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RESUMEN. La lñnea de ratón NMRI fue desarrollada en el Instituto Naval de Investi-
gaciones Mádicas de los Estados Unidos para utilizarla en la investigación sobre en-
fermedades infecciosas y en el programa inmunológico . En Cuba los ratones de esta
lñnea son suministrados a las instituciones cientñficas por el Centro Nacional para la
Producción de Animales de Laboratorio de Cuba . Este estudio describe la frecuencia
espontínea de la lñnea para los indicadores de cito y genotoxicidad que se registran en
dos ensayos establecidos : micronécleos en mádula ósea de roedores (EMN) y muta-
ciones letales dominantes (EDL) utilizando los dos sexos . Se relacionan datos obteni-
dos en diferentes series experimentales, los cuales forman parte de la base de datos
histórica del laboratorio de los autores . Ademís, se reporta la frecuencia de eventos
inducida en los dos ensayos por la administración intraperitoneal (ip) de 50 mg/kg de
peso corporal de ciclofosfamida, agente antineoplísico utilizado como mutígeno de
referencia en estudios genotóxicos in vivo . Ambos ensayos (EMN y EDL) detectan el
daüo originado por aberraciones cromosómicas en cálulas somíticas y germinales
respectivamente, inducidas tanto por agentes quñmicos o fñsicos a travás de similares
mecanismos . Son parte de la baterña de ensayos recomendados en los estudios pre-
clñnicos de nuevas drogas . Los resultados presentados muestran el intervalo de fre-
cuencia espontínea para cada indicador incluido en el estudio . Por otra parte, en los
animales tratados con el mutígeno, se registró un aumento de la frecuencia de
eritrocitos micronueleados y la disminución del porcentaj e de eritrocitos policromíticos
en el EMN, asñ como una reducción del némero de implantes y fetos vivos con un
aumento del némero de reabsorciones tempranas y tardñas en el ET)L . Las compara-
ciones realizadas con la frecuencia espontínea evidenció una diferencia significativa .
Se pudo concluir que la lñnea de ratón NMRI, constituye un buen modelo a emplear
en los estudios genotoxicológicos, dada la baja frecuencia espontínea de importantes
indicadores genotóxicos y la sensibilidad ala acción de la ciclofosfamida que muestra .

ABSTRACT .NMRI stock mouse was developed at Naval Medical Research Institute,
to be used in the research about infectious diseases and immunological program .
This strain has shown to be useful in mutagenesis studies conducted in European
Laboratories . In this case, animals were supplied by National Center for Laboratory
Animals Production. Data obtained in two genotoxicity assays : Bone marrow
micronucleus test and dominant lethal test using non-treated NMRI mice are presented
in this paper, which is part of laboratory historic controls . In addition, results obtained
in cyclophosphamide treated animals are also shown. Bone marrow micronucleus
test and dominant lethal test register chromosomal aberrations in somatic and germ
cells respectively, that can be similarly induced by physical and chemical agents . Both
assays are recomended for the preclinical evaluation of new drugs . Spontaneous and
induced frequencies of each relevant parameter are shown significant differences
were deteted between control and cyclophosphamide-treated animals . Taking into
acount our results, the authors concluded that NMRI strain from CENPALAB is suitable
to be used in the mentioned genotoxicity test .
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INTRODUCCION

El ratón es la especie mís reco-
mendada por las guñas regulatorias
para el ensayo de detección de mu-
taciones letales dominantes y a su
vez, una de las especies propuestas
para el ensayo de micronécleos en
mádula ósea de roedores .' ,' Sin em-
bargo, la gran diversidad de lñneas
de ratón existentes genera una va-
riabilidad en los resultados de una
lñnea a otra, por lo que se hace nece-
sario determinar tanto la frecuencia
basal como la sensibilidad que per-
mitan expresar el daüo inducido por
el empleo de mutígenos de referen-
cia, para lograr una caracterización
de la lñnea utilizada?

La ciclosfosfamida, cuyos efectos
biológicos dependen de su activa-
ción por las enzimas microsomales
hepíticas, es una de las drogas mís
utilizadas en el tratamiento de va-
rios tipos de enfermedades neoplí-
sicas humanas, dentro de las que se
incluyen, linfomas malignos, mie-
lomas méltiples, leucemias, adeno-
carcinoma ovírico, entre otros y a su
vez, es utilizada como agente inmu-
nosupresor en varñas enfermedades
no malignas í

Por otra parte, esta droga de re-
ferencia es de las mís ampliamente
empleadas en estudios de mutagá-
nesis in vivo como mutígeno indi-
recto, al ser capaz de producir mu-
taciones gánicas como sustituciones
de pares de bases y aberraciones
cromosómicas que pueden dar lugar
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a la inducción de mutaciones letales
dominantes en ratones machos y
hembras .'

La lñnea de ratón NMRI fue ori-
ginalmente desarrollada por el Ins-
tituto Naval de Investigaciones Má-
dicas en Maryland, Estados Unidos,
con el propósito de utilizarla en un
programa de enfermedades infeccio-
sas e inmunológicas . En la actuali-
dad, su utilización es muy frecuen-
te en estudios de mutagenicidad
como el de micronécleos en mádula
ósea, principalmente en Europa .

En este artñculo se reporta la fre-
cuencia basal de aparición de micro-
nécleos en mádula ósea y de muta-
ciones letales dominantes en ratones
NMRI de ambos sexos, asñ como la
frecuencia inducida de eventos en
ambos ensayos, tras la administra-
ción de ciclofosfamida por vña
intraperitoneal (ip), mutígeno de re-
ferencia utilizado como control po-
sitivo .

Los datos presentados provienen
de diferentes estudios realizados en
el laboratorio de los autores, los que
constituyen parte de los correspon-
dientes controles históricos para
esta lñnea.

MATERIALES Y METODOS
Series incluidas

Los datos reportados fueron re-
copilados a partir de estudios con
nuevos productos de posible uso
humano llevados a cabo de 1994 a
1997 (Tabla 1) . Dos de estos estudios
han sido ya publicados . 6 7

Agente quñmico
Ciclofosfamida : N,N-bis-(-cloruro

de etilo)-N', o-esterdiamida del ícido
fosfórico propinel (C 17H15C 12N205P)
fue adquirida a la firma comercial
mexicana Lemri SA bajo la marca
LEDOXINA, lote LMO81 y se diluyó,
para todas las experiencias, en diso-
lución salina (NaCl) al 0,9 % . Se ad-
ministró inmediatamente despuás
de ser preparada .

Se emplearon como controles de
disolvente los animales tratados con

Tabla 1 . Series y estudios experimentales realizados .

disolución salina (NaCI al 9 %) y
goma acacia-agua (10 mg/mL) . Este
éltimo disolvente ha sido empleado
para la preparación de las dosifica-
ciones de productos de origen natu-
ral evaluados como en el caso del D-
002, una mezcla de alcoholes
alifíticos primarios de elevado peso
molecular, con propiedades antiulce-
rosas, aislada de la cera de abejas . 6-9

Animales
Ratones NMRI de ambos sexos,

adultos jóvenes de 5 a 6 semanas,
provenientes del Centro Nacional de
Producción de Animales de Labora-
torio (CENPALAB), cuyos pesos os-
cilaban entre 22 y 26 g . El alimento
utilizado fue pienso estíndar para
roedores suministrado por el
CENPALAB, asñ como el acceso al
agua fue ad libitum . Se mantuvie-
ron desde su arribo al laboratorio en
locales con ciclo de luz-oscuridad de
12 h, 20-22 •C y entre 45-55 % de hu-
medad relativa . Estas caracterñsticas
fueron comunes para todas las series
experimentales en ambos ensayos .

Ensayo de micronécleos
Dosis, frecuencia y vña de admi-

nistración
Se realizó una administración

énica por vña ip de ciclosfosfamida
50 mg/kg de peso corporal, utilizan-
do un volumen de 0,2 mL por cada
20 g de peso .

Todos los grupos estaban consti-
tuidos por seis animales/sexo .

Los animales pertenecientes al
control negativo fueron aquellos que
no recibieron ningén tipo de trata-
miento y se denominaron controles
no tratados .

Los animales considerados como
controles de vehñculo recibieron por
vña oral 10 mL/kg peso corporal de
goma acacia-agua (10 mg/mL) duran-
te 5 d .

Tiempo de sacrificio
Todos los animales fueron sacrifi-

cados por dislocación cervical, 48 h
despuás de la administración énica

del producto (animales tratados con
ciclosfosfamida) y 24 h despuás de
la éltima administración (controles
de vehñculo), haciendo coincidir el dña
del sacrificio en todos los casos .
Metodologña

Un fámur de cada animal fue extrañ-
do y lavada la cavidad medular por flu-
jo con suero bovino fetal . La mádula
contenida en 3 mL de suero bovino fe-
tal fue centrifugada a 1000 r/min por
10 min y luego de eliminar el
sobrenadante, se realizó un frotis del
botón celular en líminas limpias .
Las que despuás de ser montadas,
(mñnimo: dos/animal), se mantuvie-
ron 24 h a temperatura ambiente
para su secado .

Posteriormente, fueron fijadas en
metanol absoluto por 5 min previo a
la tinción con giemsa al 5 % en agua
durante 12 a 15 min . Las líminas
fueron codificadas aleatoriamente
para que su observación se realizara
"a ciegas"

Se contabilizó la proporción de
eritrocitos policromíticos (EP) y
normocromíticos (EN) en 2 000 cá-
lulas/animal . Ademís, se calculó la
frecuencia de EP portadores de mi-
cronécleos (EP-MN) en 2 000 EP/ani-
mal. Todas las determinaciones se
realizaron paralelamente por dos
observadores .

Ensayo de letales dominantes
Dosis, frecuencia y vña de admi-

nistración
Los tratamientos se aplicaron

diariamente durante 5 d consecuti-
vos, tanto a hembras como a machos
por vña ip. La ciclofosfamida (50 mg/kg
de peso corporal), fue disuelta en di-
solución salina, utilizando un vo-
lumen de 0,2 mL por cada 20 g de
peso corporal . El control de vehñcu-
lo en este caso, estuvo constituido
por animales a los que se les admi-
nistró, en igual razón de volumen
por peso corporal, la disolución sali-
na (NaCl, 0,9 %) .

Machos tratados
Concluido el tratamiento, cada

macho tratado fue apareado duran-
te dos semanas sucesivas con dos
hembras no tratadas vñrgenes por
semana. Al concluir cada semana de
apareo las hembras fueron reagrupa-
das en dos grupos, correspondientes
a la primera y segunda semana de
apareo y de acuerdo con el grupo de
tratamiento.

Hembras tratadas
Una vez concluido el tratamien-

to, las hembras tratadas fueron
apareadas durante una semana con
machos no tratados (2 :1) . Despuás de
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Serie experimental Producto Evaluación genotóxica
Control negativo (no tratado)
Control de vehñculo (tratado con goma
acacia-H20)
Ciclofosfamida
Control negativo (no tratado)
Control de vehñculo (tratado con NaCl 0,9 %)
Ciclofosfamida

D-003

D-002

D-003

D-002

D-002

D-002

Micronécleos

Micronécleos
Micronécleos
Letales dominantes
Letales dominantes
Letales dominantes



concluido este perñodo, las hembras
fueron agrupadas segén el trata-
miento recibido .

Con los animales del grupo con-
trol no tratado se procedió con el
mismo sistema de apareamiento .

Tiempo de sacrificio
Todas la hembras fueron sacrifi-

cadas entre los dñas 12 y 18 de gesta-
ción, por tanto posterior al inicio de
la funcionalidad de la placenta,
cuando el conceptus estí en un pe-
rñodo de embriogánesis o fetogánesis
(en roedores) .

Metodologña
En el anílisis del contenido ute-

rino se determinó : el némero de
hembras preüadas, implantes, fetos
vivos, reabsorciones tempranas y
tardñas . Tambián se extrajeron los
ovarios, los cuales fueron colocados
en una placa Petri con disolución
salina fisiológica (NaCI 0,9 %) para
realizar el conteo de los cuerpos
léteos con la ayuda de un microsco-
pio estereoscópico .

Para determinar la letalidad in-
ducida (LI) por la ciclofosfamida se
empleó la fórmula :

LI =

Fetos vivos
I Total deimplantes (tratados)

Fetos vivos
Total de implantes (control)

Mátodos estadñsticos
En el ensayo de micronécleos, se

empleó la prueba ANOBA no para-
mátrica de Kruskal-Wallis, las varia-
bles analizadas fueron la citotoxici-
dad en la mádula dada por el ñndice

roo

de EP/EN y la frecuencia de apari-
ción EP-MN

En el ensayo de letales dominan-
tes la comparación estadñstica se rea-
lizó a travás del estadñgrafo no pa-
ramátrico de Kruskal-Wallis (ANO-
BA) para cada una de las variables
antes mencionadas .

Todas las comparaciones estadñs-
ticas, en ambos ensayos, se realiza-
ron primero entre las distintas series
no tratadas entre sñ (Tablas 2, 3 y 4)
y posteriormente, entre las no trata-
das y las tratadas con ciclofosfami-
da (Tablas 5 y 6) .

RESULTADOS Y DISCUSION
En el anílisis de los valores es-

pontíneos de una lñnea para un de-
terminado indicador fisiológico es
comén utilizar los datos de anima-
les no tratados unidos a aquellos pro-
venientes de animales tratados con
los controles de vehñculo de las sus-
tancias investigadas . Entre los vehñ-
culos mís frecuentemente utilizados
se encuentran el agua, Tveen, diso-
lución salina, goma acacia, DMSO,
aceite vegetal y otros .

En el anílisis de la frecuencia
inducida se empleó la ciclofosfami-
da a una dosis de 50 mg/kg de peso
corporal por vña ip . La ciclofosfami-
da es un agente alquilante demacro-
moláculas celulares metabolizado
por el sistema P450 hepítico, 10 de
lenta eliminación . Sus efectos ci-
totóxicos estín dados por la cantidad
total administrada, mís que por la
velocidad de generación de sus me-
tabolitos activos . Dentro de ástos,

Tabla 2. Resultados correspondientes al ensayo de micronécleos ratones NMRI en diferentes series experimentales .
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estín la mostaza fosfaramida y la
acroleñna ambos con potente acción
clastogánica. 4 Los metabolitos acti-
vos son tóxicos para el huso mitótico
(venenos del huso), capaces de ori-
ginar trastornos en la migración cro-
mosómica y por lo tanto, párdidas o
rupturas cromosómicas. Estos cons-
tituyen eventos mutacionales que
elevan la frecuencia de aparición de
micronécleos y mutaciones letales
dominantes ."-"

Ensayo de micronécleos
Los resultados que se conocen

del ensayo de micronécleos en má-
dula ósea de roedores, muestran un
comportamiento muy estable en la
frecuencia de aparición espontínea
de EP-MN (0,8 a 3,4 por cada 1000 EP)
en la lñnea de ratones NMRI . Igual-
mente, estos resultados son muy si-
milares a los reportados en otras lñ-
neas tales como: B6D2F1, C57B1/6 y
CBA, ampliamente utilizadas en la
genática toxieológica .l3

Por otra parte, no se observan"- "
diferencias entre la frecuencia es-
pontínea para ambos sexos en nin-
guno de los indicadores que el ensa-
yo de micronécleos en mádula ósea
tiene en cuenta, por lo que en mu-
chos casos se unifican los resultados
obtenidos para reportar los niveles
espontíneos de la lñnea .

En cada serie se analizaron 12 000
EP para determinar la frecuencia de
aparición de micronécleos . El aníli-
sis estadñstico no reveló diferencias
significativas entre las dos series ex-
perimentales, ni entre los sexos para

(0,52-0,84)

	

(40-89)

	

(20,0-44,5)

( ) Valores mñnimos y míximos reportados por animal .
Némero de EP con micronécleos. ** p < 0,01 Prueba de Kruskal-Wallis . 'Valores determinados en 12 000 EP
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Grupo Dosis
(mg/kg)

Vña Cálulas EP EN EP/EN MN^

(. 101)

MN/EPb

M H

Control negativo 12 000 6 336 5 664 1,12 26 2,16
(0,93-1,35) (1-8) (0,5-4,0)

Control negativo 12 000 6 426 5 574 1,15 28 2,33
(0,87-1,49) (0-8) (0-4,0)

Goma acacia -
agua 10 mg/mL 10 oral 12 000 6 401 5 599 1,14 21 1,75

(0,89-1,51) (1-6) (0,5-3,0)

Goma acacia -
agua 10 mg/mL 10 oral 12 000 6 471 5 529 1,17 25 2,08

(0,98-1,40) (2-6) (1,0-3,0)

Ciclofosfamida 50 12 000 4 944 7 056 0,70** 391 32,58**
(0,43-0,89) (45-86) (22,5-43,0)

Ciclofosfamida 50 12 000 5 025 6 975 0,72** 445 37,08**
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los dos tipos de grupo (Tabla 2) . La
frecuencia espontínea de la lñnea
mostró un comportamiento estable,
con una variación entre 1,75 y 3 EP
MN en las distintas series experi-
mentales y una variación inter-indi-
vidual de 0 a 4 EP-MN por cada 1000
EP analizados, lo que coincide con
lo reportado . 13

Se pudo apreciar, ademís, una
gran variabilidad inter-individual en
la relación entre los eritrocitos poli
y normo cromíticos . Sin embargo, la

media de cada serie no tratada con
ciclofosfamida, se comportó de for-
ma estable sin diferencias significa-
tivas entre ellas . Por otra parte, en
los animales tratados con ciclofos-
famida se apreció que la respuesta
al clastógeno (disminuye el ñndice
EP/EN e incrementa la frecuencia
de EP-MN) fue similar en ambos
sexos de la lñnea utilizada, por lo que
puede concluirse que no se eviden-
ció diferente sensibilidad al mutí-
geno .

Tabla 3. Resultados correspondientes al ensayo de letales dominantes en rato-
nes NMRI en diferentes series experimentales .

T Sexo que recibió el tratamiento . ** p < 0,01 Prueba de Kruskal-Wallis .
(1), (2) Primera y segunda semana de apareo de los mismos ratones machos .
(3) Una énica semana de apareo .

Tabla 4. Resultados correspondientes al ensayo de letales dominantes en ratones NMRI en diferentes series experimentales .

Se pudo comprobar (Tabla 5) el
comportamiento espontíneo general
de esta lñnea de ratones en el ensayo
de micronécleos . Los ratones de la
lñnea NMRI suministrados por el
CENPALAB manifestaron una fre-
cuencia espontínea de EP porta-
dores de micronécleos de 2,29 por
cada 1000 EP, muy similar a la fre-
cuencia de 2,06 reportada por Sa-
lamone . 13

La dosis de ciclofosfamida em-
pleada en los ensayos, para evaluar
el daüo genotóxico, no es letal y ha
demostrado su poder clastogánico
en diferentes estudios realiza-
dos . 6,7,10,16,17 Este mutígeno indirecto
induce un incremento, a este nivel
de dosis, en la frecuencia de apari-
ción de micronécleos en unas 15 ve-
ces el némero de EP-MN e inhibe la
actividad eritropoyática en la mádu-
la ósea aproximadamente un 10 % .
Ambos indicadores resultaron esta-
dñsticamente diferentes en relación
con la frecuencia espontínea repor-
tada en este trabajo (Tabla 5) .

Ensayo de letales dominantes

Las mutaciones letales dominan-
tes son cambios genáticos en el ga-
meto, óvulo o esperma que provoca
la muerte o fallo en la implantación
del cigoto. La primera causa de es-
tas mutaciones son las rupturas o

• Sexo que recibió el tratamiento . ** p < 0,01 Prueba de Kruskal-Wallis . FV Fbtos vivos .
(1), (2) Primera y segunda semana de apareo de los mismos ratones machos . (3) Una énica semana de apareo .

Tabla 5 . Frecuencia espontínea e inducida en el Ensayo de Micronécleos con Ratones NMRI

(0,43-0,89)

	

(40-89)

	

(20,0-44,5)

()Valores mñnimos y míximos reportados por animal . ** p < 0,01 Prueba de Kruskal-Wallis .
" Némero de EP con micronécleos . 'Balores determinados en 48 000 EP
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Grupo Cuerpos léteos Implantes FV Letalidad

pre-implante post-implante

(1) 12,09 ú 2,92 11,22 ú 2,97 10,60 ú 2,92 0,07 ú 0,12 0,06 ú 0,07
Control negativo (2) 12,10 ú 2,40 12,08 ú 2,10 12,01 ú 2,04 0,06 ú 0,10 0,05 ú 0,08

(3) 12,29 -} 2,14 11,09 ú 2,52 10,47 ú 2,50 0,09 ú 0,13 0,05 ú 0,06

(1) 13,17 ú 4,33 11,12 ú 4,46 10,52 ú 4,17 0,15 ú 0,20 0,06 ú 0,06

NaCl 0,9 % (2) 12,39 ú 4,34 11,32 ú 3,82 10,73 ú 3,65 0,06 ú 0,17 0,05 ú 0,05

(3) 11,43 ú 3,18 10,33 ú 3,05 9,86 ú 4,0 0,09 ú 0,09 0,04 ú 0,05
(1) 11,36 ú 3,56 7,75 ú 2,80** 4,21 ú 1,7** 0,29 --* 0,16** 0,42 t 0,16**

Ciclofosfamida (2) 11,56 ú 3,71 8,28 ú 2,84** 4,96 ú 2,2** 0,26 ú 0,15** 0,53 ú 0,18**
(3) 12,22 ú 4,17 8,33 ú 3,11** 4,72 ú 2,1** 0,29 ú 0,13** 0,40 ú 0,17**

Grupo Dosis
(mg/kg)

Vña Cálula
sanalizadas

EP EN EP/EN MNa MN/EP0
( .103)

Control - 48 000 25 634 22 366 1,14 100 2,08
(0,87-1,51) (0-8) (0-4)

Ciclofosfamida 50 ip 24 000 9 969 14 031 0,71** 836 34,83**

Grupo Dosis Vña n Hembra Preüez
M H preüadas (%)

(1) 28 55 55 100

Control negativo (2) 25 50 46 92

(3) 30 60 60 100

(1) 1 mL/kg ip 30T 60 56 93,3

NaCl 0,9 % (2) 1 mg/kg ip 28T 60 56 93,3

(3) 1 mL/kg ip 30 60T 57 95

(1) 50 mg/kg ip 30T 60 56 93,3

Ciclofosfamida (2) 50 mg/kg ip 30T 60 57 95

(3) 50 mg/kg ip 30 60T 56 93,3



Tabla 6 . Frecuencia espontínea e inducida en el ensayo de Mutaciones Letales
Dominantes con ratones NMRI

n

Hembras preüadas

Preüez (%)

Cuerpos Léteos

Implantes

Fetos vivos

Letalidad

M

H

Tempranas

Reabsorciones

	

Tardñas

Totales

Pre-implante

Post-implante

párdidas cromosómicas las cuales
pueden dar lugar, por ejemplo, a
monosomias . 5,1 o ,1 s

La lñnea de ratón utilizada influ-
ye en la respuesta observada en el
ensayo de letales dominantes como
resultado de la diferente capacidad
de reparación del huevo fertilizado
debido a la natural variabilidad bio-
lógica.' , "

La lñnea NMRI ha sido utilizada
en los estudios de teratogenicidad
por su susceptibilidad a la acción de
agentes como el TCDD (2,3,7,8-tetra-
clorodibenzo-p-dioxin) y TCAOB
(3,4",4,4 tetracloroazoxibenceno) y
sus principales manifestaciones han
sido paladar hendido y a dosis ele-
vadas embrioletalidad. 19

En los ensayos se pudo apreciar
que se obtiene mís de un 90 % de
preüez, factor esencial para que una
lñnea animal pueda ser utilizada en
este tipo de estudio, debido a que las
variables a analizar dependen, en
primer tármino, del némero de hem-
bras preüadas (Tabla 3) .

Grupo

No tratados

	

Ciclofosfamida

171

	

60'

345

	

606

330/345

	

169/180•

95,6

	

93,8

12,24

	

11,71
(11,4-13,1)

	

(11,3-12,2)

11,31

	

8,12**
(10,3-12,0)

	

(7,7-8,3)

10,69

	

4,63*
(9,8-12,0)

	

(4,2-4,9)

0,36

	

2,73**
(0,25-0,54)

	

(2,60-2,80)

0,22

	

0,70**
(0,11-0,29)

	

(0,68-0,74)

0,59

	

3,46**
(0,45-0,65)

	

(3,30-3,60)

0,07

	

0,28**
(0,06-0,15)

	

(0,26-0,29)

0,05

	

0.45**
(0 .04-0 .06)

	

(0.40-0 .53)

a Némero de machos tratados y apareados cada uno con cuatro hembras (dos por
semana) . ** p < 0,01 Prueba de Kruskal-Wallis . 6N némero de hembras tratadas .
, Relación entre hembras apareadas y preüadas que incluye hembras de los machos
tratados y hembras tratadas .

Por otra parte, los resultados fue-
ron consistentes entre las diferentes
series experimentales no tratadas
con ciclofosfamida, no encontrando
diferencias significativas en los in-
dicadores analizados .

El némero de cuerpos léteos,
implantes y fetos vivos por hembra
preüada, se mantuvo en todas las
series entre 10-13, lo que garantiza
una muestra lo suficientemente
grande para poder determinar esta-
dñsticamente la acción mutagánica
que pudiera inducir el agente quñmi-
co que se pretenda evaluar (Tabla 6) .

Las muertes pre y post-implan-
tación, discrepancias entre el néme-
ro de cuerpos léteos y el de implan-
tes o fetos vivos, respectivamente,
tienen en esta lñnea de ratones una
frecuencia y variabilidad bajas (Ta-
bla 6), sin diferencias estadñstcas en-
tre las series experimentales consi-
deradas controles tanto si fueron las
hembras o los machos los tratados .

De igual modo que en el ensa-
yo de micronécleos se manifestó
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una respuesta positiva al trata-
miento con la ciclofosfamida (Ta-
blas 5 y 6) .

Este mutígeno produce efectos
similares, independientemente del
sexo que haya recibido el tratamien-
to, 20 sin ocasionar una disminución
de la fertilidad, pues el porcentaje de
preüez y el némero de cuerpos
léteos -indicador de la ovulación- no
difirió entre los grupos tratados con
ciclofosfamida y los grupos contro-
les (Tabla 6) .

El efecto de la ciclofosfamida se
evidencio en la disminución del né-
mero de implantes y como resulta-
do de un incremento del némero
de reabsorciones tempranas y tar-
dñas una disminución en el néme-
ro de fetos vivos por hembra tra-
tada .

Por otra parte, el daüo inducido
por la ciclofosfamida en los ratones
machos no difirió al comparar las
semana 1 y 2 de apareo y entre ma-
chos y hembras tratadas con este
clastógeno ; tampoco se observaron
diferencias significativas en ningu-
no de los indicadores estudiados (Ta-
bla 6). De ahñ, se concluyó que la res-
puesta inducida por la ciclofosfami-
da en este ensayo se comporta de
igual manera, independientemente
del sexo que reciba el tratamiento y
de la semana de apareo en el caso de
los machos .

Se obtuvieron las frecuencias es-
pontínea e inducida para este ensa-
yo en la lñnea NMRI, para lo cual se
unificaron todas las series experi-
mentales no tratadas o tratadas con
los vehñculos de ambos sexos (Tabla
5) y los resultados de las series ex-
perimentales tratadas con ciclofos-
famida .

La disminución de los implantes
por hembra, dada como párdida pre-
implantación (muerte o huevos no
fertilizados) y letalidad post-implan-
tación (diferencias entre las im-
plantaciones y los fetos vivos) en
los animales tratados con ciclofos-
famida fueron estadñsticamente
diferentes con relación a la fre-
cuencia espontínea de esta lñnea
de roedores .

Por tanto, la ciclofosfamida indu-
ce en los ratones NMRI, en las con-
diciones experimentales estudiadas,
letalidad dominante de un 39,72 %,
lo que evidencia el daüo mutacional
que origina la ciclofosfamida en las
cálulas germinales en este ensayo,
lo que a su vez conduce a la párdi-
da de viabilidad del huevo fertili-
zado antes o despuás de la implan-
tación sobre el valor del grupo con-
trol .
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CONCLUSIONES

La lñnea de ratón NMRI suminis-
trada por el CENPALAB constituye
un buen modelo a emplear en los es-
tudios genotoxicológicos, ya que ex-
perimenta una baja y estable fre-
cuencia espontínea de importantes
indicadores genotóxicos como la for-
mación de eritrocitos policromíticos
micronucleados, la relación EP/EN
en mádula ósea, las reabsorciones y
las párdidas pre y post implantación .
Ademís, es sensible a la acción de
mutígenos reconocidos como la ci-
clofosfamida .
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