nimero contable de células es jilimitado.

4. El nivel de micronficleos espontaneos, es bajo.

5. No requiere de ningan pretratamiento especial con algGn
posible mutdgeno (BrdU, FdU, Colchicina, etc.)

6. La prueba de MN colateralmente puede indicar alteraciones en

la eritropoyesis.
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Prueba de intercambio de cromatides hermanas (ICH)

1. Es el método citogenético ma&s sensible para la deteccidn de
sustancias mutagénicas y/o carcindégenas in vivo aln a con
centraciones muy bajas.

2. Los ICH son inducidos con muy bajas dosis de mutageno y como
son perfectamente distinguibles con muy baja frecuencia de
error, la validez estadistica aumenta.

3. Es de féacil realizacidn y altamente reproducibles.
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Vi.- CONCLUSIONES

De acuerdo a 1los resultados y discusiones ' anteriormente

descritos, es posible concluir lo siguiente:

1.

Las pruebas de PM y de ICH, son dos métodos citogené&ticos
practicos y eficientes en 1la deteccién de agentes quimicos

mutagénicos en sistemas in vivo.

El DFH presenta un efecto mutagénico medible por un aumento en
la frecuencia de ICH en mé&dula ©Osea de ratén en un sistema in

vivo, a dosis: 10 a 20 mg/kg de peso,

El Diazepam presenta un efecto clastogénico y mutégenico
medible por un incremento en las frecuencias de MN y ICH en
médula 6sea de ratdn en un sistema in vivo, a dosis: 0.1, 0.2,

Y 0.4 mg/kg de peso.

El Diazepam no presenta ningn efecto importante en 1la
eritropoyesis a las tres dosis estudiadas. (0.1, 0.2, y 0.4

mg/kg de peso).

Posiblemente los ratones machos de 1la 1linea BalbC de 8 a 12
semanas de edad sean mids susceptibles que las hembras de la
misma linea Yy edad al efecto mutagénico y clastogénico del DFH

¥ del Diazepam.
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VIII.- APENDICE
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CUADRO 1

Intercambio de crom&tides hermanas (ICH) por cé&lulas de médula &sea de

ratones tratados con tres dosis de difenilhidantoinato de sodio y de
les grupos control, para ambos sexos.

DOSIS SEXO0 ICH/CEL No.DE CELULAS ICH/CEL (M+H)
(mg/kg) (XtD.E.) ANALIZADAS (X £ D.E.)
Control
Negativo M (1) 4.06 * 0.85 70
(NaCl 0.85%) H (I) 4.45 % 1,57 75 4.26 * 1.29 (a)

1 M (2) 4.36 + 1.74 75
H (II) 4.84  1.46 75 4.60 £ 1.62 (B)
10 M (3) 4.89 + 0.94 70
H (III) 5.89 + 2,10 75 5.41 + 1.71 (C)
20 M (4) 5.59 * 1.29 70
H (IV) 5.91 + 2.85 75 5.75 + 2.23 (D)
Control M (5) 6.14 + 1.19 73
Positivo H (V) 5.80 * 2.13 75 5.97 = 1.74 (E)
MMC
(0.5 mg/kg)
Poblacién
Total Ma-
chos. 5.01 =+ 1.46 358
Poblacién
Total Hem-
bras. 5.38 £ 2.16 375
Poblacién
Total
(M + H) 5.20 + 1.86 733
M = Machos Significancia por grupos de tratamiento:
H = Hembras (M) = 1=2#3=4=5 (p < 0,05)
D.E.= Desviacién (H) = I=II#£III=IV=V (p < 0.05)
Estandar. {M+H)= A=B#C=D=E (p < 0.05)
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CUADRO 2.

Intercambio de crométides hermanas (ICH) por células de médula Ssea de
ratones tratados con tres dosis de Diazepam y de los grupos control, para
ambos sexas.,

DOSIS SEX0O ICH/CEL No.DE CELULAS ICH/CEL, (M+H)
(mg/kqg) (XxD.S) ANATLIZADAS {(X+tD.E.)
Control M (1) 3.58 + 1.66 150
Negativo 3.57  1.50 (A)
(NaCl 0.85%) H (I) 3.56 + 1.28 150

0.1 M (2) 3.33 £ 1,66 150
3.42 * 1.56 (B)
H (ITI) 3.52 £ 1.46 150
0.2 M (3) 4.20 * 1.85 150
4.06 + 1.79 (C)
H (III) 3.92 + 1.73 150
0.4 M (4) 4.87 £ 1.62 * 150
4.43 £ 1.62 (D)
H (IV) 3.99 + 1.51 150
Control M (5) 7.48 + 2.22 * 150
7.04 £ 2.20 (E)
Positivo H (V) 6.59 £ 2,10 * 150
MMC
(0.5 mg/kg)
Poblacién
Total Ma-
chos. 4,69 + 2.35 750
Poblacién
Total Hem-
bras. 4.31 t 2.00Q 750
Poblacién
Total
(M + H) 4.50 ¥ 2.19 1500
M = Machos Significancia por grupos de tratamiento:
H = Hembras (M) = 1=2#3#4#£5 (p < 0.05)
D.E.= Desviacién (H} = I =1II =1IIX =1IV #YV (p < 0.05)
Estandar. (MtH)= A =B ¥ C =D # E (p < 0.05)
* = Significativo
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CUADRO 3

Porciento de celulas con micronilicleos (MN) por célula en médula bsea de
ratones tratados con tres dosis de Diazepam y de los grupos control, para
ambos sexos.

DOSIS SEXO MN (%) MN (%)
(mg/kg) (M+H)
Control M (1) 1.35 *
Negativo 1.02 (A)
(NaCl 0.85%) H (1) 0.76
0.1 M (2) 1.98
H (II) 2.13 2.06 (B)
0.2 M (3) 2.19 2.03 (C)
H (III) 1.92
0.4 M (4) 2.31 2.18 (D)
H (IV) 2.07
Control M (5} 2.99
Positivo H (V) 3.10 3.05 (E)
MMC
(0.5 mg/kqg)
Poblaclién
Total Ma-
chos. 2.12
Poblacién
Total Hem-
bras. 1.88
Poblacidn
Total
(M + H) 1.99
M = Machos Significancia por grupos de tratamiento:
H = Hembras (M) = 1 #3 =2=4#5 {(p < 0.05)
* = Significativo (H) = I #II = 1III =1IV #V (p < 0.05)
(MtH)= A # B =C=D#E (p < 0.05)
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CUADRO 4

Frecuencia de EPC/6000 Eritrcocitos (Er), eritrocitos policromatices (EPC) y
micronticleos en médula 6sea en ratones tratados con tres dosis de diazepam
Y los grupos control para ambos sexos.

DOSIS SEXO EPC/6000 EPC/12000 % EPC % EPC
(mg/kg) (M+H) (M+H) (M+H)
Control M (1) 2287 * 5160 0.38 0.43
Negativo
(NaCl 0.85%) H (1) 2873 0.47
Diazepam
0.1 M (2) 2262 * 4796 0.37 0.39
H (II) 2534 0.42
0.2 M (3) 2093 * 5051 0.34 0.42
H (III) 2598 0.49
0.4 M (4) 2243 * 4795 0.37 0.39
H (IV) 2552 0.42
Control M (5) 1667 3276 0.27 0.25
Positivo H (V) 1609 0.26
MMC
(0.5 mg/kqg)
Poblacidn 10552 * 0.35
Total Ma-
chos.
Poblaci6én 12526 0.41
Total Hem-
bras.
Poblacioén
Total
(M + H) 0.38
M = Machos Significancia por grupos de tratamiento:
H = Hembras (M) = 1#2=3=4#5 (P < 0.05)
* = Significativo (H) = I # 11 =III =1IV#V (P < 0.05)
(MtH)= A # B =C=D# E (P < 0.05)
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CUADRO 5
Comparaciédn de los resultados obtenidos en las pruebas de microniGcleos
(PM) e Intercambio entre Cromdtides hermanas (ICH), en ratones tratados
con Diazepam.

DOSIS SEXO TCH/CEL ICH/CEL (M+N)  MN MN (M+H)
(mg/kqg) (X £ D.E.) (X + D.E.) t %
Control M (1) 3.58 %+ 1.66 3.57 % 1.50 (A) 1.35% 1.02 (&)
Negativo
(NaCl 0.85%) H (1) 3.56 + 1.28 0.76
Diazepam

0.1 M (2) 3.33 +1.66 3.42 %+ 1.56 (B) 1.98 2.06 (B)
H (II) 3.52 t 1.46 2.13
0.2 M (3) 4.20 %+ 1.85 4.06 + 1.79 (C}) 2.19 2.03 (C)
H (III) 3.92 * 1.73 1.92
0.4 M (4) 4.87 £ 1.62 4.43  1.62 (D) 2.31 2.18 (D)
H (IV) 3.99 t 1.51 2.07
Control M (5) 7.48 % 2.22 * 7,04 + 2,20 (E) 2.99 3.05 (E)
Positivo H (V) 6.59 % 2,10 * 3.10
MMC
(0.5 mg/kg)
Poblacidn
Total Ma-
chos. 4.69 * 2.35 * 2.12
Poblacién
Total Hen-
bras. 4,31 £ 2.00 1.88
Poblacién
Total
(M + H) 4.50 + 2.19 1.99
M = Machos (p < 0.05) grupos de tratamiento:
H = Hembras PARA ICH (M): 1=2 # 3 #£ 4 # 5
* = Significativo (H): I =1II= I1II =1IV =YV
D.E.= Desviacién (M+tH): A =B¥ C =D # E
Esténdar. PARA MN M): 21 #3 =2=4#05
(H): I #I1I #V =1III=1V
(MtH): A ¥#B=C=D+# E
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FIGURA # 1. INTERCAMBIO DE CROMATIDES HERMANAS (ICH) EN METAFASES
OBTENIDAS DE MEDULA OSEA.
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FIGURA # 2. PREPARACION DIRECTA DE MEDULA OSEA DE RATON MOSTRANDO
LOS MICRONUCLEOS EN ERITROCITOS POLICROMATICOS TENIDOS

CON EOSINA-AZUL DE METILENO.
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