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Estudio preliminar de la descripcion de la frecuencia de micronlcleos en sangre periférica
de ratones viejos para evaluar genotoxicidad.
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RESUMEN

Los ratones son excelentes bioindicadores de genotoxicidad mediante la prueba de microndcleos.
La frecuencia de eritrocitos micronucleados (EMN) en sangre periférica de ratén adulto (2-3 meses
de edad) es de alrededor de 26,3+8.7; sin embargo, se desconoce cual seria la frecuencia de
éstos, en ratones viejos por el dafio acumulado. Esta informacion se considera valiosa en trabajos
donde se evalle el efecto genotdxico relacionado al envejecimiento en modelos murinos. Obijetivo:
determinar la frecuencia de EMN en sangre periférica de ratones mayores a 5 meses de edad.
Metodologia: Se formaron cinco grupos de ratones de la cepa Balb/C, tanto machos como hembras
separados por edades con variaciones de edad entre cada grupo, de uno a dos meses
aproximadamente. Se les tomé una gota de sangre periférica cada 7 dias durante tres semanas y
al momento del muestreo, se realizaron dos frotis por cada organismo. Estés se fijaron y se tifieron
para su andlisis, mediante un microscopio de fluorescencia marca Zeiss para obtener las
frecuencias de: EMN/10,000 eritrocitos totales (ET y evaluar genotoxicidad);. Se aplicoé estadistica
diferencial y se realizaron comparaciones mediante pruebas paramétricas y no parameétricas con
valor de p<0.05. Resultados: Los ratones con cinco meses de edad presentaron un promedio de
EMN cercana a los adultos, jovenes (28.41+3.6); mientras que los ratones de 7 y 9 meses fueron
de 40.0+7.6 y 60.54+10.3 respectivamente; mostrando un incremento a través del tiempo como era
de esperarse. Conclusién: se observé un aumento significativo en la frecuencia de eritrocitos
micronucleados (EMN) en los grupos de edad avanzada; estos resultados pueden ser Utiles para
tener un punto de partida en aquellas investigaciones donde se utilicen organismos de edad
avanzada.

1. INTRODUCCION

Los modelos animales son comUnmente utilizados en bioensayos de farmacéuticas y en estudios
biomédicos, para evaluar genotoxicidad y citotoxicidad (Arencibia-Arrebola, 2010). Una forma
simple para evaluar estos tipos de dafios es utilizar la prueba de micronucleos (MN), estos Ultimos
son fragmentos o cromosomas completos que se pierden durante la mitosis como se ejemplifica en
la figural, este ensayo es rapido, sencillo y econdmico, se realiza con tan solo una gota de sangre
periférica sin la necesidad de sacrificar al organismo; dentro de este tipo de ensayo se utiliza
comunmente el modelo de ratén, del cual la cepa Balb/C es considerada la méas eficiente por
presentar una frecuencia de 26.3+8.7 EMN en individuos adultos-jovenes (2-3 meses de edad)
(zufiga-Gonzélez, 2001), sin embargo no se tiene registrado los datos basales en ratones de
mayor edad.
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Figural. Esquema de la formacion de un microntcleo

Cuando un organismo envejece existe una disminucion de procesos como la fosforilacién oxidativa,
sintesis de proteinas y la capacidad de reparar el dafio al material genético, lo que genera una
acumulacion de dafio celular, por ende aumenta la susceptibilidad de los individuos viejos a
diversas enfermedades al igual que presentan una menor capacidad de reaccion ante factores
ambientales (Villanueva-Egan, 2000), sin embargo esto es un proceso natural, por lo que es
importante conocer los valores de dafio por acumulacion, dado que es un punto de partida para los
trabajos donde se evalle el efecto genotdxico relacionado al envejecimiento en modelos murinos;
cuando se tienen los datos basales de dafio genético por la senescencia de los individuos es méas
rapido realizar una evaluacion en los bioensayos, tales como la prueba de micronucleos por que ya
se tiene una referencia de la cual partir al momento de revisar los resultados del ensayo; por esto
se plante6 como objetivo determinar la frecuencia de EMN en sangre periférica de ratones
mayores a 5 meses de edad.

3. PARTE EXPERIMENTAL

La N total de animales fue de 32 sin discriminacién de sexo (19 hembras y 13 machos), se
formaron 5 grupos de ratones de la cepa Balb/C con edad de 4 a 9 meses, los cuales tenian una
variacion entre uno y dos meses aproximadamente entre grupos, a todos se les tomo una muestra
de sangre periférica cada 7 dias, durante tres semanas, la cual se obtuvo de la cola de los ratones,
las muestras se colocaron en portaobjetos previamente lavados y rotulados, al momento del
muestreo se realizaron dos frotis por cada organismo. Estos se fijaron en alcohol etilico al 96°
durante diez minutos, posteriormente se tifieron con naranja de acridina, este colorante tifie de
color amarillo brillante los microndcleos por ser parte del ADN nuclear, de naranja el RNA y
proteinas, después de la tincién se procedi6é a su analisis en el microscopio de fluorescencia de la
marca Zeiss; Se revisé un total de 96 muestras para obtener las frecuencias totales de EMN/10000
eritrocitos totales (ET: es para evaluar genotoxicidad) (figura2). Los resultados se evaluaron
mediante estadistica diferencial y se les realizaron comparaciones por medio de pruebas ANOVA
y Kruskal Wallis con valor de p<0.05.
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Figura 2. Frotis de sangre periférica de ratén, se observan dos micronucleos: uno en un eritrocito joven (EPCMN) y otro en
un eritrocito maduro (EMN)

4. RESULTADOS

Los ratones de 7 y 9 meses presentaron una frecuencia de 40.0+7.6 y 60.54+10.3
respectivamente, mediante la prueba de Kruskal Wallis se obtuvieron resultados significativos de p
0.021 para 7 meses y p0.011 para 9 meses, mientras que los ratones con 5 meses de edad
presentaron una frecuencia de 28.1+2.6 EMN que es cercana a la registrada para adultos-jovenes

(26.3+£8.7); en la cuadrol se expresan los resultados,
tiempo como era de esperarse.

mostrando un incremento a través del

Cuadro 1. Frecuencia de eritrocitos micronucleados (EMN) / 10,000 eritrocitos totales (ET); en
ratones de la Cepa Balb/C

Numero de 4 meses 5 meses 7 meses 8 meses 9 meses
Toma (n=4) (n=10) (n=8) (n=4) (n=6)

1 28.4+3.6 28.1+2.6 40+7.3 56.9+20.3 60.5+10.3
2 23.315.2 24.1+5.7 25.3+6.3 33.4+£2.7 29+8

3 23.3+4.3 22.3+3.8 23.4+4.5 21.2+2 23.4+4.7

Valores promedio + desviacion estandar de los valores de EMN; n = al tamafio de muestra, se aplicé la prueba Kruskal

Wallis, con valor de p<0.05



Gréfica 1. Se observa con mayor claridad la diferencia entre los valores de EMN expresados en la
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tabla anterior.
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5. CONCLUSIONES

Se observo un aumento significativo en la frecuencia de eritrocitos micronucleados (EMN) en los
grupos de 7 y 9 meses, esto indica la edad donde comienza a marcarse el dafio genético por
acumulacion; estos resultados pueden ser Utiles para tener un punto de partida en aquellas
investigaciones de genotoxicidad y envejecimiento.
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