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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo determinar la frecuencia espontinea e inducida de
micronucleos transplacentarios en ratas Sprague Dawley, demostrando el efecto clastogénico o
aneugénico en el feto a través de la exposicion materna y su vinculacién con el efecto genotédxico
y reproductivo. Se formaron 4 grupos experimentales, 1) control negativo (simulacro), 2) control
solvente NaCl (0,9%), 3) ciclofosfamida 50 mg/kg, y 4) bleomicina 30 mg/kg. Todos los grupos se
administraron por via intraperitoneal a los dias 14, 15y 16 de la gestacion. A las 48 h posteriores ala
ultima inoculacion se procedio a realizar la eutanasia obteniéndose muestras de médula 6sea materna
y de higado fetal. Se observé mayor induccion de dafio en células hepaticas fetales que en médula 6sea
materna. Se demostré que la ciclofosfamida es capaz de inducir mayor citotoxicidad y genotoxicidad
que la bleomicina en ambos tipos celulares, demostrando el poder clastogénico transplacentario
de ambos mutagenos vinculando este ensayo de genotoxicidad a la reproduccion. Ademas estos
resultados se podran utilizar en la evaluacion de nuevas drogas con caricter antigenotéxico por via

transplacentaria.
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SUMMARY

The aim of this work were to determine the spontancous and induced frequency of transplacental
micronucleis in Sprague Dawley rats, demonstrating the clastogenic or aneugenic effects in the fetus
through the maternal exposure, and their linking with the genotoxic and reproductive effect. Four
experimental groups were formed, 1) negative control (mockery), 2) solvent control NaCl (0,9 %),
3) cyclophosphamide to 50 mg/kg, and 4) bleomycin to 30 mg/kg, All the groups were administered
the 14, 15 and 16 days of the gestation by intraperitoneal route. 48 h to the last inoculation was
preceded to the euthanasia, being obtained the maternal bone marrow and fetal liver samples. Bigger
induction of damage was observed in fetal hepatic cells when it was compared with maternal bone
marrow cells. It was demonstrated that the cyclophosphamide is able to induce bigger citotoxicity and
genotoxicity that the bleomycin in both cellular types, demonstrating the transplacental clastogenic
potential of both mutagens linking this genotoxicity assay to the reproduction. These results are

used in the new drugs evaluation with antigenotoxic effects by transplacental route.

Key words: (Transplacental micronucleus), (Sprague Dawley rats), (genotoxicity), (pregnancy).

INTRODUCCION

La deteccién in vivo de la presencia de
micronicleos (fragmentos de cromosomas o
cromosomas enteros retardados) permite evaluar
el efecto de ciertas sustancias genotdxicas”.
Cuando los eritroblastos de la médula ésea se
transforman en eritrocitos policromdticos, el
nucleo principal es expulsado pasando a ser
una célula anucleada. En el caso de haberse
formado un microntcleo este permanecerd
en el citoplasma siendo fécilmente detectado.
Resulta mds fdcil visualizar los microndcleos en
estas células, pues carecen de nucleo principal'’.

En este ensayo se emplea habitualmente
médula ésea de roedores, pues es en ese tejido
donde se forman los eritrocitos policromdticos.
No obstante, gracias al gran desarrollo que ha
obtenido la toxicologfa genética, es posible
realizarlo en cultivos de linfocitos de sangre
periférica, eritrocitos jévenes y maduros de
la sangre periférica, queratinocitos, células de
la mucosa bucal, hepatocitos de rata, células
germinales y células de decamacién de la vagina
de la rata'.

Por lo general en los estudios de
genotoxicidad 7z vive se utilizan sustancias
mutagénicas conocidas. Entre las mds utilizadas
se encuentra la ciclofosfamida (CF) y la

bleomicina (BL)*. La primera es un agente
alquilante que forma monoaductos y enlaces
cruzados entre cadenas como consecuencia de la
aparicién de rupturas (efecto de los mecanismos
de reparacién)®'. La segunda induce labilidad y
ruptura de la estructura del ADN, al interactuar
con el oxigeno y el hierro, produciendo radicales
libres'” 2.

Ambas drogas son utilizadas con gran
efectividad como antineopldsicas. La CF
pertenece al grupo de cloroetilaminas. Con
el desarrollo de este agente se logré mayor
selectividad de la droga hacia el tejido tumoral;
considerado un agente alquilante bifuncional,
no posee especificidad por fase alguna del
ciclo celular®'. La BL es considerada dentro del
grupo de los antibiéticos tumorales'” . Las
células tumorales son mds susceptibles a la BL
durante la proliferacién activa y son demoradas
especificamente en su progresién a través de la
fase G del ciclo celular®.

A su vez la comunidad de toxic6logos a nivel
mundial busca la integracién de estudios que
respondan al principio de las “3 R” (Reduccién,
Refinamiento y Reemplazo). Permitiendo de
esta forma la evaluacién conjunta de dos efectos
relacionados directamente la genotoxicidad y la
toxicologfa de la reproduccién, sobre todo el
segmento III que evalta el efecto teratogénico,
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reduciendo al méximo el uso de los animales
de laboratorios. El presente trabajo tuvo como
objetivo determinar la frecuencia espontdnea
e inducida de microntcleos transplacentarios
en ratas Sprague Dawley utilizando la CF y
BL como mutdgenos, demostrando el efecto
clastogénico o aneugénico en el feto a través de
la exposicién materna. Pretendemos vincular de
esta forma el efecto genotdxico y reproductivo
de una droga a evaluar por esta metodologfa.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratas Sprague Dawley virgenes
de ambos sexos, de 8 semanas de edad, con
un peso vivo entre 180-210 g al término de la
cuarentena. Se mantuvieron bajo condiciones
controladas de temperatura (23 + 2° C),
humedad relativa (60% = 10%) y ciclos de
luz-oscuridad de 12 h. El acceso al agua y al
alimento fue ad libitum. Durante todo el proceso
experimental se respetaron los principios éticos
internacionales establecidos para la investigacion
con animales de laboratorio™.

Procedimientos éticos: los autores
declaramos que este trabajo fue confeccionado
sobre la base de buenas précticas de laboratorio
preclinico presentes en el reglamento Nacional
de aprobacién de protocolos de investigacién
de la Republica de Cuba. Ademds se declara
por parte de los autores del articulo que al
comenzar esta investigacién se obtuvo por escrito
el consentimiento de aprobacién del protocolo
e informe.

Apareo

Pasado el tiempo de cuarentena fueron
sometidos al esquema de apareo a razén de 1
macho por cada 2-3 hembras. Aquellas hembras
en las que se constaté la presencia del tapén
espermdtico al dfa siguiente del apareo, se les
considerd como el dfa cero de la gestacién''.

Administracion y dosificacion

En todos los grupos experimentales, la
sustancia se administré en el horario de 10:30-
11:30 a.m. y las concentraciones se ajustaron
en funcién del peso corporal. Los animales se
distribuyeron aleatoriamente (8 ratas hembras/
grupo), para un total de 16 ratas hembras/grupo
en las dos réplicas realizadas.

El grupo experimental 1 (control negativo),
estaba formado por ratas hembras, a las cuales se
les realizé la técnica de inoculacién de sustancia
por via intraperitoneal (i.p), como simulacro
para que estuvieran expuestas a las mismas
condiciones de manejos que los demds grupos.

En el grupo experimental 2 utilizamos como
control solvente el cloruro de sodio (NaCl) al
0,9%, adquirido de la firma BDH (BDC), con
un 99% de pureza. Administrado por via i.p
en dosis de 10 mL/kg. Preparado 2 horas antes
de su uso.

En el grupo experimental 3 se utilizé la
CE adquirida de la firma comercial mexicana
Lemri S.A bajo la marca de LEDOXINA,
utilizada en dosis de 50 mg/kg *''. En el grupo
experimental 4 utilizamos la BL, adquirida de
los Laboratorios PISA, S.A. de C.V. México,
bajo el nombre BLOMINDEX (polvo), siendo
utilizada en dosis de 30 mg/kg 7' . Ambas
drogas se administraron por via i.p, siendo
diluidas en disolucién salina (NaCl) al 0,9%.
Fueron administradas a razén de 10 mL/kg,
preparadas 2 horas antes de su uso.

Se realizé la administracién en cada grupo
experimental los dias 14, 15 y 16 de la gestacién
y 48 h después de la dltima inoculacién se
procedié a realizar la eutanasia a las gestantes
por dislocacién cervical con previa atmdsfera en
éter. Obteniéndose las muestras de médula ésea
materna e higado fetal'’.

Excamenes realizados

Micronucleos en médula 6sea materna
Un fémur de cada animal fue extraido y
la cavidad medular se lavé gentilmente por
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flujo introduciendo una aguja con jeringuilla
cargada con 3 ml de suero bovino fetal (SBF).
La médula asi obtenida diluida con el SBF se
centrifugé a 1000 r.p.m. por 10 minutos y tras
eliminar el sobrenadante se realizé un frotis
del botén celular en ldminas portaobjetos.
Después de montadas las ldminas (minimo: 2/
animal) se mantuvieron 24 horas a temperatura
ambiente para su secado y posterior fijacién en
metanol absoluto durante 5 minutos, para luego
establecer una tincién en Giemsa al 5% durante
12-15 minutos. Las ldminas se codificaron,
el andlisis fue realizado por dos observadores
independientes. Las observaciones fueron
realizadas “a ciegas”, utilizando un microscopio
Olympus BH-2 (100x con lente de inmersién)'*
22, Se contabilizé la presencia de eritrocitos
policromatéfilos (EP) y normocromatéfilos (EN)
en 2000 células/animal. Se procedié a calcular
la frecuencia de EP portadores de microndcleos
(MN) en 2000 EP/animal (MN-EP), segin
los requisitos establecidos como pardmetro de
genotoxicidad. Posteriormente se calculd el indice
de citotoxicidad dado por la relacién de EP/EN
de la poblacién total de eritrocitos y el nimero
de EP con 1 MN, 2 MN y >2 MN en cada grupo

para determinar el grado de genotoxicidad'**.

Microndcleos transplacentarios en higado
fetal: al extraer los fetos para ser analizados se
redujo la camada a 5 fetos/animal, estos fetos
escogidos fueron los analizados en este ensayo''.
Se realizé una ligera incisién en la cavidad
abdominal, extrayendo el higado en su totalidad.
Luego se deposité en un mortero estéril que
contenfa entre 4-5 ml de suero fetal bovino y
con ayuda de una malla metdlica se procedié a
la maceracién. Una vez macerado se centrifugd
el liquido a 1000 r.p.m. por 10 minutos y tras
eliminar el sobrenadante se realizé un frotis
del botén celular en ldminas portaobjetos''.
Después de montadas las l[dminas (minimo: 2/
feto) se mantuvo durante 24 horas a temperatura
ambiente para su secado y posterior fijacién en
metanol absoluto durante 5 minutos, para luego
establecer una tincién en Giemsa al 5% durante
12-15 minutos.

Las ldminas se codificaron, el andlisis fue
realizado por dos observadores independientes.
Las observaciones se realizaron “a ciegas”,
utilizando un microscopio Olympus BH-2 (100x
con lente de inmersién)'® 22, Se contabilizé la
presencia de eritrocitos policromatéfilos (EP) y
normocromatéfilos (EN) en 2000 células/feto.
Ademds, se calculd la frecuencia de EP portadores
de microntcleos (MN) en 2000 EP/feto (MN-
EP), segin los requisitos establecidos como
pardmetro de genotoxicidad. Posteriormente
se calculé el indice de citotoxicidad dado por
la relacién de EP/EN de la poblacién total de
eritrocitos y el nimero de EP con 1 MN, 2 MN
y>2 MN en cada grupo para determinar el grado

de genotoxicidad'® ' 2,

Andlisis estadistico

Los indices de citotoxicidad (EP/EN) y
de genotoxicidad (EP portadores de MN) se
evaluaron por la prueba de andlisis de varianza
(ANOVA), corroborando que eran cumplidos
los supuestos, datos distribuidos normalmente
(normalidad, segin el Test de Kolmogorov-
Smirnov), que existia dependencia entre las
observaciones y presentaban homogeneidad de
varianzas (Test de Levene) !'. Para el caso de la
comparacién del grado de genotoxicidad dado
por el nimero de EP totales con 1 MN, 2 MN y
>2 MN se analizaron mediante la prueba de Chi-

71122 siendo el nivel de significacién

cuadrado
establecido de a.=0.05 para variables continuas

y de a=0.01 para variables categdricas.

RESULTADOS

En este estudio se determiné la presencia
de microndcleos en médula ésea materna con
el objetivo de corroborar la genotoxicidad por
via transplacentaria, resultado que se logro al
diferir de forma significativa las dos sustancias
mutagénicas incluidas en el disefio experimental
con los dos grupos controles en todas las
variables analizadas para p<0.05 en variables
continuas y p<0.01 para variables categéricas.

Al evaluar los resultados obtenidos en los
diferentes test analizados se observé que no
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hubo diferencias significativas en los indices de
citotoxicidad y genotoxicidad entre el grupo
control negativo y control solvente en médula
6sea materna (Tabla 1), resultados que estdn en
concordancia con los hallados anteriormente®.
No siendo asi para el caso de los animales
tratados con CF y BL, estos difieren en todas
la variables analizadas con los grupos controles
negativos y solventes. Se encontraron valores
de citotoxicidad y genotoxicidad en médula
6sea materna que difieren significativamente
entre mutdgenos. De igual forma difirieron al
comparar los indices de genotoxicidad entre los
resultados obtenidos en el grupo control negativo
y control solvente con los tratados con los
mutdgenos. La CF indujo mayor genotoxicidad,
pero los resultados obtenidos con el uso de la BL
fueron menores y significativamente diferentes
a los obtenidos con el uso de la CE

El andlisis del total de MN espontdneos
e inducidos en médula ésea materna por
niveles de dafio arrojé que no hubo diferencias
signiﬁcativas entre controles, si entre estos y los
resultados obtenidos en los dos mutdgenos (Tabla
2). Observdndose mayor induccién de MN
por parte de la CF en comparacién con la BL,
existiendo diferencias significativas entre ellos.

Al realizar el andlisis de los indices de
citotoxicidad y de genotoxicidad en células
hepdticas de fetos (Tabla 3), se observa que no
hubo diferencias significativas entre controles, si

entre estos y los resultados obtenidos en los dos
mutdgenos utilizados. El indice de citotoxicidad
espontdneo en células hepdticas fetales estd en
el rango de 1,07£0,05 y el % de EP con MN se
encuentra entre 0,19-0,29% con una desviacidon
0,09-0,14. Para el caso de los
resultados obtenidos al comparar los mutdgenos

estdndar de

se observa que la CF indujo mayor citotoxicidad
y genotoxicidad en las células hepdticas fetales
siendo significativamente diferentes estos
resultados a los obtenidos con el uso de la BL.

El andlisis del nimero total de MN
espontdneos e inducidos en células hepdticas
fetales en funcién del dafio arrojé que no hubo
diferencias significativas entre el grupo control
negativo y solvente (Tabla 4), no siendo asi
para los tratados con CF y BL, los cuales si
difirieron tanto en el total de MN como en sus
niveles de dafio. Se encontré mayor induccién
de MN por parte de la CF en comparacién con
la BL. Ademds la CF indujo mayor ndmero de
PCE con 1 y 2 MN de forma significativa al
compararse con los inducidos por la BL.

Por otro lado se observé mayor induccién de
dano en células hepdticas fetales que en médula
dsea materna.

DISCUSION

El ensayo de micronicleos transplacentarios
ha sido utilizado por varios investigadores para
demostrar la intima relacién entre el dafo

Tabla 1. Indice de citotoxicidad (EP/EN) e indice de genotoxicidad (MN-EP (%) en médula ésea materna de ratas

Sprague Dawley.
Grupo Experimental n EPF ENF EP/ENF MN-EP (%)*
Control negativo 16 | 1121 £15,2 879 + 15,2 1,28 + 0,02 0,16+ 0,08
Control solvente (NaCl 0,9%), i.p | 16 1115+ 7,2 885 + 14,1 1,26 + 0,04 0,21 + 0,03
Ciclofosfamida (50 mg/kg), i.p. 16 | 916 + 5,1ac 1084 + 5,1ac | 0,85 +0,01ac | 1,90 + 0,31ac
Bleomicina (30 mg/kg), i.p. 16 | 968 +7,6bc | 1032 + 4,67bc | 0,94 + 0,01bc | 1,19 + 0,04bc

Determinacién en 2000 células/animal.

*p<0.05 (comparacién contra el control negativo, ANOVA).

F X media; DE desviacién estdndar para las dos series experimentales.

Letras diferentes (ay b) difieren al comparar los resultados entre mutdgenos. (c) difieren al comparar los resultados contra

el control negativo.
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Tabla 2. Total de microntcleos por nivel de dafio en médula dsea materna de ratas Sprague Dawley.

Grupo Experimental MN | PCE (1 MN) | PCE (2 MN) | PCE (+ 2 MN)
Control negativo 23 17 5 1
Control solvente (NaCl 0,9%), i.p. 30 21 7 2
Ciclofosfamida (50 mg/kg), i.p. 270ac 162ac 90ac 18ac
Bleomicina (30 mg/kg), i.p. 169bc 125bc 39bc Sbc

Determinacién en 2000 EP/animal.

*p<0.01 (comparacién contra el control negativo, prueba de Chi-cuadrado).

Letras diferentes (a y b) difieren al comparar los resultados entre mutdgenos. (c) difieren al comparar los resultados contra

el control negativo.

Tabla 3. Indice de citotoxicidad (EP/EN) e indice de genotoxicidad (MN-EP (%) en células hepdticas de fetos de ratas

Sprague Dawley.
Grupo Experimental EP* ENF EP/ENF MN-EP (%)*
Control negativo 1048 + 6,2 952 + 6,2 1,10 + 0,03 0,19 + 0,09
Control solvente (NaCl 0,9%), i.p | 1035+ 11,9 965 + 11,9 1,07 + 0,05 0,29 + 0,14
Ciclofosfamida (50 mg/kg), i.p. | 571 + 10,0ac | 1429 + 10,0ac | 0,39 + 0,21ac | 5,67 + 1,89ac
Bleomicina (30 mg/kg), i.p. 742 + 7,4bc 1258 + 7,4bc | 0,59 + 0,06bc | 3,32 + 1,05bc

Determinacién en 2000 células/feto. *p<0.05 (comparacién contra el control negativo, ANOVA).

¥ X media; DE desviacién estdndar de 5 fetos/animal, de 16 animales/grupo.

Letras diferentes (a y b) difieren al comparar los resultados entre mutdgenos. (c) difieren al comparar los resultados contra

el control negativo.

Tabla 4. Total de micronicleos por nivel de dafio en células hepdticas de fetos de ratas Sprague Dawley.

Grupo Experimental MN PCE (1 MN) PCE (2 MN’ | PCE (+ 2 MN)
Control negativo 28 17 10 1
Control solvente (NaCl 0,9%), i.p. 41 25 15 1
Ciclofosfamida (50 mg/kg), i.p. 806ac 583ac 180ac 43ac
Bleomicina (30 mg/kg), i.p. 472bc 341bc 96bc 35bc

Determinacién en 2000 EP/feto (5 fetos/animal de 16 animales/grupo).

*p<0.01 (comparacién contra el control negativo, prueba de Chi-cuadrado).

Letras diferentes (a y b) difieren al comparar los resultados entre mutdgenos. (c) difieren al comparar los resultados contra

el control negativo.

cromosémico causado en el higado fetal y el
efecto teratogénico causado por sustancias
mutagénicas como la CF', a partir de la
hipétesis planteada por Porter y Singh en el ano
1998 de que el efecto clastogénico podria tener
una expresion en el dafio estructural cuando se
administra la sustancia durante la prefiez”.

De esta forma los resultados espontdneos

58

encontrados en células de la médula ésea
materna teniendo en cuenta la relacién EP/EN
y el % de EP con MN concuerdan sin diferir
estadfsticamente con los resultados hallados
previamente al utilizar el NaCl al 0,9% como
sustancia solvente en ratas no gestadas®’.

El nimero total de MN bdsales por niveles
de dafio encontrados son algo mds bajos que los
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reportados para esta especie de rata en el sexo
hembra, pero no difieren significativamente con
los encontrados por nuestro grupo de trabajo
en ratas SD adultas no gestadas®’, quedando
como constancia la ocurrencia de genotoxicidad
en células de la médula ésea materna (células
somdticas)®. Ademds estos resultados descartan
la posibilidad de que las ratas gestantes sean mds
susceptibles a las sustancias mutagénicas.

Al analizar los resultados obtenidos con
el uso de los dos mutdgenos, se corroboré la
citotoxicidad y genotoxicidad ya conocida de
la CF y BL en células de médula ésea en ratas
hembras adultas. Los resultados de la relacién
EP/EN y del % de EP con MN en ambos
mutdgenos fueron similares a los obtenidos por
nuestro grupo de trabajo al evaluar estd linea de
ratas en ambos sexos en este ensayo y en el de
aberraciones cromosémicas en el mismo tipo
celular®,

Los resultados espontdneos tan bajos e
inducidos altos de MN en EP en ratas SD
hembras adultas demuestra el uso de esta linea
de ratas como biomodelo murino ideal en los
ensayos de genotoxicidad, observdndose alta
sensibilidad a mutdgenos con accién genotéxica
alta; tal es el caso de la CF y BL. Resultados
que estdn en conjuncién con los obtenidos
al evaluar la induccién de MN con CF y BL,
aberraciones cromosémicas estructurales en
células de la médula ésea, anomalias en la
morfologfa de la cabeza del espermatozoide y
dano ala estructura primaria del ADN mediante
electroforesis alcalina de células individuales
(ensayo cometa)’® 12,

El hecho de haberse obtenidos mayores
resultados de induccién de MN, asi como
de citotoxicidad por parte de la CF al ser
comparados con la BL, demuestra el uso de
este como control positivo, ademds caracteriza
la accién de los agentes alquilantes como
fuertes clastégenos quimicos™. Resultados que
se encuentran en conjuncién con un estudio
nuestro realizado recientemente, donde la CF
indujo un nimero similar de microntcleos, al
igual que el ndmero de EP con 1, 2 y mds de dos
MN en ratas SD hembras adultas’.

El hecho de no haber encontrado diferencias
significativas entre los indices espontdneos de
MN en higado fetal al usar el NaCl contra
en control negativo demostré la inocuidad
de este solvente; con este grupo se incluyé
en el estudio un mayor nimero de animales,
aportdndole mayor confiabilidad a nuestros
resultados. Ademds permitié que se obtuvieran
por primera vez los indices espontdneos de
citotoxicidad y genotoxicidad mediante la
formacién de micronucleos en fetos de ratas de
la linea SD. No existiendo estudios anteriores
que nos permitieran comparar los obtenidos por
nosotros contra otros grupos de trabajo.

Los resultados de citotoxicidad y
genotoxicidad transplacentaria obtenidos con el
uso de la CF se encuentran en valores superiores
a los obtenidos por Fraga y colaboradores en
el 2001, en la linea de ratén NMRI'. Esto
demuestra mayor susceptibilidad de los fetos de
ratas SD a la accién de sustancias mutagénicas.

La diferencia significativa encontrada entre
la CF y BL, confirma el uso de la CF como
control positivo eficiente en el ensayo de la
morfologfa de la cabeza del espermatozoide®>* 1*
y en los ensayos de teratogénesis utilizando ratas
y ratones como biomodelos experimentales® %.

El hecho de que la CF haya inducido mayor
cantidad de microntcleos y que el ndmero
de estos en EP haya sido mayor que en la
BL, demuestra un mayor poder clastogénico
y aneugénico, manifestindose mayor dano
medible por este ensayo'” **. No obstante se
demostré el poder clastogénico transplacentario
de ambos mutdgenos vinculando este ensayo de
genotoxicidad a la reproduccién.

Los resultados obtenidos en el presente
trabajo demuestra a su vez la sensibilidad del
ensayo de micronucleos para garantizar la
deteccién de fdrmacos y principios activos que
utilizan este mecanismo para ejercer efecto
genotdxico y/o mutagénico.

Por otro lado, los resultados de citotoxicidad
y genotoxicidad espontdneos obtenidos en
células hepdticas de fetos fueron mayores a los
obtenidos en las madres. Esto pudiese estar
influenciado por la linea celular utilizada para
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evaluar la genotoxicidad basal en los fetos, ya
que en el higado se biotransforman todos los
productos del metabolismo enddgeno'. Por ende
este tipo celular siempre manifestard mayor dafio
genético que las células sanguineas.

Resultados similares se obtuvieron al
comparar los indices espontdneos e inducidos
de dafio al ADN mediante electroforesis alcalina
de células individuales en leucocitos de sangre
periférica y células hepdticas de ratas SD de
ambos sexos’.

Dado que no se han analizado los
microntcleos en células hepdticas maternas,
esto podria constituir una sugerencia futura
del presente estudio, permitiendo comparar
estos resultados con los obtenidos en células
hepdticas fetales. En la presente investigacién
solo se analizaron muestras provenientes de las
madres con el objetivo de demostrar que los fetos
estaban expuestos a un ambiente genotéxico.

CONCLUSION

Se demostré el poder clastogénico
transplacentario de ambos mutdgenos asi como
la vinculacién de este ensayo de genotoxicidad a la
reproduccién. La CF fue capaz de inducir mayor
citotoxicidad y genotoxicidad que la BL tanto en
células de la medula ésea materna como en células
hepdticas fetales. Se observé mayor induccién de
dafo en células hepdticas fetales que en medula
6sea materna de ratas SD. Estos resultados
permitirdn el uso de este biomodelo experimental
en la evaluacién de nuevas drogas con cardcter
antigenotéxico por via transplacentaria, atin no
exploradas en este 4mbito.
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