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RESUMEN

Los bicensayos ofrecen la ventaja de poder procesar o metabolizar el compuesto a probar a
otros que pueden ser incluso mas toxicos, particularmente para el caso de agentes
genotdxicos se utiliza la prueba de micromicleos en la cual se detectan los fragmentos de
cromosomas ¢ cromosomas completos que originaron estas estructuras. En un trabajo previo,
en el que se reportaron el mimero de eritrocitos micronucleados en sangre periférica de 35
especies de mamiferos, el gato resulté ser una de las especies con los valores mas altos y
debido a que en los organismos con estas caracteristicas el sistema reticuloendotelial no tiene
un estricto control sobre los eritrocitos micronucleados. En el presente trabajo se probé al
gato como un indicador bioldgico de genotdxicos mediante la administracion de la mezcla de
colchicina y arabinosa-C a 3 dosis diferentes durante 4 dias comparando la acumulacién de
los eritrocitos micronucleados a las 48 y 96 horas con los valores basales de cada grupo y
c-onuatmgrupocontml.

Los eritrocitos micromucleados incrementaron con respecto a los valores del grupo control
cuando fue comparado con los grupos tratados asi como cuando se compard dentro de cada
grupo tratado a sus diferentes tiempos, alcanzando la mayor significancia en las muestras
tomadas a las 96 hrs. Estos resultados dan la evidencia de que el gato es un indicador
biolégico de genotdxicos basicamente micronucleogénicos.



INTRODUCCION:

Un primer paso para evitar el incremento de dafio ecologico, es impedir la liberacion de
substancias téxicas al ambiente, mismas que pueden ser detectadas con organismos
indicadores (26). El monitoreo de la contaminacion por analisis directo de los agentes
quimicos, requiere de gran precision v del conocimiento del contaminante a verificar; ademas
su evaluacién estd limitada por la sensibilidad y especificidad del método utilizado.

Ante esto, los bioensayos ofrecen ventajas, ya que un organismo puede procesar o
metabolizar un compuesto cualquiera a su forma tdxica original (26).

El bazo

El bazo esta situado en la cavidad abdominal, generalmente a la izquierda del estémago, pero
en los camivoros se haila completamente en la prolongacién intratoraxica de dicha cavidad
(regién del hipocondrio izquierdo). El extremo ventral del bazo de los camivoros es mas
ancho que los tercios medio y dorsal. En el bazo distinguimos una cara parietal o
diafragmatica y otra visceral en la que se halla el hilio. Por éste entran los ramales vasculares
al organo vy salen de el En todos los mamiferos domeésticos excepto los rumiantes, el bazo
esta mchudo de tal forma entre las dos hojas de 1a cavidad del omento, que ésia parece fijarse
en el hilio. El bazo posee una capsula de tejido conjuntivo, de esta parien trabéculas v septos
hacia el interior del 6rgano. que forman el armazén intersticial a modo de uma red
tridimensional en virtud de sus multiples ramificaciones. Esta armazén es de naturaleza
conjuntivo-muscular y contiene los vasos. En las mallas de dicha red, se halla el parenquima,
llamado pulpa esplénica, a causa de su consistencia pastosa y blanda. (19).

Hay dos pulpas esplénicas, la roja y la blanca, llamadas asi por su relacién con los vasos
sanguineos determinantes de la funcion del bazo v por la presencia celular. Ambas son la
expresion de las dos funciones del organo: el deposito de sangre (con la destruccion de
eritrocitos) en la pulpa roja y la participacion de la pulpa blanca en los procesos
inmunolégico del organismo (19).



La pulpa esplénica roja estd integrada por las ramificaciones de los vasos con el reticulo
tridimensional, asi como por los capilares venosos dilatados en forma de senos, procedentes
de las arterias (senos esplémicos). Al disminuir la velocidad de la comriente sanguinea, las
condiciones son propicias para formar y destruir eritrocitos y para almacenar sangre. Esto
1ilimo ocurre especialmente en los senos, que pueden estrechares ¢ dilatarse gracias a las
fibras que constituyen sus paredes, fibras que estdn vinculadas al armazén intersticial del
bazo (19).

La pulpa blanca rodea las arterias y constituye los corpisculos esplénicos 6 de Malphigio,
que son esféricos 6 fusiformes. En ellos se encuentran a menudo centros germinales
como signos de la diferenciacién y formacion de linfocitos B maduros v de células
plasméticas (Zona dependiente de los linfocitos B). (19).

La proporcién de 1a pulpa esplénica blanca es muy variable segim la especie. En el caballo,
perro y gato, no pasa del 3 al 5%, en el cerdo liega a un 11%, en los rumiantes asciende del
20 al 24%, en el conejo y el hombre alcanza el maximo un 33%. Por eso el bazo del caballo ¥
los carnivoros tienen el caracter de un 6rgano de deposito, el cerdo y los rumiantes presentan
una forma de transicién y el de el conejo y el hombre se considera mas como un 6rgano
defensivo (19).

-Los micronificleos

Los micromicleos (MN) son fragmentos de cromosomas o cromosomas completos que por
causa de agentes clastégenos como radiaciones ¥ medicamentos antineopldsicos como la
ciclofosfamida, arabinosa-c, busulfan, metotrexate o aneuploidégenicos como la vincristina,
colchicina y vinblastina entre otros, quedan fuera del micleo (12,34).

En hematologia los MN se conocen como cuerpos de Howell-Jolly cuya forma es
generalmente almendrada (Fig.1), su didmetro varia desde 1/20 a un 1/5 (0.4 a 1.6 micras)
del tamafio normal del eritrocito (6,34).



Lafmmaciéndeloshmsebasaeisiguimneprincipio:enanafase,cualquier&agmenm
CTOMOSOMICO que RO posea centromero no podra integrarse a un micleo, pues carece del
elemento indispensable para orientarse en el huso acromatico. Después de la telofase los
cromosomas normales, asi como los fragmentos que posean centrémero, darén origen a los
micleos de las células hijas regulares. Los elementos rezagados (fragmentos o cromosomas
completos) quedarin incluidos en el citoplasma de las células hijas y una considerable
proporcién es transformada en uno o varios micleos secundarios que son como regla mucho
mas pequefios que el micleo principal y de ahi su nombre de MN (Fig 2) (13). Eventos
similares ocurren si se dafia el fincionamiento de] aparato mitético.

Después de que el eritroblasto expulsa su nucleo para convertirse en eritrocito (en
mamiferos, aproximadamente cinco horas después de completar la ultima mitosis), por
razones no conocidas los MN permanecen en el citoplasma de los eritrocitos jovenes y es
cuando es posible visualizarlos.

La prueba de MN sirve para detectar el efecto de agentes mutagénicos sobre los cromosomas
mediante la identificacién de fragmentos acéntricos y/o cromosomas rezagados, que al quedar
fuera del micleo, forman estas estructuras (12,34).

La prueba permite deiectar tanto agentes clastogénicos (que rompen cromosomas) como
aneuploidogénicos (que afectan el huso mitdtico) (10,13), pudiéndose diferenciar unos de
otros por el tamafio de ios MN (40) o la presencia de cinetocoro (1,24).

-Ventajas y limitacianes.

Dentro de las ventajas de la técnica de MN se incluyen facilidad y rapidez, la posibilidad de
probar un solo quimico sin otros compuestos, la abundancia de células analizables en
diferentes periodos del ciclo celular, y el hecho de que los MN formados durante la division
celular persisten al menos durante la siguiente interfase (13,31,34,).

Dentro de sus limitaciones esta el hecho de que 1a prueba no detecta agentes que no producen
fracturas o rezagos anafisicos (esto es, aberraciones que no implican la ocurrencia de



fragmentos acéniricos, como translocaciones e inversiones), tampoco es util en poblaciones
celulares que no se dividen, ni cuando se prueban mutigenos érganc-especificos o especie-
especificos. Por otra parte, puede dar falsos negativos en el caso de procarcinégenos y
promutagenos que requieran activacion metabolica en periodos cortos de exposicion (13,34).
Por esta razén cualquier prueba in vitro debe incluir un sistema de activacion metabolica del
compuesto original mediante una preparacién de microsomas de higado (23).



Figura. 1 Micronticleos en eritrocitos de diferentes especies de mamiferos: a) Mus

musculus, b) Tamazate americana, c) Lama gala glama, d) Equs caballus.
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Figura 2 Formacién de microniicleos



Biomonitores

En la prueba de MN se pueden utilizar animales de laboratorio para los diferentes agentes a
probar, los mas comunes son la rata (37), el raton (8,11), el bamster(29) y algunos primates,
en el que los estudios se han extendido a la médula ésea de los fetos de madres tratadas (8).
Recientemente se ha propuesto el estudio de los ertrocitos de sangre periférica de larvas de
anfibios como: Rana temporaria que han resultado mas sensibles que las de Xenopus laevis,
(27) de igual manera los renacuajos de Rana catesbeiana (20) y del primer anfibio usado
como biomonitor Pleurodeles waltl, organismos cuyos eritrocitos son muy grandes y por lo
tanto facilitan la observacién de Micromicleos (16), Un buen mimero de peces Teleosteos han
sido propuestos como la trucha Oncorhynchus mykiss, el pez Japones Oryzias latipes, la
carpa Cyprinus carpio, Tinca tinca, o Umbra pygmaea, este ultimo de reducida distribucion
geografica (20,2), o aves como los pollos, con las que se puede tener también un sistema in
vivo (4,17) mediante el estudio de su médula dsea.

Invertebrados también estan siendo sumados a los biomonitores como es el caso de la ostra
Crassostrea gigas en la cual, el estudio se realiza en hemocitos, asi mismo las branquias de
otros bivalvos son utilizadas (5,38). Por tltimo, las plantas estan siendo tomadas en cuenta
cada vez méas, ya que también pueden manifestar dafio por agentes contaminantes de efecto
genotdxico, con la formacién de MN asi es el caso de Vicia faba, v Allium cepa (22) en la
que se utilizan los meristemos de la raiz para la observacién de los MN o Tradescantia en la
que se utiliza el polen (9,14,28).

En un estudio para determinar la frecuencia de eritrocitos micronucleados (EMN) de 35
especies de mamiferos con la intencion de seleccionar a aquellas que presenien el mayor
mimero de éstos, para proponerios como probables biomonitores de dafio genmotéxico se
encontrd que dentro de las especies que resultaron con los valores mas altos se encontré al
gato con un valor de 8.4 2.5 y 11.0 £ 0.9 EMN por cada 10,000 eritrocitos, obtenidos en §
gatos Europeo domestico y en 3 gatos siamés respectivamente (41).



Inductores utilizados:

La arabinosa c¢ (Ara-c) es un antimetabolito andlogo de la deoxicitidina, es convertidz al
nucledsido trifosfatado (Ara-CTP) intracelularmente. Ara-CTP es un inhibidor de ADN
polimerasa y es incorporado dentro del ADN y del ARN (3,7).

La colchicina es un compuesto que actia sobre los microtubulos bloqueando la formacién del
huso mitético para que lleve a cabo la mitosis (30). Estos inductores utilizados tienen un
modo de accién diferente, la arabinosa-c es un clastdgeno y la colchicina es aneuploiddgeno.

Importancia del gato

El gato ha acompafiado al hombre desde que aparece en la historia hacia el afio 8000 a. de
J.C., el origen exacto no se conoce pero se cree que es una subespecie del gato salvaje
probablemente Felis silvestris libyca (15,25). Se ha especulado que cuando el hombre
primitivo aparecid, el gato le evité que los roedores destruyeran sus granos e invadieran sus
posesiones (25). Parece irénico que muchos siglos después, el gato permanezca ain como
compafiero inseparable del hombre para impedir que otros animales puedan dafiarle (25).
Parece probable segim se desprende del estudio de los fosiles, que los gatos tal como los
conocemos hoy dia comenzaron a aparecer hace unos 40 millones de afios. Es probable que
los primeros gatos que vivieron con el hombre fuesen domesticados por los egipcios, que los
reverenciaron y adoraron como dioses. Hace 4,000 aflos, los egipcios esculpian figuras de
madera con la figura del gato, dando esta forma a muebles y joyas. Momias de gatos, asi
como de ratas y ratones, colocados jumtos en tumbas, han sido desenterrados en antiguos
cementerios egipcios para gatos. Bajo un punto de vista prictico, los gatos egipcios mmpedian
que ratas y ratones irrumpiesen en gran mimero en los almacenes de cereales. Los mercaderes
fenicios llevaron probablemente gatos egipcios al continente europeo entre los afios 600 y 900
a de J. C., donde se cruzaron con especies nativas en estado salvaje. Existen pruebas
concluyentes de que la nueva raza floreci6 y posteriormente vivié en estrecha vecindad con el



hombre, llegando a América del Norte con los primeros colonizadores para ser el fundamento
de la poblacitn de gatos comunes de este continente (35).

Si bien el gato no es un cazador que va en grupos, el gato conserva su enomme capacidad para
ser sociable y admite las ventajas de vivir en el seno de una familia y en el interior de la
vivienda del hombre sin renunciar a su comportamiento autodeterminante e independiente
(35). Es un animal solitario y ha llegado a ser tan popular como el perro como animal de
hogar; se adapta bien a la vida familiar. En condiciones de libertad tanio hembras como
machos son termtoniales linnitado este a los alrededores del lugar en el que tiene su morada
(15,25) ). Los termtorios de los machos suelen ser mayores que los de las hembras, estos
pueden por tanto inchuir territorios de varias hembras por lo que son poligamos, marcando los
limites con el rocto de su glandula anal (15).

El gato no es un amimal que de problemas y ambos sexos mejoran su condicién de
domesticidad cuando son castrados. Los gatos estan representados por numerosas razas, sin
embargo, la seleccidon no ha cambiado el tamafio del animal Las diferencias se han limitado
fundamentalmente a caracteristicas tales como el color del pelo, la longitud del rabo, el
mimero de dedos, el perfil de su cara. Por lo general los machos tienen pelo de un solo color o
bicolor, mientras que las hembras pueden ser tricolores (15).

Para trabajos de experimentacién se prefieren los gatos de pelaje corto. Su uso en el
laboratorio se conoce desde mediados del sigle XVIII (25). Los gatos han sido importantes en
el desarrollo de la investigacion en campos como la neurofisiologia, cardiologia, neuroiogia y
neurofarmacologia aunque también han sido utiiizados en toxicologia, oncologia y en el
estudio de anormalidades cromosémicas.(15,25)

Los gatos son excelentes trepadores y pueden incluso nadar pero ellos generalmente evitan el
agua. Su longevidad es de 9 a 14 afios pero se conocen individuos de 20 afios. Una estricta
jerarquia se establece ripidamente entre gatos que viven juntos en un corral. Si un gato
extrafio es introducido en la comumidad, el consumo de alimento de los otros gatos puede
decrementar considerablemente por varios dias.(15)



Particularmente a los gatos es mejor tenerlos en grupos en jaulas comunitarias que solos,
aunque si algim animal enferma es necesario separarlo de la colonia. (15).

Segim una encuesta efectuada en 1961 por el Pet Food Institute, sobre el 25% de 1a totalidad
de las familias americanas poseen un gato o mas. Este total de unos 22 millones de gatos se
ha incrementado rapidamente y no incluye a muchos otros gatos sin control, tales como los
que habitan en los edificios de las granjas, almacenes y calles de las crudades (35).
Finalmente el gato ofrecen un gran estimulo al veterinario para estudiarlo y como paciente
para tratarlo, por el amplio margen de tipos corpéreos, tamarfios y variaciones en las funcicnes
metabolicas y comportammento genético, que offece la oportunidad de analizar las reacciones
endocrinas, ecologia tumoral, funcién biomecanica, fisiologia cardiovascular y las diferencias
metabolicas que no podrian ser obtenidas de otra forma. (25).

Proponemos la seleccién de aquellas especies de animales (en forma particular en el presente
trabajo al gato) que presenten el mayor mimero de EMN para utilizarios como biomonitores
naturales utilizando una gota de sangre periférica, que es menos traumaético que los estudios
tradicionales con médula ¢sea en pruebas de 24 hrs (34), o como Gltimamente se realizan y
que consiste en el conteo de eritrocitos policromaticos o reticulocitos 24 hrs después de la
administracién del agente a probar (18,33). Para esto nos basamos en los siguientes puntos:
1) Sabemos que el humano presenta un mimero basal cercano a 0 de EMN en sangre
perifétrica y que aun recibiendo drogas genotdxicas antineoplisicas con conocida
micronucleogenicidad el valor de EMN no se eleva de manera importante debido a la
eficiencia del bazo (6,33,42).

2) Algo similar observamos al estudiar al conejo, el cual partiendo de un valor basal bajo, no
incremento sus EMN con inductores micronucleogénicos aunque tampoco con la
esplenectomia e mductores (41).

3) El ratdn presenta un mimero importante de EMN y ha sido utilizado como un biomonitor
de genotéxicos mediante el conteo de eritrocitos policromaticos y reticulocitos en pruebas a
corto tiempo y de exposicién aguda (18,33).
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Esto nos hizo pensar en que el sistema reticuloendotelial (encargado de retirar a los eritrocitos
con alteraciones) de los organismos con mayor mimero de EMN espontineos tiene en general
un menor control sobre estos y como consecuencia los podemos cobservar, asi como sus
variaciones como resultado de su acumulacién.

Como resultado de esto, en el presente trabajo se pretende probar si realmente el gato puede
ser un mdicador biolégico de agentes genotoxicos basicamente micronucleogénicos mediante
el conteo de EMN en su sangre periférica.

11



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
La contaminacién por desechos, (compuestos de la industria farmacéutica, de fabricas, minas,
y de la actividad agropecuaria) ha aumentado en los tltimos afios, con lo que se vuelve
mmportante tener nuevas alternativas para su deteceidn, en forma particular, de aquellos que
producen dafio a nivel cromosémico.
Para el monitoreo de la contaminacién por analisis directo de los agentes quimicos, se
requiere de una gran precision y un ampho conocimiento de los contaminantes a verificar
ademas su evaluacién esta limitada por la sensibilidad y espesibilidad del método utilizado
ante esto los bioensayos ofrecen ventajas.
Los gatos, los cuales son mamiferos con un alto mimero de EMN, amplia distribucién
geografica y facil manejo (41), ;podrian servir como indicadores biologicos de contaminacion
genotéxica mediante e] conteo de MN en eritrocitos de sangre periférica?

12



JUSTIFICACION
Diversos contaminantes que se encuentran en el ambiente causan dafio en los animales que
habitan en las grandes ciudades, siendo los mismos dafios los que pueden ocurrir en los
humanos que habitan el mismo medio
Por esto se pretende buscar otros organismos que sirvan como indicadores biologicos de
sustancias con efecto genotéxicos, mediante la prueba de formacion de MN, mformacion que
podria darse en forma directa y en su habitat natural, ademas de que la prueba es rapida, facil
y econdmica, comparada con las técnicas tradicionales de medula 6sea.
Los indicadores biologicos ofrecen ventajas ya que un organismo vivo puede procesar o
metabolizar cualquier elemenio que se encuentre en el ambiente a su forma téxica.
Por lo tanto el modelo propuesto es de gran utilidad para Médicos Veterinanios Clinicos
muestreando gatos de consulta, ademas para mvestigadores en el laboratorio para probar
nuevos medicamentos y a investigadores de campo para muestreo de zonas con posible

contaminacién.
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HIPOTESIS
El gato comim ( Felis domesticus ) es un indicador biolégico de sustancias con efecto
genotoxico mediante el conteo de entrocitos micronucleados en sangre periférica..

14
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OBJETIVOS
Objetivo General:

1.- Evaluar al gato comim como un indicador biolégico de agentes micronucleogénicos.

Objetivos Particulares:

1.- Inducir el mcremento de eritrocitos micronucleados en la sangre periférica de]l gato con
agentes de conocida micronucleogenicidad como la colchicina y la arabinosa-c.

2.- Demostrar un incremento de emtrocitos micronucleados dosis respuesta en la sangre

periférica del gato con los mismos inductores.



MATERIAL Y METODOS
Se utilizaron 50 gatos de entre 6 y 8 semanas de edad recolectados al azar de la zona urbana
de los mumicipios de Guadalajara y Zapopan, los cuales de manera individual fueron
registrados asignandoseles un mimero progresivo (Cuadro 1 al 5). Se colecté una muestra de
sangre periférica por puncién de vena cefalica, de cada gato (39) y se elaboraron 3 extendidos
de cada muestra uno se tifio y los dos restantes se dejaron como archivo para ser utilizado
solo en caso necesario.
Los frotis se elaboraron en portacbjetos limpios y desengrasados dejandolos secar al aire por
24 horas, posteriormente fueron teftidas con Wright durante 6 minutos enjuagados con agua
destilada, secados al aire y sumergidos en una solucién de Giemsa (50 ml de Buffer fosfatos
pH 6.8 mas 5 ml de la solucion stok de Giemsa) durante 10 minutos. Para cada individuo, 4
series de 10,000 eritrocitos (normo y policromaticos) fueron contados con el objetivo de
inmersién y promediados y este valor se manejo como el valor promedio del individuo.
Los 50 gatos muestreados se dividieron en 5 grupos de 10 individuos v se le administré una
mezcla de dos conocidos agentes genotéxicos micronucleogénicos (colchicina v la arabinosa-
c) diariamente (via mtraperiioneal grupos 2,3,4 por via subcutinea al grupo 5) (36) y por
cuatro dias.
-Al grupo 1 (Control negativo) se le admimstrd 0.5ml de agua inyectable durante cuatro dias.
-Al grupo 2 (Dosis 1) se le administré la mezcla de colchicina a una dosis de 0.1291mg/Kg
de peso v Ara-c a una dosis de 3mg/Kg de peso en 0.5ml de agua inyectable.
-Al grupo 3 (Dosis 2) se le administro colchicina a una dosis de 0.1937mg/Kg de peso y Ara-
¢ a una dosis de 4.5mg/Kg de peso en 0.5ml de agua inyectable.
-Al grupo 4 (Dosis 3) se le administréd colchicina a una dosis de 0.2583mg/Kg de peso (37) y
Ara-c a una dosis de 6mg/Kg de peso en 0.5ml de agua inyectable.
-Al grupo 5 (Dosis 2) se le adminisird colchicina a una dosis de 0.1937mg/Kg de peso y Ara-
¢ a una dosis de 4.5mg/Kg de peso en 0.5ml de agua inyectable.
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Se les tomo por segunda ocasién nuevamente una muestra de sangre al total de los gatos a las
48 y 96 horas de la primera inveccion, los valores que se obtuvieron de EMN al contar 4
series de 10000 entrocitos en cada muestra se promediaron y se compararon entre si y con el
grupo control.

Debido a que las muestras tienen una distribucién normal, los resultados fueron comparados
por anilisis de varianza (ANOVA), asi como t-de Student para grupos independientes y
dependientes.

El manejo de los animales se realizo de acuerdo a las normas y reglamentos Institucionales y
a los de la Ley General de Salud y del bioterio del CIBO, acuerdo de Helsinky, modificacion
de Tokio y lo propuesto para las Instituciones de Salud de los Estados Umidos de Norte

Aménca..
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RESULTADOS
Los valores obtenidos de Entrocitos Micronucleados promedio por cada 10,000, de cada
frotis de la muestra de sangre periférica de gato de los diferentes grupos probados se observa
en los Cuadros 1 al 5 del anexo.
El rango de EMN en la sangre periférica de los 50 gatos estudiados antes de recibir los
mductores fue de 7 a 47, 1a media de 23.27 y la desviacion estandar de 9.40.
En el Cuadro L y la Grifica 1 se muestra los promedios y desviaciones estandar de los
Valores Absolutos de Entrocitos Micronucleados (VA-EMN), que son los mimneros que se
obtuvieron de las lecturas.

CUADRO1
MEDIA Y DESVIACION ESTANDAR DE LOS VALORES
ABSOLUTOS DE LOS CINCO GRUPOS A LOS 3 DIFERENTES
TIEMPOS

0 hrs

48 br.

96 hrs

23.02 +£11.88

22.55 £9.91

22.70£9.71

21.87 £5.77

24.17 £6.37

28.77 £7.10

22.20 £10.20

31.10+14.63

36.00 £14.29

24.60 £7.79

29.35=10.60

34.70 £12.94

24.70+£11.38

28.50+12.23

35.10+11.69
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En el Cuadro II y la Grafica 2 se muestran la media y la desviacion estandar encontradas de
las Diferencias de Entrocitos Micronucleados (D-EMN) en los grupos a las 0-48 horas y 0-96

horas.

CUADRO II
MEDIA Y DESVIACION ESTANDAR DE LAS DIFERENCIAS
OBTENIDAS EN LOS CUATRO GRUPOS

0 48 brs 0-96 hr.

-0.47 £2.80 -0.32 £2.68

2.303.45 6.90 =4.49

8.90 £5.08 14.10 +8.02

4.75 +6.03 11.33 £7.59

n = nummero de gatos

Por via Intraperitoneal

20
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Analisis de varianza

-El analisis de varianza (Cuadro IIT) mostro que el numero de EMN entre los 5 grupos aqui
presentados no fue diferente a las 0 horas.

-A las 48 boras los EMN analizados por VA-EMN no presenté diferencias significativas, sin
embargo por D-EMN la significancia fue con p<0.01.

-A las 96 horas nuevamente no mostr6 diferencias significativas por VA-EMN pero por D-
EMN fue significativa con p<0.001.

CUADRO III
ANALISIS DE VARIANZA ENTRE LOS CINCO GRUPOS
ESTUDIADOS
0 hrs 48 hrs 96 hrs
VA-EMN NS NS NS
. D-EMN NS p=0.01 .001

VA-EMN-Valor absoluto de enitrocitos micronucleados.
D-EMN-Diferencia obtenida de eritrocitos micronucleados.
NS-No significativo.

p<-Significancia.




t de Student para muestras independientes (comparacién entre grupos)

En el Cuadro IV muestran los resultados de esta prueba:

-Grupo 1 vs Grupo 2.

-No se encontrt diferencias significativas entre estos grupos ni por VA-EMN ni por D-EMN
a las O y 48 horas asi como tampoco hubo diferencias por VA-EMN a las 96 horas, sin
embargo en este tempo por D-EMN si se encontrd diferencias con una significancia de
p<0.001.

-Grupo 1 vs Grupo 3.

-No se encontrd diferencias a las 48 horas por VA-EMN, pero por D-EMN si, con uma
p<0.05.

-A las 96 horas fue significativo tanto por VA-EMN (p<0.05) como por D-EMN (p<0.001).
-Grupo 1 vs Grupo 4.

-A las 48 horas no se encontro significancia por VA-EMN, sin embargo por D-EMN se
encontrd significancia con p<0.05.

-A las 96 horas las diferencias fueron sigmificativas tanto por VA-EMN (p<0.05} como por
D-EMN con p<0.01.

-Grupo 1 vs Grupo 5.

-No se observo diferencias a las 48 horas por VA-EMN, sin embargo se encontrd diferencias
por D-EMN (p<0.01), asi mismo a las 96 horas tanto por VA-EMN (p<0.05), como por D-
EMN (p<0.001).

-Grupo 3 vs Grupo 5.

El grupo 3 fue estadisticamente similar con respecto al grupo 5 que recibio los inductores a la
misma dosis pero via subcutanea (Grafica 3).
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CUADRO IV
RESULTADOS DE LA ¢ de Student PARA MUESTRAS

INDEPENDIENTES
e e T e e

GRUPOS Ohrs 48hrs 96hrs
1vs2 VA-EMN NS NS NS
D-EMN — NS p<0.001
1vs3 VA-EMN NS NS p<0.05
D-EMN — p<0.05 p<0.001
1vs4 VA-EMN NS NS p<0.05
D-EMN - p<0.05 p<0.01
1vs5S VA-EMN NS NS p<0.05
D-EMN — p=<0.01 p<0.001
3vsS VA-EMN NS NS NS
D-EMN NS NS NS

e e T e T ey
VA-EMN- Valores promedio absolutos obtenido de eritrocitos micronucleados.

D-EMN- Diferencia obtenida de eritrocitos micronncleados.
NS- No significativo.
p<- Sigmnifs .



1 de Student para muestras dependientes(comparacién dentro de el grupo).

Como se puede observar en el Cuadro V, el grupo control no mostrd incremento de EMN al
comparar 0-48, 48-96 y 0-96hrs.

Con respecto a el grupo 2, la comparacion entre 0-48hrs no fue significativa, sin embargo, en
las comparaciones 48-96 hrs y 0-96 hrs las diferencias fueron con p<0.02, p<0.001
respectivamente.

El grupo 3 mostrd diferencias significativas en las tres comparaciones con p<0.02, p<0.02 y
p<0.001.

El grupo 4 mostrd incrementos estadisticamente significativos en las comparaciones 0-48 hrs
con p<0.05 y en 0-96 hrs con p<0.01, sin embargo en 48-96 no.

Finahmente el grupo 5 tubo diferencias en las tres comparaciones 0-48 hrs con p<0.01, 48-96
hrs con p<0.01, y 0-96 hrs con p<0.001.

CUADRO Y
RESULTADOS DE LA ¢-de Student PARA MUESTRAS
DEPENDIENTES (ANTES-DESPUES)

26

0-48 hrs 48-96 hrs 0-96 hrs
Grupe 1 NS NS NS
Grupo 2 NS p<0.02 p<0.001
Grupe 3 p<0.02 p<0.02 p<0.001
Grupo 4 p<0.05 NS p<0.01
Grupo 5 p<0.01 p<0.01 ~ p<0.001

Grupo 1 control.

Grupo 2 colchicina 0.12915 mg/kg mas 3 mg/kg de ara-c. Via IP.
Grupo 3 colchicina 0.1937 mg/kg mas 4.5 mg/kg de ara-c. Via IP.
Grupo 4 colchicina 0.2583 mg/kg mas 6 mg/kg de ara-c. Via IP.
Grupo 5 colchicina 0.1937 mg/kg mas 4.5 mg/kg de ara-c. Via SC.
NS- No significativo.

p<- sigificancia.



DISCUSION
Anilisis de varianza
El mimero de EMN en los 5 grupos formados fueron similares al inicio del experimento como
lo demostré el analisis de varianza, el tener grupos parejos resulta muy conveniente para
cualquier experimento y particularmente en este caso ya que los gatos fueron obtenidos al
azar de diferentes partes del area metropolitana y distribuidos en cada grupo aleatoriamente.
El rango de EMN en la sangre periférica de los 50 gatos estudiados antes de recibir los
inductores se encontré desde 7 hasta 47, con un promedio de 23.27 + 9.40, estos valores
podran ser tomados como los valores normales en el 4rea metropolitana, ya que estos fueron
obtemdos antes de admimstrar los mductores micronucleogénicos, es decir la muestra refleja
el estado onginal de EMN en el gato. El amplio rango encontrado puede deberse a la
variabilidad genética de los gatos, las diferentes razas muestreadas, el tipo de alimeniacién y
lugar en el que tienen su habitat, estos dos Gltimos punto se hacen mas importantes por los
resultados obtenidos en este trabajo, en el que demostramos la influencia del ambiente sobre
ia formacion de EMN.
El analisis de los datos se realizo de dos maneras diferentes; utilizando los promedios de los
valores absolutos (Cuadro I, Grafica 1) de EMN (VA-EMN) tal y como se obtienen de las
lecturas (que no resulta ser lo mas convemente por las grandes desviaciones estandar que se
producen por la amplia vanabilidad observada). Por otra parie procesando las diferencias
encontradas de EMN (D-EMN) (Cuadro II, Gréfica 2) entre los grupos a las 0, 48 y 96 hrs
contra el grupo control (lo que resulta en una mas clara demostraciéon del fenémeno v
disminucion de la desviacién estandar).
Al comparar los grupos por sus D-EMN obtenidas tanto a las 48 como a las 96 hrs se
encontro diferencias significativas en el incremento de EMN, siendo mayor la significancia a
las 96 hrs, lo que se traduce en que la acumulacion de micronicleos se manifiesta al paso de
los dias y este modelo puede mostrar por lo tanto el dafio producido por exposiciones



prolongadas a genotoxicos. Asi mismo el resultado de esta parte nos permite demostrar un
efecto dosis respuesta.

1 de Studerit para muestras independientes.

Se observa como resultado de estas pruebas una mejor delimitaciéon de los grupos cuando
estas se realizan utilizando las diferencias en EMN que se presentan a los diferentes tiempos,
esto es debido a que de esta manera se procesan realmente los incrementos en EMN
producidos por los inductores micronucleogénicos aqui utilizados sin tomar en cuenta si los
valores absolutos de las muestras son muy altos o muy bajos desde el inicio.

Asi mismo es notorio que las mayores significancias se observan a las 96 hrs, lo que nos
habla nuevamente de que este tipo de modelo puede funcionar mejor en pruebas en las que
los genotdxicos son administrados por varios dias en el laboratorio o por exposiciones
prolongadas en pruebas de campo.

No se observd que algim sexo en particular tuviera un mayor nimero de EMN como se ha
sugerido en otras especies, ni tampoco se observo que alguno de los dos tuviera una mayor
respuesta a los inductores (ver anexo cuadros 1 al 5) con lo que al menos bajo las condiciones
descritas en el presente, es indistinto utilizar machos o hembras.

La citotoxicidad aguda de la meédula osea puede ser producida por diversas etiologias
(infecciosas y no infecciosas) las no infecciosas pueden inchur la radiacion ionizante, la
quimioterapia anticancerosa y-la toxicidad por estrogenos (39). Se pudo observar un
incremento de EMN determinado por la dosis en los grupos 2 ¥ 3 no asi en el grupo 4 el cual
presentod un valor mas bajo que el enconirado en el grupo 3, la explicacion a esto es que se
conoce que los compuestos aqui utilizados como inductores son ademas de genotéxicos
citotdxicos a ciertas dosis, particularmente la arabinosa-c se comporta de esta manera (3,42)
con lo suponemos que la mezcla de colchicina a dosis de 0.2583 mg/Kg y arabinosa-c a dosis
de’ 6mg/kg resultd citotéxica lo que provocd mitodepresion y con esto, al no haber
proliferaciéon celular tampoco produccién de EMN y de ahi que en este grupo que recibid la
mayor dosis no observaramos el mayor incremento de EMN (3,39,42).
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Otro dato que apoya el hecho de que las dosis utilizadas en este grupo se encontraban ya en el
rango de la citotoxicidad fue el que a partir de el 5to dia los gatos de este grupo empezaron a
fallecer.

Aplicamos la mezcla de inductores, colchicina 0.1937 mg/Kg de peso y Ara-c 4.5 mg/Kg de
peso al grupo 3 via intraperitoneal y al grupo 5 via subcuténea con la intencién de probar una
segunda via obteniendo el mayor mimero de EMN en el grupo 3, si bien, esta diferencia no
fue estadisticamente significativa. Esta pequefia diferencia podria explicarse por la diferente
forma en que los inductores son absorbidos y el tiempo que requieren para que esto suceda
asi como el metabolismo local al que estos compuestos son expuestos. De cualquier manera,
como las diferencias son pequefias como se puede observar en la Grafica 3, muy
probablemente en futuros trabajos con este modelo, la via de administracién podra ser una u
otra segiin la habilidad y preferencia del mvestigador.



! de Student para muestras dependientes.

Se observo nuevamente que los 4 grupos que recibieron los inductores presentaron las
mayores diferencias a las 96 hrs (confirmando el resultado de las otras pruebas) y solo no se
encuentra significancia en el grupo 4 en la comparaciéon 48-96 hrs debido a que como se
menciond la mezela de inductores fue citotoxica. Sin embargo en las comparaciones que
realmente son importantes (0-48 hrs y 0-96 hrs) si hubo diferencias significativas.

Algunos animales no respondieron a la administraciéon de los inductores lo que nos hace
suponer que en el caso de los que recibieron los tratamientos via intraperitoneal esto pudo
deberse a que los inductores pudieron perderse en una "mala myeccion”, con esto suponeros
que la inyeccion pudo perforar en estos casos la vejiga y ser desechada por la orina, o perfora
el intestino y quedar depositada la dosis en la luz del mismo cercanamente a su salida por lo
quel'osinductomsno pudieron ejercer el efecto que se esperaba.

Por otro lado, en el caso del gato que no respondi¢ con la administracion subcutanea esto se
debié a que tuvimos problemas para aseguramnos de que los inductores se administraran
correctamente va que la camada a la que pertenecia este gato presentaba un largo y abundante
pelaje lo cual se reporta no es lo mas conveniente (15) pues dificulta la inyeccién. Sin
embargo no podemos descartar la posibilidad de que existan gatos resistentes a estos
compuestos (como sucede en e] humano con ciertos medicamentos antineoplasicos) st bien,
para la demostracion de esta suposicion se requerira de un disefio algo mas complejo. De
cualquier manera, es importante subrayar el hecho de que para la realizacion de los célculos
de las comparaciones en este trabajo, se tomaron en cuenta siempre estos gatos que no
respondieron a los inductores y aun asi se observaron diferencias significativas, por lo que por
el momento este punto es de una 1mportancia menor.

Otros datos que deben ser tomados en cuenta son el hecho de que el estrés puede incrementar
facilmente los pardmetros de los eritrocitos en los gatos, lo que a su vez podria incrementar el
mimero de EMN circulantes y de aqui que cuando se realice algim experimento, en su
interpretacion siempre deba tenerse en cuenta esta posibilidad (39).



En el presente trabajo, es claro que el incremento de EMN no es debido a esto ya que se tubo
el cuidado de manejar un grupo control el cual solo recibié la inyeccién con agua inyectable
(vehiculo en el que se disolvieron los inductores) y toda la manipulacién que los demas gatos
experimentales recibieron.

Ya que la vida del entrocito en el gato es entre 68-77 dias (32) se debera de tener en cuenta
este dato en el caso de que se quieran utilizar dos veces o mas los mismos gatos en
experimentos de prueba de genotéxicos ya que de no ser asi se puede estar cuantificando el
valor de EMN de un experimento anterior.

El bazo es parte del sistema reticuloendotehial. Las células reticulares del bazo tienen
propiedades fagociticas. El bazo junto con los nédulos linfaticos es el sitio de produccion de
los linfocitos y destruceién de corpusculos rojos de la sangre (21), la supresion de eritrocitos
anormales se realiza cuando atraviesan lentamente sus sinusoides (aqui se incluyen EMN).
La fagocitosis de eritrocitos enteros desempefia un importante papel en el perro el raton y
cobayo pero no en el gato. (32) En el presente trabajo demostramos incrementos en EMN en
los diferentes grupos experimentales, esto pudiera deberse a que el bazo en esta especie asi
como el resio del sistema reticuloendotelial no ejercen un estricto control sobre estos, lo que

podemos aprovechar para el desarrollo de la presente propuesta
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CONCLUSIONES:
1.- En el presente trabajo, el rango de EMN en la sangre peniférica del gato antes de recibir
los mductores fue de 7 a 47, la media de 23.27 y la desviacion estandar de +9.40.
2.- La admmistracion de los 2 genotoxicos incremento el nimero de EMN en el gato con lo
que queda validada la respuesta del modelo para el estudio de este tipo de compuestos.
3.- Los resultados observados con la administracion de los inductores por via subcutanea
sugiere que esta via puede ser otra alternativa en este modelo para futuros experimentos.
4.- Por lo tanto, en el presente trabajo se presenta al gato (felis domestico) como un nuevo
modelo que puede ser utilizado como indicador biologico para la determinacién de sustancias
genotdxicas mediante el conteo de eritrocitos micronucleados en sangre perifénca.
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CUADRO 1
ERITROCITOS MICRONUCLEADOS EN EL GRUPO 1 CONTROL

No Sexo Ohrs 48hrs ncremento-
1 hembra 4125 40.50 (-0.75)
2 macho 41.50 36.00 (-5.50)
3 macho 30.50 28.00 (-2.50)
4 hembra 29.00 27.00 (-2.00)
3 macho 14.00 14.00 (00.00)
6 hembra 09.00 12.00 (+3.00)
T hembra 19.00 21.00 (+2.00)
8 hembra 14.00 15.00 (+1.00)
9 hembra 20.00 17.00 (-3.00)
10  macho 12.00 15.00 (+3.00)
Dosis 0.5 ml de agua inyectable
En 10.000 entrocitos.

CUADRO 2

No
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

96hrs
38.00
36.00
31.00
27.00
16.00
10.00
21.00
16.00
18.00
14.00

incremento
(-3.25)
(-5.50)
(+0.50)
(-2.00)
(+2.00)
(+1.00)
(+2.00)
(+2.00)
(-2.00)
(+2.00)

ERITROCITOS MICRONUCLEADOS EN EL GRUPO 2

Sexo
macho
hembra
macho
hembra
hembra
macho
hembra
hembra
macho
macho

Ohrs

15.75
19.50
22.25
20.75
23.50
16.00
25.00
21.00
36.00
19.00

48hrs
16.50
25.75
23.75
30.50
26.25
15.00
23.00
22.00
37.00
22.00

incremento-
(00.75)
(06.25)
(01.50)
(09.75)
(02.75)
(-1.00)
(-2.00)
(01.00)
(01.00)
(03.00)

Dosis 0.12915 mg/kg de colchicina y 3mg/kg de ara-c
En 10,000 entrocitos.

96hrs
2115
33.00
28.00
27.00
32.00
15.00
32.00
22.00
42.00
29.00

cremento
(12.00)
(13.50)
(05.75)
(06.25)
(08.50)
(-1.00)
(67.00)
(01.00)
(06.00)
(10.00)
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No
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

Dosis 0.1937 mg/kg de colchicina y 4. 5mg/kg de ara-c.

Sexo
macho
hembra
macho
macho
hembra
hembra
hembra
hembra
hembra
hembra

Ohrs

12.00
20.00
22.00
12.00
10.00
21.00
22.00
25.00
38.00
40.00

En 10,000 entrocitos.

No
3]
32
33
34
35
36
37
38
39
40

Sexo
hembra
hembra
hembra
macho
macho
macho
macho
hembra
hembra
hembra

Ohrs

25.00
36.00
31.00
16.00
25.00
20.00
37.00
21.00
20.00
15.00

CUADRO 3
ERITROCITOS MICRONUCLEADOS EN EL GRUPO 3

48hrs
14.00
20.00
25.00
20.00
13.00
31.00
48.00
49.00
47.00
44.00

mcremento-
(02.00)
(00.00)
(03.00)
(08.00)
(03.00)
(10.00)
(26.00)
(24.00)
(09.00)
{04.00)

CUADRO 4
ERITROCITOS MICRONUCLEADOS EN EL GRUPO 4

48hrs
31.00
38.00
31.50
23.00
25.00
35.00
52.00
19.00
23.00
16.00

incremento-
(06.00)
(02.00)
(00.50)
(07.00)
(00.00)
(15.00)
(15.00)
(-2.00)
(03.00)
(01.00)

Dosis 0.2583 mg/kg de colchicina y 6mg/kg de ara-c.
En 10,000 entrocitos.

96hrs
25.00
21.00
36.00
24.00
17.00
34.00
55.00
42.00
55.00
51.00

96hrs
33.00
59.00
30.00
32.00
44.00
32.00
49.00
25.00
30.00
13.00

Incremento
(13.00)
(01.00)
(14.00)
(12.00)
(10.00)
(13.00)
(33.00)
(17.00)
(17.00)
(11.00)

Incremento
(08.00)
(23.00)
(-1-00)
(16.00)
{19.00)
(12.00)
(12.00)
(04.00)
(10.00)
(-2.00)



No

42
43
44
45
46
47
48
49
50

Sexo
macho
hembra
hembra
hembra
hembra
hembra
macho
macho
hembra
macho

Ohrs

22.00
07.00
22.00
11.00
21.00
33.00
25.00
47.00
26.00
33.00

CUADRO 5
ERITROCITOS MICRONUCLEADOS EN EL GRUPO 5 CON
ADMINISTRACION SUBCUTANEA

48hrs
24.00
16.00
28.00
12.00
19.00
40.00
25.00
53.00
33.00
35.00

mcremento-
(02.00)
(09.00)
(06.00)
(01.00)
(-2.00)
(07.00)
(00.00)
(06.00)
(07.00)
(02.00)

96hrs
34.00
24.00
28.00
13.00
41.00
44.00
32.00
55.00
40.00
40.00

Imcremento
(12.00)
(17.00)
(06.00)
(02.00)
(20.00)
(11.00)
(07.00)
(08.00)
(14.00)
(07.00)

Dosis 0.1937 mg/kg de colchicina v 4. 5mg/kg de ara-c via subcutanea.
En 10,000 ernitrocitos.
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