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CALENDARIZACION

Caodigo:
FPE-CB-DEX-01-02

Ndmero de revision: 02

ASIGNATURA

GRUPO(S)

Citogenética toxicoldgica

SEMESTRE CARRERA BQD

SEMANA

FECHA
(SEMANAL)

NUMERO Y/O NOMBRE DE LA
PRACTICA, PROYECTO Y/O
ACTIVIDAD

CUMPLIO

OBSERVACIONES
SI | NO

Inscripcidn y presentacion del curso

Explicacion tedrica:
Practica 1. Prueba de Ames
e Entrega de prelaboratorio

e Examen previo

Explicacion tedrica:

Practica 2. Determinacién del potencial
genotdxico de un agente clastégeno

e Entrega de prelaboratorio

e Examen previo

e Entrega de reporte de la practica 1

Parte experimental:

Siembra del cultivo celular

Parte experimental:

Cosecha del cultivo celular

Parte experimental:

Tincién y lecturas

Parte experimental:

Lectura de laminillas

LICENCIATURA EN BIOQUIMICA DIAGNOSTICA




Citogenética toxicologica (Manual de laboratorio para BQD)

Explicacion tedrica:
Practica 3. Determinar la capacidad anti-
mutagénica de un producto natural
e Entrega de prelaboratorio
e Examen previo

7 e Entrega de reporte de la practica 2,

. explicacion tedrica y practica.
Practica 4. Teratogénesis: Manejo de
Drosophila Melanogaster
e Entrega de prelaboratorio
e Examen previo
. Parte experimental:

s Toma de muestra tiempo 0
Parte experimental:

® Toma de muestra tiempo 48
Parte experimental:

® Tincién y lectura de laminillas
Parte experimental:
Preparacion de medios e inicio de

° proyecto Teratogénesis con Drosophila
melanogaster
Explicacion tedrica:
Practica 4. Diagndstico seroldgico de
cancer con marcadores genéticos
e Entrega de prelaboratorio

10 e Examen previo
e Entrega de reporte de la practica 3
Parte experimental: Separacién de hembras
virgenes de la Drosophila melanogaster
y preparacion de medio
Parte Experimental:
Teratogénesis, obtencion de larvas

H de tercer estadio de la Drosophila
melanogaster
Parte experimental:

H Practica 5. Cosecha vy tincién
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Parte experimental:
Practica 5. Analisis de laminillas

Parte experimental: Teratogénesis,

. observacién de moscas adultas de
Drosophila melanogaster y obtencidn
de resultados
Andlisis de resultados de la practica de
' teratogénesis
14 Discusion del proyecto de teratogénesis
16 Entrega de trabajos y discusion de articulos
17 Examen final
< FECHA CUMPLIO
<ZE EXAMEN OBSERVACIONES
L | (SEMANAL) SI | NO
2 Prueba de Ames
Determinacion del potencial genotdxico
> de un agente clastégeno
Determinar la capacidad antimutagénica
¢ de un producto natural
7 Teratogénesis
Diagnodstico serolégico de cancer con
10 marcadores genéticos
17 Examen final
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Presentacion del manual

NUMERO DE TITULO DE LA PRACTICA NUMERO Y NOMBRE DE LA UNIDAD
PRACTICA DE LABORATORIO TEMATICA EN EL PROGRAMA
DE LA ASIGNATURA
---------------------- UNIDAD 1
Introduccién
—————————————————————— UNIDAD 2
Mecanismos de induccién de
genotoxicidad
1 Prueba de Ames UNIDAD 3
Ensayos para la deteccién de
agentes genotdxicos y citotdxicos
2 Estudio del potencial UNIDAD 4
genotoxico de un agente Ensayos citogenéticos para la
clastégeno con la prueba deteccién de genotoxicidad en
de ICH mamiferos
3 Determinar la capacidad UNIDAD 5
antimutagénica de un Antimutagénesis
producto natural con la
técnica de MN
4 Diagnostico seroldgico de UNIDAD 6
cancer con marcadores Carcinogénesis
genéticos
5 Induccién de teratogénesis | UNIDAD 7
en Drosophila melanogaster | Teratogénesis

LICENCIATURA EN BIOQUIMICA DIAGNOSTICA
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Criterios de evaluacion

La evaluacion del laboratorio se hara con base en:

CONCEPTO PORCENTAJE
Promedio de practicas 60
Trabajo de investigacion 10
Examen final 30

La evaluacion de las practicas se realizara de la siguiente manera:

CONCEPTO PORCENTAJE
Prelaboratorio 20
Trabajo en el laboratorio 30
Reporte 30
Examen previo 20

Asistencia. Es requisito indispensable para acreditar el laboratorio, tener el 80 %
del total de practicas y demas actividades realizadas y aprobadas.

Puntualidad. Se dara una tolerancia de 10 minutos para la entrada a la practica.

Promedio de practicas. Para obtener el promedio de cada practica se considera: el
cuestionario previo, el trabajo en el laboratorio y el reporte.

Cuestionario previo a la practica. Es un trabajo escrito de investigacion que se
realiza previo a cada practica. Se entrega al inicio de la sesidén, a maquina (o
en computadora), con muy buena presentacion. Ademas debe incluir portada, las
respuestas a las preguntas del cuestionario previo y un esquema o diagrama de
flujo del trabajo practico de la sesién, es muy importante que se explique en el
diagrama, el manejo de todos los residuos que se generaran en la practica, y por
ultimo se debe incluir la bibliografia consultada con un minimo de tres referencias.

Sesiones de discusion de las practicas. Una semana antes de cada practica se
realiza una discusidon de la misma, en la que se entregan los cuestionarios previos
y se explican con el grupo cada una de las preguntas, se revisan los objetivos y se

LICENCIATURA EN BIOQUIMICA DIAGNOSTICA
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analiza la metodologia, de tal manera que para el dia en que se lleve a cabo la parte
experimental todo este claro. Se asigna una calificacion por alumno que depende
de la participacion que tengan en la resolucion de las preguntas del cuestionario
previo.

Trabajo en el laboratorio. El trabajo de laboratorio se evalla de acuerdo al desarrollo
que cada alumno tiene durante la practica y el conocimiento que tengan del trabajo
a realizar.

Participaciones. Se consideran las participaciones que tengan durante la explicacién
de la practica y las respuestas que den a las preguntas formuladas por su asesor
durante el trabajo practico.

Reporte de la practica. Este es un trabajo de gran importancia, se entrega una
semana después de realizada la misma. Se debe realizar en computadora, con muy
buena presentacion y debe cumplir los siguientes puntos:

e CARATULA: La hoja de caratula incluye los siguientes datos:
Nombre de la institucion y dependencia (UNAM / FES-C)
Carrera (Bioquimica Diagndstica)
Asignatura (Citogenética toxicoldgica)
Grupo:
Reporte de la practica n.©c X " "
N.° de equipo y nombre de los integrantes del equipo
Fecha de realizacion de la practica y fecha de entrega del reporte.

e OBIJETIVOS: Se deben plantear sus propios objetivos de acuerdo a la
metodologia que se desarrolla, no se toman en cuenta si se copian textuales
del manual.

LICENCIATURA EN BIOQUIMICA DIAGNOSTICA
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e METODOLOGIA: Si la metodologia se realizé exactamente como lo indica el
manual, solamente se anota “La indicada en el manual, correspondiente a
la practica X, pagina, xx”. Si la metodologia tuvo algunas modificaciones,
se indica cuales fueron.

e OBSERVACIONES Y RESULTADOS: Esta es una parte muy importante del
reporte, no se debe omitir nada. En resultados se anotaran en cuadros o
tablas, pesos, volumenes, cambios de color, temperatura y cualquier dato
obtenido durante el desarrollo de la practica. Se debe anotar todo lo que se
haya detectado; por ejemplo, si se hizo reaccionar A con B, se anota si se
observé un cambio de color, apariencia, temperatura, o si no hubo cambio
aparente, etc. Todo es importante por lo que se deben tener alerta todos
los sentidos.

e CALCULOS Y GRAFICOS: En caso de que la practica lo requiera, se realizarén
los calculos correspondientes, de forma perfectamente clara y completa.
Los graficos deben hacerse en papel milimétrico y/o computadora, pero
siempre se debe anotar en cada coordenada la propiedad que se esta
representando con sus unidades respectivas. Se debe cuidar la escala y no
olvidar poner al grafico nombre completo que permita su identificacion.

e DISCUSION DE RESULTADOS: Consiste en argumentar los resultados
obtenidos y relacionarlos con los conocimientos tedricos; por ejemplo
¢Estan de acuerdo los resultados con el fundamento? Si / No, éPor qué? Se
discuten tanto lo que se considera que si salid como lo que se cree que no,
y se explican las posibles razones. Todos los argumentos utilizados deben
tener un soporte tedrico que los respalde (citar la bibliografia consultada).

e CONCLUSIONES: Enlas conclusiones se haran deducciones de los resultados.
Para escribir las conclusiones se deben considerar los resultados que se
obtuvieron en la practica, junto con el analisis que se hizo para cada uno
de ellos y los objetivos especificos del trabajo, ademas se debe tomar la
precaucién de no citar ningun autor, ya que eso es materia del marco teorico
presentado en la introduccidn. Se debe ser muy claro en cuanto a sefialar que
las conclusiones estan referidas a tal objetivo, ademas se debe ser enfatico,
seguro de lo que se afirma y de lo que se presentan como sentencias.
También se da respuesta a preguntas como: ¢Qué importancia tuvo la

15
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practica?, éQué conocimientos aportd?, ¢Se cumplieron los objetivos?, éSe
cometieron errores?, éCudles?, ¢Cdmo se pueden superar?, éSon validos
los resultados?, sugerencias, recomendaciones, etc. Sin embargo, se debe
redactar de manera impersonal y de forma tal que no dé la impresién de un
cuestionario resuelto.

o BIBLIOGRAFIA: Las referencias bibliograficas consultadas (no menos de
tres en cada practica) se indican con todos los datos para su completa
identificacion, se reporta de acuerdo con normas internacionales. Ejemplo:

Alberts, B., Dennis, B., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K. & Watson, J. (1994).
Biologia molecular de la célula. 3.2 edicién, Ed. Omega, Barcelona, Espafia.
P.p. 67-84.

Examen final. Al término de las actividades programadas para el semestre, los
alumnos realizan un examen final del laboratorio, en el que se incluyen preguntas
de todas las practicas.

Examen del prelaboratorio. Después de explicar la practica y una vez que se entregd
el pre laboratorio, se realizard un examen en el que se incluyen preguntas de la
practica que se realizara.

16
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Material requerido
para el laboratorio

A. POR GRUPO

B. POR PERSONA

1 caja de cerillos

1 caja de cubreobjetos largos
1 candado con 2 llaves

1 detergente

1 litro de alcohol 70 %

1 litro de alcohol 96°

1 litro de cloro

1 paquete grande de algodén
1 paquete de gasas

1 paquete de papel aluminio
1 rollo de masking tape

2 lapices punta diamante

2 rollos de servitoallas

3 frascos grandes de vidrio con tapa
Etiquetas

Solucién salina fisiolégica

Un paquete de hojas blancas
6 donas para el bafio Maria

Un frasco de heparina

Espatula

Guantes y cubrebocas

Portaobjetos

1 estuche de diseccion

(minimo 2 pinzas y 2 tijeras)

1 marcador indeleble

10 jeringas de insulina con la aguja
removible

10 jeringas de 5 mL

10 jeringas de 10 mL

LICENCIATURA EN BIOQUIMICA DIAGNOSTICA
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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

CODIGO:

Reglamento General DOC-CB-DEX-01-00
para los Laboratorios

N.° DE REVISION: 01

1. Este reglamento aplicara para personal académico, alumnos y laboratoristas.

2. Paratodo trabajo realizado en el laboratorio, debera utilizarse bata blanca con
manga larga.

3. Latolerancia para el inicio de la sesidon de laboratorio sera hasta de 10 minutos,
a partir de la hora sefialada.

4. Por seguridad, no deben cerrarse las puertas del laboratorio con llave durante
las practicas.

5. En todo momento deberd mostrarse una conducta adecuada en el area de
trabajo.

6. Queda prohibido en los laboratorios:
a) Tirar basura fuera del cesto
b) Ingerir alimentos o bebidas
c) Fumar
d) Recibir visitas
e) La entrada a los inter-laboratorios a toda persona ajena a los mismos
f) Realizar reuniones o convivios en los laboratorios

g) Salir del laboratorio en el horario asignado para la sesién experimental

19
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10.

11.

12.
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h) Sentarse sobre las mesas de trabajo
i) Mover el mobiliario de su lugar

j) Utilizar las gavetas para guardar material que no corresponda a la
asignatura

Los residuos peligrosos deben depositarse en los contenedores destinados
para tal fin, entendiendo por residuo peligroso: elementos, sustancias,
compuestos, desechos o mezclas de ellos que en cualquier estado fisico
representan un riesgo para el ambiente, la salud o los recursos naturales,
por sus caracteristicas corrosivas, reactivas, explosivas, toxicas, inflamables
o bioldgico-infecciosas (Art. 3.° de la Ley General del Equilibrio y Proteccién
del Ambiente).

Dentro dellaboratorio, no se permite el uso de teléfonos celulares, reproductores
de sonido o cualquier medio electronico de entretenimiento. El uso de las
computadoras portatiles queda restringido a tematicas relacionadas con la
asignatura.

El acceso al laboratorio se permitird Unicamente cuando esté presente uno de
los profesores del grupo.

El uso del laboratorio para trabajo extraordinario, deberd programarse con el
profesor responsable en un horario que no interfiera con aquel destinado para
el desarrollo de las practicas.

Para solicitar material y equipo, es requisito indispensable que el alumno
llene debidamente el vale de material (FPE-CB-DEX-01-09) y lo entregue a
la persona responsable, dejando como depdsito la credencial vigente de la
UNAM.

El alumno debera revisar el material y/o equipo al momento de recibirlo,
indicando cualquier anomalia (faltante o material dafiado) y sera devuelto
en las condiciones en que se recibidé, de no hacerlo, se hard acreedor a las
sanciones establecidas en cada laboratorio.

LICENCIATURA EN BIOQUIMICA DIAGNOSTICA
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13. Es obligacion de todos mantener limpio y ordenado el lugar de trabajo y todo
el laboratorio.

Vo. Bo. Comité de Calidad del Departamento de Cigngcias Biologicas
Jefe del Comité de Calidad: Dr. Misael Rubén Oliver Gonzalez

[

Jefes de Seccion Responsables de Calidad

Q Arcadia Hernandez Beltran | QFI Guadalupe Koizumi Castro -@gz

QFB Martha Patricia Campos Peon = 7 M9” QFB Ladislao Palomar Morales’,;s-‘é"#‘“

. MVZ Qlivia Adams Vazquez ;
e ?
ME Susana Elvira Garcia Vazquez ,t___);?._., e MVZ Edna Maribel Legaspi Nuevo %,

21
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Reglamento
Interno del Laboratorio

10.

11.

12.

13.

14.

Uso obligatorio de bata blanca y limpia.

Uso de guantes de latex, vinilo o de nitrilo y de cubre bocas en los momentos
de toma de muestra, manipulaciéon de las mismas y manejo de compuestos
de alto riesgo.

Usar zapatos adecuados, no sandalias.

Mantener las mesas y escritorios siempre limpios y libres de materiales
extrafos.

No dejar encima de la mesa del laboratorio ningun tipo de prenda.
No usar utensilios ni equipos de vidrio con desportilladuras, grietas o rajaduras.

Colocar los residuos, remanentes de muestras, etc., sélo en los lugares
destinados a tal fin.

Rotular todos los recipientes, aunque soélo se pongan en éstos productos en
forma temporal.

Retirar de las mesas y colocar en su sitio correspondiente cualquier material
gue haya sido utilizado para realizar un trabajo.

No tirar a las tarjas residuos contaminantes.

Depositar objetos rotos de vidrio sélo en recipientes destinados a tal fin.
Limpiar inmediatamente cualquier derrame de producto quimico.
Lavarse las manos antes y después de cada practica.

El cabello debe de estar debidamente recogido.

LICENCIATURA EN BIOQUIMICA DIAGNOSTICA
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

21,

22.

23.

24,

25.

26.

27.
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Contar con su diagrama ecoldgico personal y el material necesario para cada
practica.

Conocer la toxicidad y riesgos de todos los compuestos con los que se trabaje.
Leer cuidadosamente las indicaciones en la etiqueta de cada reactivo.
Informar al profesor del laboratorio si una alumna sospecha o estd embarazada.

No inhalar, probar u oler productos quimicos si no se estd debidamente
informado.

No pipetear, ni ingresar a la boca cualquier otro material del laboratorio.

Verificar el uso adecuado de los equipos que se vayan a utilizar. En caso de
desperfectos, notificar al profesor o encargado del laboratorio

Trabajar en la campana de extraccion solamente el material necesario. Evitar
colocar el rostro dentro de la campana.

Calibrar adecuadamente los tubos a centrifugar. No abrir la centrifuga hasta
que esté completamente detenida.

Evitar ingresar productos inflamables dentro del horno.

Las heridas y quemaduras deben ser tratadas inmediatamente. En el caso
de salpicaduras de acidos sobre la piel, lavar inmediatamente con agua
abundante, teniendo en cuenta que en el caso de acidos concentrados la
reaccion con el agua puede producir calor. Es conveniente retirar la ropa para
evitar que el corrosivo quede atrapado entre la ropa y la piel.

Las balanzas deben dejarse perfectamente limpias después de finalizar la
pesada.

Al finalizar cada practica, el material y la mesa de laboratorio deben quedar
limpios; asi como, cerrar las llaves de gas y agua. En caso de que haya animales
de laboratorio las jaulas deberan colocarse en el lugar correspondiente.

LICENCIATURA EN BIOQUIMICA DIAGNOSTICA
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Introduccion del manual

La genética toxicoldgica es, por definicidn, el estudio de la forma en que agentes
quimicos o fisicos afectan al complejo proceso de la herencia. Las sustancias
guimicas genotodxicas son compuestos capaces de modificar el material hereditario
de las células vivas. La probabilidad de que una determinada sustancia cause un
dafo genético, depende inevitablemente de diversas variables, como el nivel de
exposicidon del organismo a la sustancia, la distribucién y retencion de ésta una
vez que ha penetrado en el cuerpo, la eficiencia de los sistemas de activacion
metabdlica y/o destoxificacion en los tejidos diana, y la reactividad de la sustancia
o de sus metabolitos con macromoléculas criticas de las células. La probabilidad
de que el dafio genético produzca una enfermedad, depende, en ultima instancia,
de la naturaleza del dafo, la capacidad que posee la célula de reparar o amplificar
el dafio genético, la oportunidad de expresar cualquier alteracion que se haya
inducido y la capacidad del cuerpo de reconocer y suprimir la multiplicacion de
células aberrantes. Por lo tanto, la genética toxicoldgica estudia la interaccion
entre agentes téxicos y el ADN, traducidos en varios procesos nocivos como: la
mutagénesis, carcinogénesis y teratogénesis entre otros. El reconocimiento de la
mutagénesis, como paso previo para la carcinogenicidad y los peligros potenciales
de los agentes mutagénicos para la poblacién humana y la biosfera, despertd el
interés por desarrollar a esta nueva ciencia.

La genética toxicolégica tiene una enorme aplicacion en la actualidad, ya que se
ocupa de evaluar el riesgo genético por exposicién a diferentes genotdxicos; descubrir
efectos genotdxicos, mutagénicos, carcindgenos, antigenotdxicos, antimutagénicos
y anticancerigenos de extractos vegetales medicinales, medicamentos de reciente
formulacidn, cosméticos, saborizantes, etc. En los uUltimos afios se han desarrollado
diversas técnicas para determinar el tipo de dafio genético inducido por diversas
sustancias, entre las técnicas mas usadas se encuentran los ensayos de Intercambio
de cromatides hermanas en modelos in vivo e in vitro, la prueba de micronucleos
en células binucleadas y en modelos animales, el ensayo cometa, la prueba de
AMES vy aberraciones cromosdmicas, las cuales son las herramientas mas rapidas y
eficaces para evaluar los efectos tdxicos primarios inducidos por agentes quimicos
y fisicos.

LICENCIATURA EN BIOQUIMICA DIAGNOSTICA
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Objetivos

Objetivo general de la asignatura

Conocer los mecanismos de induccién de genotoxicidad, los ensayos para la
deteccién de agentes genotdxicos y citotdxicos, los ensayos citogenéticos empleados
en la deteccion de genotoxicidad en mamiferos, los procesos de antimutagénesis,
carcinogénesis y teratogénesis, para aplicar estos conocimientos en su ejercicio
profesional.

Objetivo del curso experimental

Comprender la importancia de la Citogenética Toxicolégica como herramienta para el
analisis de los riesgos vinculados con la exposicién a agentes toxicos en la industria
y el medio ambiente y con ellos adquirir los conocimientos y habilidades en el uso
de las metodologias para la deteccion de agentes genotdxicos y citotdxicos.

27
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Practicas

Practica 1
Prueba de Ames

Introduccion

La prueba de Ames, fue desarrollada por el profesor Bruce Ames de la Universidad
de California, Berkeley en 1970 y en la actualidad es la mas empleada para el
tamizaje genotoxicolégico de nuevas sustancias, por su alta predictibilidad, rapidez
y sensibilidad en la deteccion de carcindgenos genotdxicos que inducen mutaciones
puntuales. El ensayo de Ames evalla mutaciones quimicamente inducidas en
mutantes de Salmonella typhimurium LT-2, construidas por ingenieria genética,
capaces de detectar compuestos que causan mutaciones génicas por dislocamiento
del marco de lectura (frameshift) o por sustitucién de pares de bases del ADN.
Estos mutantes (cepas de ensayo) que tienen un Unico cambio de bases en el ADN,
o deleciones de bases en el operdn de histidina (una serie de genes responsables
de la sintesis de la histidina, aminoacido esencial) por lo que son histidina negativas
(His-). Estas cepas de S. typhimurium auxotroéficas a histidina, son expuestas a una
muestra del compuesto de prueba, con y sin activacion metabdlica y plagueadas en
agar medio minimo con histidina/biotina.

Dada la composicion del medio de cultivo, se forman colonias con las células
prototréficas a histidina (his), procedentes de mutaciones espontaneas u originadas
de mutaciones provocadas por la muestra problema, posteriormente las colonias
revertantes son contadas. Se cuentan por miles la cantidad de sustancias que han
sido ensayadas con el test de Ames, desde compuestos metalicos (complejos de
hierro, rutenio y osmio con bipiridinas sustituidas, ensayadas con TA98 y TA100 o
de platino, también con las mismas cepas TA98 y TA100, hasta mezclas complejas
como aguas residuales hospitalarias, también empleando las mencionadas cepas,
o incluso para la detecciéon de antimutagenos, como la actividad protectora de
flavonoides, con la cepa TA102).

La experiencia en la deteccidén de productos quimicos para la actividad mutagénica,
ha sefalado que sélo una fraccién relativamente pequena de ellos es capaz de
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interactuar directamente con el ADN para producir mutaciones. Sin embargo,
hay otras sustancias quimicas que pueden ser metabolizadas por enzimas
(principalmente) en el higado de los mamiferos, sobre todo por las reacciones de
oxidacion, para producir metabolitos, que son capaces de reaccionar con el ADN e
inducir mutaciones.

Se considera téxico un compuesto en el ensayo, cuando, al observar la placa en
un microscopio, el fondo bacteriano auxétrofo no se observa, y en su lugar se
encuentran colonias muy pequefias; a este evento se le denomina “pinpoint” o
crecimiento de fondo.

Objetivo

Estudio tedrico del potencial genotdxico de compuestos a través de la prueba de
AMES, haciendo uso de herramientas bibliohemerograficas para que el alumno
comprenda la importancia de esta prueba.

Cuestionario previo

1. Explica cudles son las caracteristicas de la cepa Salmonella typhimurium LT-2
utilizada en la prueba de Ames.

2. Adicionalmente a la mutacién para histidina, las cepas de Salmonella
typhimurium utilizadas en prueba de Ames presentan otras mutaciones que
hacen incrementar su sensibilidad para determinados mutagenos, menciona
algunos ejemplos.

3. Realiza un cuadro explicando los diferentes tipos de mutaciones génicas que
existen.

4. (Cuadles son los criterios en esta prueba para determinar si un agente es
mutagénico o no?

5. Menciona algunos de los sistemas de metabolizacidn que se usan en la prueba
de Ames

6. ¢Qué se entiende por razén de mutagenicidad?
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Equipo, reactivos y materiales

Material por alumno
e Articulos de divulgacion cientifica o articulos de investigacién relacionados
a los estudios genotodxicos, utilizando la prueba de Ames.

31
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Practica 2
Estudio del potencial genotoxico de un agente
clastogeno con la prueba de intercambio de
cromatidas hermanas

Introduccion

Las pruebas de genotoxicidad se utilizan cominmente para identificar los productos
quimicos con potencial genotdxico. La evaluacién de la frecuencia de micronucleos
y del intercambio de cromatidas hermanas (ICH), son pruebas relativamente
rapidas, faciles y sensibles a los indicadores de dafio genético.

Se puede establecer de manera sencilla que los intercambios de cromatidas
hermanas son como su nombre lo indica, intercambios de segmentos homologos
o casi homdlogos, simétricos y equivalentes entre las cromatidas de un mismo
cromosoma.

En 1958, J. Herbert Taylor demostré citoldgicamente la existencia de los ICH
detectados en las células de la raiz de Crepis capataris, mediante el analisis
autorradiografico de dichas células, cultivadas en presencia de timidina tritiada
durante el primero de dos ciclos de divisidon sucesivos: en este procedimiento se
observaron intercambios de segmentos entre una cromatide marcada y otra no
marcada. Aflos mas tarde, los intentos para detectar la sintesis de ADN y junto
con ella a los ICH, se basaron en la incorporacion en el ADN de un atomo pesado y
polarizado como el bromo en forma de un analogo de base, la 5-bromodesoxiuridina
(5-BrdU), que pudiera ser detectado por la perturbacién a estados excitados de dicho
sustituyente y que mostrara las propiedades luminiscentes de él, o los colorantes
apropiados unidos al ADN. Posteriormente, se identificd que los bisbencimidazoles,
al unirse al ADN, podian ser reducidos por la sustitucién de 5-BrdU y que dicho
efecto podria servir para la deteccion citoldgica de la incorporacién, y por tanto
de la sintesis de ADN. Poco después se observé que la emisidon de fluorescencia
del Héechst 33258, al unirse a la 5-BrdU incorporada al ADN, era inestable a la
iluminacidn ultravioleta propiciando una fotélisis del ADN y que con una tincion
con el colorante de Giemsa era posible la tincién diferencial de las cromatidas
hermanas.
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El ensayo de ICH proporciona datos cuantificables de cada célula analizada, lo
que aumenta la confiabilidad de los datos. La capacidad demostrada de que los
productos quimicos genotéxicos inducen un incremento significativo de los ICH,
ha dado lugar a que esta prueba sea utilizada como un indicador de dafio al ADN.

El estudio de la frecuencia de intercambio de cromatidas hermanas, puede realizarse
tanto in vivo utilizando por regla general roedores, como in vitro haciendo uso de
diversas lineas celulares.

Objetivo

Determinar el potencial clastogénico mediante la técnica de Intercambio de
Cromatidas Hermanas, para evaluar el dafio cromosdmico ocasionado por diversos
xenobidticos.

Cuestionario previo

1. Define qué es la Genética Toxicoldgica y cudles son sus aplicaciones.
2. Define los siguientes conceptos:

a. Xenobidtico

b. Mutageno

c. Genotdxico

d. Antimutageno

e. Mutagénesis

f. Clastdégeno

3. Explica el fundamento de la técnica de ICH sus usos, ventajas, desventajas y
aplicaciones de la técnica.

4, Dibuja la incorporacién de la 5-BrdU, por lo menos, en tres ciclos de divisién
celular. Ademas, dibuja cdmo se observarian los cromosomas en el microscopio,
en cada estadio metafasico.
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5. Dibuja un intercambio doble y uno triple.

luz UV en esta técnica.
7. ¢Qué agentes se pueden detectar con esta prueba?

8. Explica como se obtienen y como se interpretan el indice de replicacion y el
indice mitético.

9. Explica cdmo se obtiene y como se interpreta el nUmero de ICH.

Equipos, reactivos y materiales

6. Explica la funcién de la 5-BrdU, bisbenzimida Hoechst 33258 y del uso de la .

Material por alumno
e 1 pinza Adson sin dientes de 14 cm

1 pipeta seroldgica de 10 mL

2 bulbos de hule dmbar para pipeta Pasteur

2 frascos de cultivo

2 pipetas Pasteur

2 tapones para frascos de cultivo

2 tubos de centrifuga de vidrio punta V

Cubrebocas

Guantes de latex o vinilo

Marcador indeleble

Frasco de cultivo

37
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Material por equipo
e Agitador tipo vértex

Algoddn
e (Caja de cubreobjetos de 24 X 50 mm

e (Caja de portaobjetos

e Campana de esterilidad o flujo laminar

e Centrifuga clinica

e FEstufa

e Jeringa desechable de 5 mL

e Jeringas desechable de 10 mL
e Lampara UV

e Mechero

e Micropipeta de 50 mL

e Perilla de goma para pipeta seroldgica

Refrigerador

Reactivos
e Agua desionizada

Alcohol 70 %

Alcohol como desinfectante

Cloruro de benzalconio

Cloruro de potasio 0.075 M

38
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¢ Colchicina 0.04 %

e Colorante de Giemsa en solucion marca Sigma ®

e Fitohemaglutinina

e Heparina 10000 UI

e Medio de cultivo (RPMI)

e Solucion 2XSSC

e Solucion bisbenzimida Hoechst 33258

e Solucién buffer de fosfatos pH 6.8

e Solucidén fijadora etanol: acido acético 3:1 o metanol: acido acético 3:1

Material biolégico
e Sangre fresca heparinizada

Procedimiento experimental

Siembra de linfocitos para ICH in vitro
1. Obtener una muestra de sangre venosa, por medio de una jeringa de 5 mL,
previamente heparinizada.

2. Adicionar a cada frasco de cultivo: 8 mL de medio de cultivo, 0.4 mL de
fitohemaglutinina, 0.5 mL de sangre y 45 mL de 5-bromo-2"-desoxiuridina
(5-BrdU) a una concentracién de 1mg/mL. Preparar cultivos control y cultivos
con la sustancia de prueba.

3. Mezclar el contenido de los frascos de cultivo e incubar en la estufa a 37 °C,
durante 71 h.

Cosecha de linfocitos para ICH in vitro
1. Cumplidas las 71 horas, agregar 0.2 mL de colchicina al 0.04 %, con una
pipeta Pasteur, a cada frasco de cultivo. Ya no son necesarias las condiciones
de esterilidad.
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2. Mezclar bien y continuar la incubacion por dos horas mas.

3. Una vez completado el periodo de incubacion, sacar los frascos de la estufa y
transferir su contenido a tubos de centrifuga punta cénica, centrifugandolos a
3000 rpm durante 10 minutos.

4. Retirar el sobrenadante, dejando solo 1 mL, aproximadamente, del producto
y adicionar 8 mL de KCI 0.075M a 37 ©C.

5. Resuspender muy bien el paquete celular, con ayuda de un vortex, e incubar
durante 20 minutos, a 37 °C.

6. Centrifugar los tubos durante 5 minutos a 3000 rpm y desechar el sobrena-
dante. Resuspender el paquete celular con ayuda de un vértex.

7. Con agitacién constante, agregar lentamente 8 mL de la solucidn fijadora de
etanol o metanol/acido acético, en proporcién 3:1, recientemente preparada
y fria. Evitar la formacion de grumos.

8. Dejar actuar la solucion fijadora durante 30 minutos a temperatura ambiente.

9. Centrifugar durante 5 minutos, desechar el sobrenadante y resuspender el
paquete celular.

10. Repetir dos veces el proceso 11 y 13, a tiempos del5 minutos cada uno.

11. Después de la tercera fijacidn, centrifugar 5 minutos y dejar un poco de
solucidn fijadora para hacer una suspensién celular adecuada.

12. Resuspender el paquete celular y dejar caer tres gotas de esta suspension
sobre un portaobjetos limpio y frio, desde una altura aproximada de 20 cm.
Deje secar.

Tincion diferencial para ICH in vitro. (Perry y Wolff, 1974)

1. Colocar a cada laminilla decuatro a cinco gotas de la solucion de trabajo
de bisbenzimida Hoechst 33258 y colocar encima un cubreobjetos para
expandirlas.

2. Mantener las laminillas en la oscuridad por 20 minutos, a temperatura ambiente.
40
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10.

11.

Retirar el cubreobjeto por inmersién de las preparaciones en un vaso con agua
destilada y permitir que se sequen.

Montar las laminillas con solucion 2xSSC pH 7 y exponer a la luz UV por 1
hora.

Enjuagar las laminillas en agua destilada e incubar a 60° en la solucién 2xSSC,
por una hora.

Enjuagar las laminillas en agua destilada y permitir que se sequen.

Tenir las laminillas en una solucién de Giemsa, preparada recientemente al
2 %, durante 15 o 20 minutos. Enjuagar con agua y secar al aire.

Observar al microscopio éptico con los objetivos 10x, y 40x, para seleccionar
metafases de buena calidad.

Estudiar las metafases seleccionadas de segunda divisidn con el objetivo seco
fuerte (100x). Cuantificar la frecuencia de ICH en 15 metafases, reportando el
numero de ICH por metafase y obteniendo el promedio de ICH por tratamiento.

Evaluar 50 metafases, especificando cuantas de ellas son de 1.2, 2.2 0 3.2
divisién. Con esos datos, obtener la cinética de proliferacién celular por
tratamiento.

Finalmente, para obtener el indice mitético, contar cuantas metafases se
presentan por cada 1000 células totales de cada tratamiento.
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Orientacion para el tratamiento
y disposicion de residuos

Siembra de
linfocitos para
ICH “in vitro”

DFE-1 >

Obtener 5 mL
de muestra
sanguinea

Y

8 mL medio de cultivo, 0.4 R1; R2

mL fitohemaglutinina; y 0.5
mL muestra sanguinea; 45
nl de 5-BrdU 1mg/ml.
Frasco de cultivo.

Adicionar en los
frascos la
fitohemaglutinina,
sangre, 5-BrdU y
medio de cutivo

R3; R4; R5

S

Mezclar

Incubar en la 71 hrs.
estufa 37° C

Colchicina
0.04%:; -
pipetas

Agregar 0.2
mL de
colchicina

Mezclar

Incubar en Ilg 2 hrs.
estufa 37° C
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Cosecha de
linfocitos
para ICH * in
vitro”
DFE-17
Tubos
punta V

Transferir el contenido
de fco de cultivo a tubos
de centrifuga punta VV

T
3000
centrifugar rpm.
10 Min.

[

Retirar
sobrenadante
8 ml de KCI
0.075M;
pipeta; pipeta
P ir
Resuspender
con KCI

Incubar en | 20 Min.
el horno 37° C

|

3000
centrifugar rpm.
5 Min.
Pipeta ‘
Pasteur

Retirar
sobrenadante y

— resuspender
Solucion

fijadora;
vortex;
pipetas

Agregar sol.
fijadora con
agitacion
constante

Realizar 1ra| 30 Min.
fijacion T° amb

Solucion
fijadora;
vortex;
pipetas

Centrifugar 1500
Y retirar rpm.
sobrenadante| 10 Min.

I

+

Realizar 2a | 15 Min.
fiiacio
Solucién Jacion amb.
fijadora;
vortex;
pipetas i
Realizar 3a 151'_\£in'
fijacion amb.
3000
Centrifugar rpm.
5 Min.
Pipeta \
Pasteur 1
Retirar sobrenadante
y resuspender
paquete celular
Pipetas;

portaobje
tos frios.

Dejar caer 3 gotas de la
resuspencion en
portaobjetos frios

l

Dejar secar

DFE-18
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DFE-18

Citogenética

Tincion para
ICH™s “in
vitro”

Pipeta
Pasteur;
solucion de
Hoechst

Cubreobjetos

Adicionar a 1
gota de
Hoechst a
cada laminilla

-

Expandir con el
cubreobjetos
cada preparacion

|

Mantener en | 30
obscuridad | min

Solucion de
diferenciacion;

a (Manual de laboratorio para BQD)

pipetas
Pasteur
Colocar 1 gota
de la solucion
Exponer las 60
laminillas a la min
luz U.VvV
Agua
destilada; o
vasos de o
recipitado
p P Retirar los
cubreobjetos
por inmersion
en agua
Dejar secar
Solucion
2XS8SSsC;
vaso
Copplin
Sumergir las
laminillas en la n;lli
sol. 2XSSsC a -
60° C
bafo Maria
Agua;

vasos de
precipitado

Solucién de
Giemsa;
vasos Coplin:
pinzas

Sumergir las
laminillas en agua
caliente y luego en

agua fria

Dejar secar

Tenircon | 12
Giemsa min

Observar al
microscopio

> R14
> R15
> R16

v

Reportar
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Tabla de residuos. Intercambio de cromatidas hermanas in vitro

NUMERO DE RESIDUO NORMA QUE REGULA DISPOSICION
RESIDUO SU RECOLECCION
O ALMACENAMIENTO
R1 Servitoallas sucias NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Bolsa de basura negra,

basurero municipal

solucién de metanol

y acido acético

R2 Torundas de alcohol NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Bolsa de basura negra,
basurero municipal
R3 Aguja usada con NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Contenedor sélido color
sangre rojo para su recoleccion
posterior
R4 Pipeta con trazas de NOM-002-ECOL-1996 Lavado comun
fitohemaglutinina
R5 Jeringa con BrdU NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Contenedor sélido color
rojo para su recoleccion
posterior
R6 Pipeta con trazas de NOM-002-ECOL-1996 Inactivacion en cloro y
colchicina lavado comun
R7 Frasco con medio NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Bolsa de basura negra,
de cultivo basurero municipal
R8 Sobrenadante NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Recoleccidn e inactivacién
con cloro. Posteriormente,
desechar en el drenaje
R9 Sobrenadante con NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Recoleccidn e inactivacién
KCI con cloro. Posteriormente,
desechar en el drenaje
R10 Sobrenadante con NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Almacenamiento en un
solucion de metanol frasco de vidrio ambar para
y acido acético su disposicion posterior
R11 Sobrenadante con NOM-002-ECOL-1996 Almacenamiento en un
solucion de metanol frasco de vidrio ambar para
y acido acético su disposicion posterior
R12 Sobrenadante con NOM-002-ECOL-1996 Almacenamiento en un

frasco de vidrio ambar para

su disposicion posterior
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R13 Agua NOM-002-ECOL-1996 Tarja o desaglie

R14 Solucién 2XSSC NOM-002-ECOL-1996 Verter a la tarja o desagle
con abundante agua

R15 Agua NOM-002-ECOL-1996 Tarja o desagle

R16 Solucidén de Giemsa NOM-002-ECOL-1996 Verter a la tarja o
desagie con abundante
agua

R17 Laminillas NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Empaquetar para
desechar en el basurero
municipal

Resultados experimentales

Tabla de resultados

TRATAMIENTO

NUMERO DE

METAFASES/1000CIs

100 METAFASES
CLASIFICADAS EN:

PROMEDIO DE ICH
DE 15 METAFASES DE

1.0 2.° 3.0

2.2 DIVISION

Control positivo

Control negativo

Problema 1

Problema 2
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Practica 3
Determinar la capacidad antimutagénica de un
producto natural con la técnica de MN

Introduccion

Existen dos razones principales que justifican la preocupacion del hombre frente
a la exposicién a los agentes mutagénicos. Primero, un incremento en el grado
de mutacién de las células germinales, el cual puede provocar el aumento de la
incidencia de las enfermedades genéticas en las futuras generaciones. Y segundo,
las mutaciones en las células somaticas pueden contribuir en varios desérdenes,
incluso estarinvolucradas en las patogénesis de algunas enfermedades degenerativas
cronicas, tales como la diabetes mellitus, enfermedades cardiovasculares y los
procesos carcinogénicos. Esta exposicion de las poblaciones humanas a diferentes
agentes xenobidticos ha generado un considerable interés en el uso de suplementos
dietéticos, particularmente productos derivados de plantas, debido a que se ha
demostrado que existe una relacidén inversamente proporcional entre el consumo
de vegetales y la incidencia de cancer.

La quimioprevencidn se refiere al consumo de agentes quimicos sintéticos (farmacos)
o naturales (fitoquimicos) que disminuyen o inhiben la actividad mutagénica o
carcinogénica de los xenobidticos, y aunque los mecanismos de accion de muchos
de ellos aun no se conocen, algunos tienen propiedades antioxidantes y pueden
atrapar radicales libres generados durante el metabolismo celular o producidos por
lo mutagenos. Con la quimioprevencion se busca invertir, eliminar o evitar tanto la
fase inicial de la carcinogénesis o la progresidn de las células neoplasicas de cancer.
La ciencia que estudia la utilizacion de los productos de origen vegetal con una
finalidad terapéutica, ya sea para prevenir, atenuar o curar un estado patoldgico se
define como fitoterapia.

Para determinar si la potencialidad antimutagénica de un compuesto investigado
es de caracter desmutagénico o bioantimutagénico, el procedimiento mas utilizado
consiste en evaluar, de forma comparativa, las respuestas mutacionales obtenidas
al aplicar tres variantes fundamentales de tratamiento: cotratamiento (compuesto
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y mutageno a la vez), pretratamiento (primero el compuesto y a continuacién el
mutageno en ausencia del compuesto) y post-tratamiento (primero el mutageno y
a continuacion el compuesto).

El ensayo de micronucleos ha sido utilizado ampliamente para medir la genotoxicidad,
tanto in vivo como in vitro. El ensayo de MN, cuando se realiza adecuadamente,
detecta clastogenicidad debido a la rotura de cromosomas, y también aneugenicidad,
debido a la pérdida de cromosomas, como resultado de la disfuncién del aparato
mitotico. Los micronucleos (MN) son fragmentos de cromatina, separados del
nucleo principal. Su descubrimiento se efectudé cuando en 1891, Howell encontro
por primera vez a un MN en eritrocitos humanos, posteriormente el corpusculo fue
descrito por Jolly. De aqui surge el nombre de cuerpos de Howell-Jolly (como se les
conoce en Hematologia), que se encuentran con cierta frecuencia y se les relaciona
particularmente en padecimientos sanguineos como las anemias megaloblastica y
hemolitica.

Sin embargo, fue hasta 1959 cuando Evans y col. realizaron el primer intento
por utilizar a los MN para monitorear el dafio citogenético inducido por un agente
ambiental, que en este caso se traté de los rayos gamma y los neutrones, en presencia
y ausencia de oxigeno. Al comienzo de los afios setenta, Schmid y colaboradores
iniciaron los estudios para determinar qué parametros podrian ser (tiles como
indicadores del dafio citogenético en la médula ésea in vivo, este trabajo llevd
a la conclusién de que la incidencia de eritrocitos policromaticos micronucleados
(EPCMN), era un claro indicador del dafo citogenético. Con base en este trabajo fue
posible desarrollar una prueba simple in vivo, en donde la identificacion de EPCMN
permite evaluar el grado de genotoxicidad que caracteriza a diversos xenobiéticos.

Las evidencias sugieren que los MN se forman a partir de la ruptura de fragmentos
cromosomicos acéntricos, o bien por aquellos cromosomas que sufren rezago
anafasico, lo cual se traduce en la aparicién de un MN en células anucleadas como
los eritrocitos, o bien en el citoplasma de células nucleadas como los linfocitos o
las espermatogonias. Al madurar los eritrocitos, éstos pierden su material genético
(ADN), pero si en el proceso de maduracion, las células estan expuestas a un
xenobidtico capaz de romper a los cromosomas (clastdgeno), los fragmentos
provenientes de dicha ruptura pueden ser retenidos en la célula. Asimismo, el
xenobidtico puede interactuar con las proteinas del huso acromatico (anelgeno),
impidiendo que todo el cromosoma se incorpore normalmente a la célula hija formada.
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De tal manera que ya sea un fragmento de cromosoma, o bien un cromosoma
completo, queden rezagados cuando los elementos centrales se mueven hacia los
polos y esto es lo que se conoce como MN.

Los MN son cuerpos de forma redonda u ovalada, uniformes en cuanto a tamano,
no refractan la luz y pueden alcanzar hasta un tercio del diametro de un nucleo
linfocitico. Con colorantes vitales se tifien de color purpura (en la misma tonalidad
que dicho nucleo), por lo que pueden ser distinguidos de artefactos (restos de
colorante, fragmentos de otras células, etc.). Los EPC presentan una coloracion que
incluye a la basofilia y la eosinofilia. Como todavia contienen acido ribonucleico,
se observan con un tinte azulado violaceo, su tamafo es un poco mayor al de los
eritrocitos normocrémicos y son células que proceden de normoblastos que pierden
su nucleo antes de que la hemoglobinizacion sea completa; generalmente un
aumento en su nimero con respecto a los valores normales indica una eritropoyesis
aumentada. De tal forma que ademas de identificar el potencial genotdxico de
cierto xenobidtico con la prueba de micronucleos, es posible sugerir la citotoxicidad
del xenobidtico.

Objetivo

Determinar la capacidad de disminuir la frecuencia de EPCMN de un producto de
origen natural, por medio de la técnica de micronucleos in vivo y con ello evaluar
la actividad antigenotdxica de dicho compuesto.

Cuestionario previo

1. Explica el concepto de antimutagenésis.
2. Menciona algunos antimutdgenos y sus mecanismos de accion.

3. Explica el fundamento de la técnica de micronucleos, sus usos, ventajas,
desventajas y aplicaciones.

4. Define qué es un micronucleo.

5. Explica qué son los eritrocitos policromaticos y los eritrocitos normocrémicos,
como se abrevian y de qué color se observan al tefiirlos con Giemsa.
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6. Explica en qué eritrocitos se leen los micronucleos en un estudio agudo y en
. un crénico y explica por qué.

7. ¢Qué es la genotoxicidad y cdmo se evalla en esta técnica?

8. ¢Qué es la citotoxicidad y como se evalla en esta técnica?

9. ¢Qué es la ifosfamida y cdmo interactia con el material genético? (incluye la
estructura quimica).

10. ¢Qué colorantes se pueden usar para esta técnica? Menciona ventajas vy
desventajas.

Equipos, reactivos y materiales

Material por alumno
e Bisturi quirargico

e Portaobjetos

¢ Guantes desechables
e Cubrebocas

e Bolsas amarillas

e Marcador indeleble
e Pinzas Adson

Material por equipo
e Microscopio Optico

e Balanza
e Vasos Copplin
e Papel seda

e Servitoallas
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Reactivos
o Ifosfamida (IFF)

e Solucién de Giemsa
e Alcohol absoluto

e Solucién de Giemsa
e Aceite de inmersién

Material biolégico
e Ratdn

Procedimiento experimental
Sesion I
1. Limpieza de los portaobjetos.

2. Pesar y marcar los ratones a utilizar.

3. Obtencién de laminillas. Tomar una muestra de sangre periférica de ratoén,
obtenida por un corte de la porcidn terminal de la cola (previamente aplicado
un anestésico local), correspondiente a la basal de micronucleos.

Depositar una gota de sangre en un portaobjetos previamente desengrasado
y limpio; la extension de la gota se realiza con la ayuda de otro portaobjetos
colocado en un angulo de 45°, respecto al primero.

== = =
(a) (b)
%—/ —"
— e —
(c) (d)
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a) Se coloca la gota de sangre.

c) Se disminuye el angulo entre los portaobjetos y con un sélo movimiento,
se corre la gota.

d) El extendido debe ser uniforme y delgado.

e) La preparacién se seca al aire.

4. Realizar la administracién de los compuestos.

. b) Con la ayuda de otro portaobjetos colocado a 45°, se extiende la gota.

LOTE COMPUESTO DOSIS Y ViA DE
ADMINISTRACION
Control positivo Ifosfamida 60 mg/kg peso via
(IFF) intraperitoneal
Control negativo Solucion salina | 0.3 mL por via intra
peritoneal

Antimutageno Segun eleccion | Via oral
Mutageno + antimutageno dosis 1 IFF60 mg/Kg ip + oral
Mutageno + antimutageno dosis 2 IFF60 mg/Kg ip + oral

Sesion II
5. A las 48 h postadministracion, se volvera a realizar un frotis sanguineo de los
ratones por triplicado, por cada tratamiento.

6. Al término del estudio, sacrificar los animales por dislocacion cervical. Realizar
la disposicién de los cadaveres, segun la norma correspondiente.

Sesion IIT

Tincion con Giemsa
7. Las laminillas obtenidas se fijaran con metanol absoluto durante 3 minutos y

se dejan secar al aire.
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8. Las laminillas se sumergen en un vaso coplin con Giemsa durante 12 minutos
(5 mL de colorante Giemsa, 5 mL de buffer de fosfatos pH 6.8 y 40 mL de .

agua destilada neutra).

9. Finalmente, las preparaciones se lavaran en el agua corriente y se dejaran
secar al aire.

10. Observacion de las laminillas al microscopio, a través de un microscopio
optico de luz, con el objetivo de 10x, para localizar los eritrocitos. Para la
identificacion de las células, se utilizara el objetivo de inmersién (100x).

Sesion 1V
11. Observacion de las laminillas, en el tiempo cero y a las 48 horas. Cuantificacion
de 1000 eritrocitos policromaticos, observando cuantos de ellos contienen MN
(EPCMN) por tratamiento.

Sesion V
12. Observacion de las laminillas en el tiempo cero y a las 48 horas, cuantificando
la relacion de eritrocitos policromaticos y eritrocitos normocrémicos (EPC/ENC)
en 1000 eritrocitos por tratamiento.
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Tabla de residuos. Micronucleos

NUMERO RESIDUO NORMA QUE REGULA DISPOSICION
DE SU RECOLECCION O
RESIDUO ALMACENAMIENTO

R1 Heces y orina NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Bolsa de basura negra,
basurero municipal

R2 Laminillas NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Inactivacion y basurero
municipal

R3 Jeringa con IFF NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Almacenado en recipiente
rigido rojo, para su
posterior recoleccion

R4 Cadaver de ratén NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Concentrar los cadaveres
en la morgue, para su
posterior incineracion

R5 Metanol Destilado y reutilizado

R6 Agua con trazas de NOM-002-ECOL-1996 Tarja o desaglie

metanol

R7 Solucién de Giemsa NOM-002-ECOL-1996 Verter a la tarja o desagle
con abundante agua

R8 Agua NOM-002-ECOL-1996 Tarja o desaguie

R9 Laminillas NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Inactivacion y basurero
municipal

Resultados experimentales

Tabla 1. Actividad antigenotodxica

LOTE

% ERITROCITOS POLICROMATICOS
MICRONUCLEADOS POR 1000 EPC

0h

48 h

Control positivo

Control negativo

Antimutageno
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Mutégeno + antimutdgeno dosis 1

Tabla 2. Actividad citotoxica

LOTE

% EPC/1000 ERITROCITOS

Oh 48 h

Control positivo

Control negativo

Antimutageno

Mutageno + Antimutageno dosis 1

. Mutageno + antimutageno dosis 2

Mutdgeno + Antimutageno dosis 2
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Practica 4
Diagndstico seroldgico de cancer
con marcadores genéticos

Introduccion

El término cancer agrupa a mas de un centenar de enfermedades que se
caracterizan por la aparicion en un tejido, de una serie de células que poseen como
caracteristica primordial, una capacidad proliferativa anormalmente elevada. En su
evolucion natural, las células cancerosas son capaces de invadir los tejidos vecinos,
diseminarse y colonizar a distancia, pudiendo ocasionar a la postre la muerte del
paciente. Los genes que regulan los procesos de proliferacion y diferenciacion
celular se han dado en llamar proto-oncogenes. La activacion o sobre expresion
de sus formas alteradas o mutadas, los oncogenes, son junto a la inactivacion de
los genes supresores de tumores 0 antioncogenes, los responsables del inicio de la
oncogénesis.

Ademas, con frecuencia, en las células cancerosas se detectan alteraciones en las
vias de transmisién de las sefiales que regulan el crecimiento y la proliferacién
celular. Otros genes igualmente importantes en la carcinogénesis, son aquellos que
regulan la apoptosis, los que inducen inestabilidad genética o los que promueven
la angiogénesis. Las diferencias entre la célula normal y la neoplasica pueden ser
utilizadas para el diagndstico del cancer, especialmente en etapas precoces de la
enfermedad. Estas diferencias, desde el punto de vista morfoldgico y estructural,
han sido empleadas clasicamente por los patélogos para establecer el diagndstico
de neoplasia. Mas recientemente se ha podido demostrar que dichas diferencias van
acompafiadas por cambios bioquimicos, inmunoldgicos y genéticos, algunos de los
cuales pueden ser detectados a nivel periférico. La deteccion de estos cambios es
uno de los fines primordiales de la investigacion oncoldgica. Los avances en estos
campos han dado lugar a lo que hoy se conoce, genéricamente, como marcadores
tumorales.

El término marcador tumoral, desde el punto de vista clasico del laboratorio clinico,
se aplica a toda sustancia producida por las células tumorales o por el “huésped”,
cuya presencia puede ser detectada en el suero u otros liquidos bioldgicos, y que es
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susceptible de utilizarse en la deteccién precoz, diagndstico, prondstico, diagndstico
precoz de recidivas o control evolutivo del tumor. Por tanto, los marcadores
tumorales se comportan como indicadores, o sefiales a distancia de la presencia
de una neoplasia. Desgraciadamente estos marcadores no son especificos de las
neoplasias, pudiendo encontrarse concentraciones apreciables en gran nimero de
situaciones fisioldgicas o patoldgicas no tumorales. Por este motivo, es importante
destacar que los cambios que se deben apreciar en un determinado marcador
tumoral son fundamentalmente cuantitativos, es decir, la sefial de alarma aparece
cuando existen incrementos anormales en las concentraciones del mismo.

Las lineas celulares derivadas de células tumorales, se utilizan ampliamente en
la investigacidon del cancer, ya que pueden proporcionar informacién sobre los
mecanismos subyacentes que juegan un papel en la biologia del tumor. Tienen una
serie de ventajas tales como: la posibilidad de generar cantidades suficientes de
material de investigacion, su uso para la manipulacion genética y la oportunidad
de utilizarlos para tanto estudios in vitro como in vivo. Las lineas celulares pueden
ser Utiles para aclarar una serie de caracteristicas de los tumores, tales como la
cinética de crecimiento y las propiedades metastasicas, y sirven como primera linea
de ensayos para el presunto tratamiento. Permiten el analisis de las propiedades
y el comportamiento del tumor, siempre que hayan mantenido las propiedades de
los tumores in vivo.

El analisis citogenético de las células tumorales ha revelado la presencia de
alteraciones cromosodmicas clonales en mas de 30 000 neoplasias humanas.
Hoy sabemos que la presencia de determinadas alteraciones cromosdmicas
aporta informacion importante con valor diagndstico y prondstico en neoplasias
hematoldgicas y tumores solidos. El conocimiento de la alteracién cromosdmica
asociada a un determinado diagndstico, permite hacer un seguimiento de la
evolucion de la enfermedad, valorar la respuesta a tratamiento y detectar y
cuantificar la enfermedad minima residual (EMR). Cada vez en mas protocolos
clinicos, especialmente en neoplasias hematoldgicas y sarcomas, las decisiones
terapéuticas estan basadas, entre otros parametros, en el analisis genético de las
células neoplasicas.

El analisis citogenético convencional consiste en el estudio de las alteraciones
cromosdmicas en las metafases de las células neoplasicas, obtenidas tras el cultivo
in vitro, a corto plazo y sin mitdgenos de células de médula ésea, sangre periférica,
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ganglios, biopsias, etc. El estudio de la morfologia de los cromosomas, tefidos
fundamentalmente con bandas G (Tripsina-Giemsa), permite detectar en un Unico
experimento, tanto las alteraciones numéricas (monosomias, trisomias, etc.), como
las estructurales (translocaciones, inversiones, deleciones, etc.) presentes en todo
el genoma.

Objetivos

Conocer algunas técnicas para la deteccion de marcadores genéticos en procesos
neoplasicos utilizando lineas celulares, asi como también el uso del cariotipo en
este padecimiento; todo esto para comprender como se realiza un diagnéstico de
cancer mas completo.

Cuestionario previo

1. Menciona la definiciéon de cancer y cuales son sus posibles origenes.

2. ¢Qué es un marcador tumoral y cuantos tipos existen?

3. Menciona algunos genes utilizados como marcadores tumorales.

4. ¢Qué es una linea celular tumoral? Menciona el origen de alguna de ellas.

5. ¢Cudles son las anormalidades cromosdmicas que se presentan en él cancer?

6. Menciona el uso del cariotipo en el diagndstico o prondstico del cancer.

Equipos, reactivos y materiales

Material por alumno
e 1 pinza Adson sin dientes de 14 cm

1 pipeta seroldgica de 10 mL

2 bulbos de hule ambar para pipeta Pasteur

2 frascos de cultivo

2 pipetas Pasteur
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2 tapones para frascos de cultivo

2 tubos de centrifuga de vidrio punta V

Cubrebocas

Guantes de latex o vinilo

Marcador indeleble

Frasco de cultivo

Material por equipo
e Agitador tipo vértex

Algoddn

e Caja de cubreobjetos de 24 X 50 mm
e Caja de portaobjetos

e Campana de esterilidad o flujo laminar
e Centrifuga clinica

e Estufa

e Jeringa desechable de 5 mL

e Jeringas desechable de 10 mL

e Lampara UV

e Mechero

e Micropipeta de 50 pl

e Perilla de goma para pipeta seroldgica

e Refrigerador
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Reactivos
e Agua desionizada -
e Alcohol 70 %
¢ Alcohol como desinfectante
e Cloruro de benzalconio -
e Cloruro de potasio 0.075 M
¢ Colchicina 0.04 %
e Colorante de Giemsa en solucion -
e Heparina 10000 UI
e Medio de cultivo (Ham F-10 o McCoy 5A modificado)

e Solucién buffer de fosfatos pH 6.8

e Solucidén fijadora etanol: acido acético 3:1 o metanol: acido acético 3:1.

Procedimiento experimental

Se utilizara una muestra de un cultivo de una linea celular tumoral para la obtencion
de cromosomas metafasicos.

1. Al cultivo, que se encontrara en monocapa, en una botella para asegurar la
esterilidad, se le agregara una concentracion de 0,016 % de colchicina en un
periodo de 3 horas; las células se removeran por tripsinizacion y la solucién
resultante se centrifugara a 1.000 g por 10 minutos.

2. Descartar el sobrenadante. Agregar solucion de KCI al precipitado, agitar con
una pipeta Pasteur y dejar actuar por 30 minutos.

3. Al cabo de este tiempo, se centrifuga y siguiendo el procedimiento anterior, se
agrega solucion de Carnoy (metanol y acido acético 3:1) durante 15 minutos.
Se haran tres lavados seguidos con la misma sustancia.
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4. Finalmente, en un volumen de 1 mL de Carnoy, se gotea la suspension celular
sobre laminas limpias y desengrasadas.

5. Se deja secar en una gradilla para la posterior tincién.
6. La tincidn se efectia con Giemsa.

7. Fotografiar las mejores metafases.

Orientacion para el tratamiento
y disposicon de residuos

Utilizar el diagrama ecoldgico de la practica de ICH.
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Practica 5
Teratogénesis. Induccion de teratogénesis
en Drosophila melanogaster

Introduccion

La Drosophila melanogaster se clasifica en el phyllum Artrépoda, clase Insecta,
orden Diptera, familia Drosophilidae. Son moscas con una amplia distribucion
geografica, encontrandose en regiones de clima templado por todo el planeta. Se
trata de un animal de pequeno tamano (unos 3 mm de longitud) que se alimenta
principalmente de fruta.

Este animal empezd a utilizarse en estudios de laboratorio por W. E. Castle en 1901,
por su facil mantenimiento en cautividad y su corto ciclo de vida. En la universidad
de Columbia en 1909, T.H. Morgan comenzé a utilizar a la Drosophila como modelo
de estudios genéticos. Desde entonces, el empleo de este organismo modelo se
ha ido extendiendo por todo el mundo y hoy dia estd a la cabeza de los animales
mas empleados en los laboratorios, no sélo en los de biologia del desarrollo, sino
en multitud de disciplinas bioldgicas. Este amplio uso experimental ha permitido
gue se hayan generado infinidad de lineas mutantes y herramientas genéticas que
permiten realizar gran variedad de experimentos in vivo utilizando esta especie.

Gran parte del éxito de esta especie en su empleo en la investigacién animal, se
debe a una suma de caracteristicas que la hacen sumamente (til. Gracias a su
pequefio tamafo, pueden mantenerse grandes poblaciones de estos dipteros en un
minimo espacio. Su alimentacion no resulta problematica y es barata.

Para realizar los estudios de teratogénesis de manera interdisciplinaria, se debe
contar con diversas técnicas que nos permitan evaluar distintos parametros
genotoxicoldgicos, algunas de estas técnicas emplean modelos bioldgicos
estandarizados, que en cada caso, son especificos o0 muy recomendados para el
tipo de resultado que se desea obtener, uno de ellos es la Drosophila melanogaster,
gue posee aproximadamente el 61 % de los genes de enfermedades humanas que
se conocen; tienen una contrapartida identificable en el cddigo genético, el 50 %
de las secuencias proteinicas de la mosca tiene andlogos en los mamiferos, por lo

LICENCIATURA EN BIOQUIMICA DIAGNOSTICA

69



Citogenética toxicologica (Manual de laboratorio para BQD)

70

que resulta un buen modelo bioldgico de estudio para observar interacciones con
sustancias quimicas o elementos ambientales que provocan o desencadenan un
proceso de teratogénesis, el cual se define como todas aquellas malformaciones
anatdmicas macroscopicas, asi como el retraso del desarrollo intrauterino,
alteraciones conductuales, muerte intrauterina y otras deficiencias funcionales.

Existen diferentes agentes teratogénicos; dentro de la clase mas grande, estan
las drogas y los quimicos. Sin embargo, los virus, las radiaciones, la hipertermia
(aumento patoldgico de la temperatura del cuerpo) y las alteraciones metabdlicas
en la madre también pueden actuar como agentes teratogénicos.

Objetivo

Aprender las técnicas correctas para la manipulacién, manejo y mantenimiento de
la Drosophila melanogaster, para utilizarla en estudios de teratogénesis.

Cuestionario previo

1. Define los siguientes conceptos:

a. Teratogénesis

b. Teratégeno

c. Mutaciéon germinal

d. Mutacidon somatica

e. Anormalidades congénitas

f. Teratologia
2. ¢Cudles son los mecanismos de iniciacién del proceso teratogénico?
3. ¢ Por qué se puede evaluar la teratogénesis mediante un estudio genotdxico?

4. ;Qué estudios se pueden realizar para evaluar las mutaciones de tipo germinal?
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5. ¢Qué diferencia hay entre genético y congénito?
6. ¢Por qué es importante la etapa critica en la teratogénesis? Da ejemplos.

Equipos, reactivos y materiales

Material por alumno
e Cubrebocas

e Guantes de latex o vinilo
e Marcador indeleble

Material por equipo
e 1 eterizador

1 caja petri de vidrio

1 pinzas de diseccién lisas

1 microscopio estereoscopico

3 tapones de hule espuma

3 frascos lecheros

1 pipeta graduada de 10 mL

1 pipeta graduada de 5 mL

1 vaso de precipitado de 250 mL

2 matraz de aforado de 1000 mL

1 bafio Maria

1 pala de madera

1 balanza granataria
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Reactivos

. e Eter etilico

Levadura de pan
e Hojuela de papa
e Agua destilada
e Acido propidnico
e Acido ortofosférico
e Etanol
e Glicerina
e Azlcar
¢ Nipagin

Procedimiento experimental

Manipulacion sexado y cambio de medio de cultivo

1. Obtener la sepa indicada de la Drosophila melanogaster a trabajar en medio
de cultivo fresco.

2. Agregar dos gotas de éter etilico en el algoddn del eterizador.

3. Golpear ligeramente la base del frasco contra la palma de la mano, hasta que
las moscas se depositen en el fondo.

4. Colocar inmediatamente el eterizador en la boca del frasco e invertir todo el
sistema, no esperar mas de 10 segundos.

5. Abrir el eterizador y colocar las moscas en una caja petri limpia, llevarla a la
platina del microscopio estereoscdpico; duraran anestesiadas un lapso de 5 a
10 minutos.
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6. Con ayuda de una pinza lisa, tomar a cada mosca por las alas y sexarlas, de
acuerdo con el patrén especifico del abdomen.

7. Colocar el nuevo medio de cultivo ya preparado en posicién horizontal y
depositar cuidadosamente las moscas seleccionadas.

8. Tapar y voltear el medio de cultivo.

Nota: se puede re eterizar mas de una vez, pero no es conveniente, por la poca
resistencia que presentan dichos organismos. Las moscas no viables se sacrifican
con una sobredosis de éter y posteriormente se depositan en la morgue.

Obtencion de hembras virgenes

1. Depositar 10 hembras y 5 machos de la linea deseada en un medio de cultivo
a base de papa, esperar 72 h hasta observar la presencia de larvas.

2. Cuando esté naciendo la nueva generacion F1, colocar el frasco a temperatura
ambiente toda la noche. Al siguiente dia, temprano por la mafiana, se retiran
por completo las moscas nacidas durante la noche y la madrugada.

3. Asi, se van separando cada seis horas, las que emerjan durante el dia, con
esto se asegura que las hembras colectadas son virgenes.

4. El procedimiento a realizar cada seis horas es el siguiente: agregar 2 gotas de
éter etilico en el algodon del eterizador.

5. Golpear ligeramente la base del frasco contra la palma de la mano, hasta que
las moscas se depositen en el fondo.

6. Colocar inmediatamente el eterizador en la boca del frasco e invertir todo el
sistema, no esperar mas de 10 segundos.

7. Abrir el eterizador y colocar las moscas en una caja Petri limpia, llevarla a la
platina del microscopio estereoscdpico; duraran anestesiadas un lapso de 2 a
6 minutos.
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Con ayuda de una pinza lisa, tomar a cada mosca por las alas y sexarlas de
acuerdo con el patron especifico del abdomen e identificando el peine sexual.

Colocar el nuevo medio de cultivo ya preparado en posicion horizontal vy
depositar cuidadosamente las moscas virgenes seleccionadas.

Tapar y voltear el medio de cultivo.

Cruza y obtencidn de larvas de tercer estadio

1.

Una vez que sean obtenidas las hembras virgenes, distribuir 10 hembras
virgenes y 5 machos por cada medio de cultivo a base de levadura.

Esperar 8 h a 25 °C, en condiciones de obscuridad y con el menor ruido
posible; al cabo de este tiempo, retirar a los progenitores y realizar la colecta
de huevos.

Incubar a 25 °C por 72 hrs £ 4 h. Una vez que haya trascurrido ese tiempo,
remojar el cultivo con agua a temperatura ambiente, agitar los organismos
con rapidez y verterlos en un colador; repetir varias veces hasta que ya no
guede levadura en el frasco.

Lavar el contenido de la coladera hasta eliminar completamente la levadura y
dejar las larvas limpias.

Tratamiento con el teratégeno

Previamente a la obtencién de las larvas de tercer estadio, preparar medio de
cultivo a base de papa, pero sustituyendo los 20 mL de la solucién conservadora
por 20 mL de la solucién con el teratégeno a las concentraciones deseadas.

Una vez obtenidas las larvas de tercer estadio, colocarlas con mucho cuidado
en el medio a base de papa, lo mas cercano a la base y con la ayuda de una
espatula. Incubar a 25 °C, a lo largo de siete dias mas; al cabo de ese tiempo,
contar la cantidad de imagos que emergieron y observar minuciosamente sus
caracteristicas. Comparar el nimero de imagos emergidos contra el control.
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Orientacion para el tratamiento
y disposicion de residuos

Obtener la linea de la
Drosophila melanogaster

Golpear la base del cultivo
de mantenimiento vy
eterizar

Recolectar en una caja
Petri

Manipular y sexar bajo un
microscopio
estereoscopico

Preparar medio de cultivo
a base de levadura
activada

Depositar 5 hembrasy 5

machos, previamente Colocar 10 larvas dentro
sexados del medio que contiene el
teratogeno

Esperar 8 horas, sacar y

sacrificar con éter etilico .
Elaborar un medio de

cultivo a base de papa,
hidratado con 20 mL de
una solucion que

Obtener larvas de tercer
contenga el teratégeno en

estadio, lavar con aguay
la concentracién elegida

contar

R1=neutralizar con agua corriente, colar y realizar composta, el agua
puede ser desechada al drenaje.

R2 =Desechar en la morgue (50 % etanol / 50 %glicerina)
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Resultados

Esquema de Drosophila melanogaster
macho con nombre de las estructuras

anatémicas.

Esquema de Drosophila melanogaster

hembra con nombre de las estructuras

anatémicas.
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Tabla 1. Conteo diferencial y sexado de la Drosophila melanogaster

N.° DE MOSCAS

MOSCAS VIVAS

MOSCAS MUERTAS

HEMBRAS MACHOS

Discusidon: Se deberan hacer observaciones sobre las diferencias en la Drosophila
melanogaster para hacer posible su sexado, asi como la dificultad de las técnicas

empleadas y sugerencias para la mejora de la parte experimental.
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Tabla de residuos. Induccion de teratogénesis en Drosophila

NUMERO RESIDUO NORMA QUE REGULA DISPOSICION
DE SU RECOLECCION O
RESIDUO ALMACENAMIENTO
R1 Orina y heces | NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Bolsa de basura negra, basurero
municipal
R2 Laminillas NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Inactivacion previa y basurero
municipal
R3 Jeringa con NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Almacenar en recipiente rigido
droga rojo para su posterior recoleccion
R4 Orina y heces | NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Bolsa de basura negra, basurero
municipal
R5 Algoddn con Bolsa de basura negra, basurero
éter municipal
R6 Cadaver de NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Bolsa amarilla para su posterior
raton recoleccién
R7 Solucién NOM-052-SEMARNAT-2005 | Tarja o desaglie
salina NOM-002-ECOL-1996
R8 Alcohol Destilado y reutilizado
R9 Frascos sucios | NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Bolsa de basura negra, basurero
municipal
R10 Solucién de NOM-052-SEMARNAT-2005 | Neutralizar con un acido hasta
KOH NOM-002-ECOL-1996 obtener un pH cercano a la
neutralidad y verter a la tarja o
desague
R11 Solucién rojo NOM-002-ECOL-1996 Neutralizar con un acido hasta
de alizarina obtener un pH cercano a la
neutralidad y verter a la tarja o
desague
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R12 Solucién de NOM-002-ECOL-1996 Neutralizar con un acido hasta
Mall’s obtener un pH cercano a la

neutralidad y verter a la tarja o

desagle
R13 Glicerina + NOM-002-ECOL-1996 Verter a la tarja o desaglie con
agua destilada abundante agua
R14 fetos NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Bolsa amarilla para su posterior
recoleccion

80
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Apéndice A
Preparacion de reactivos

1) Solucién hipotdnica de KCI 0.075 M
Pesar 1.3979 g de cloruro de potasio y disolverlo en 250 mL de agua destilada.
2) Colchicina 0.04 %
Pesar 0.04 g de colchicina y disolverlos en 100 mL de agua destilada.
Nota: Utilizar guantes y cubrebocas al preparar esta solucién.
3) Fitohemaglutinina

Lavar 20 g de frijol con agua corriente. Dejarlos remojando toda la noche a 4 °C.
Transcurrido el tiempo, decantar el agua, poner los frijoles en una licuadora y
hacer una pulpa fina con 30 mL de solucién salina isotonica (NaCl 0.85%). Pasar
la pulpa a un frasco con tapa y agregar otros 70 mL de solucidon salina isoténica.
Continuar la extraccién por 24 h a 4 °C, agitando ocasionalmente. Posteriormente,
puede centrifugarse en una centrifuga clinica para quitar los residuos gruesos de
la pulpa del frijol, posteriormente centrifugar a 4 °C por 15 minutos a 14 000 rpm.
Retirar los sobrenadantes y de ser necesario, centrifugar una vez mas hasta que
no observen sdlidos. Recoger el sobrenadante y medir su volumen. Diluir 1:25
con solucidén salina isotdénica. Esterilizar por filtraciéon inmediatamente. Congelar la
fitohemaglutinina en alicuotas pequefias para su uso.

4) Solucién salina doble de citratos 2xSSC

e Pesar 17.55 g de cloruro de sodio (NaCl) y 8.88 g de citrato de sodio
dihidratado (Na,C,H.,O,2H,0).

e Disolver primero una sal y luego la otra en 1000 mL de agua destilada.
e Ajustar a pH 7 usando hidréoxido de sodio 1N o acido clorhidrico 1N.
e Guardar la solucién a temperatura ambiente por 2 a 3 semanas.

81
LICENCIATURA EN BIOQUIMICA DIAGNOSTICA



Citogenética toxicologica (Manual de laboratorio para BQD)

5) Buffer de fosfatos 0.06 M pH 6.8

e Pesar 2.1294 g de Na,HPO, vy disolverlos en 250 mL de agua destilada.

e Para obtener la solucién de trabajo, mezclar 25 mL de cada una de las
soluciones anteriores, obteniéndose asi el pH de 6.8.

6) Solucidon de Giemsa

e Mezclar 5 mL del colorante de Giemsa (Sigma), 5 mL de buffer de fosfatos
pH de 6.8 y 40 mL de agua destilada neutra.

. e Pesar 2.0413 g de KH,PO, y disolverlos en 250 mL de agua destilada.

7) Solucién de Hoechst 33258 (150 pg/mL)

e Agregar 1.5 mg de Hoechst 33258 en 10 mL de agua destilada. La solucién
se puede guardar en congelador en viales oscuros y puede ser usada por
varios meses.

8) Preparacion de solucion conservadora

e Para preparar 1 L de solucion conservadora, se colocan 900 mL de agua
destilada en un matraz aforado.

e Se agrega una relacion 10:1 de acido propidnico-acido ortofosférico; 5 mL
de acido propiodnico y 0.5 mL de acido ortofosforico.

e Por ultimo, se agregan 5 mL de una solucion etandlica de nipagin al 12 %.

e Se afora a 1000 mL, se utiliza la cantidad adecuada al medio de cultivo y lo
restante se mantiene en refrigeracién hasta el momento de su utilizacion.

9) Preparacién de medio de cultivo a base de levadura activada

e En un recipiente de plastico flexible o un vaso de precipitados de 1000 mL,
se coloca una barra de levadura de pan, preferentemente recién comprada.
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e Con la ayuda de una pala de madera, se comienza a desmoronar la

consistencia solida de la levadura.

Se agrega una cucharadita de azucar y un poco de agua, lo suficiente para
obtener una masa apenas liquida.

Minutos después, se podra observar la liberaciéon de CO,, que se debe al
metabolismo de las levaduras.

Esta preparacidn se coloca en bano Maria de 37 °C a 40 °C como maximo,
durante 5 minutos, al terminar este tiempo, se bate suavemente hasta que
deje de liberar CO,. Dicho procedimiento se realiza tres veces.

Al terminar el proceso anterior, se vacia la mezcla en el frasco lechero
esterilizado, sin ensuciar las paredes y se tapa con un trozo de tela de
organza amarrado con una liga.

Se deja reposar a temperatura ambiente por 24 h, para obtener un medio
bien seco.

Se depositan las moscas de las que se deseen obtener larvas de tercer
estadio.

10) Preparacién del medio de cultivo a base de hojuela de papa

e En un frasco lechero de boca ancha, previamente esterilizado (120 °C/15

libras), se colocan 5 g de hojuela de papa deshidratada.

e Agregar 20 mL de solucidon conservadora y dejar reposar por espacio de 2

a 5 minutos para que se obtenga una consistencia sélida.

e Unavezpreparado el medio, se pueden trasvasar las moscas de la Drosophila

melanogaster, colocando el tapén de hule espuma.

11) 5-bromo-2’-desoxiuridina (5-BrdU) a una concentracion de 1 mg/mL.

e Pesar 10 mg de 5-BrdU y disolverlos en 10 mL de agua destilada, esterilice

por filtracién y guarde congelada, en la oscuridad.
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12) Control positivo in vitro mitomicina C a una concentracién de 0.03 ug/mL de
cultivo, puede prepararse en agua inyectable o medio de cultivo.

13) Control positivo ifosfamida in vivo, se administra intraperitonealmente una
dosis de 60 mg/ kg de peso, preparada en agua inyectable. No administre mas

de 0.3 mL al ratdn.
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Apéndice B

Norma Oficial Mexicana .

¢ NORMANOM-002-ECOL-1996, que establece los limites maximos permisibles
de contaminantes en las descargas de aguas residuales a los sistemas de
alcantarillado urbano o municipal.

e NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-018-STPS-2000, sistema para la
identificacion y comunicacién de peligros y riesgos por sustancias quimicas
peligrosas en los centros de trabajo.

¢ NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-026-STPS-2008, colores y sefales de
seguridad e higiene, e identificacion de riesgos por fluidos conducidos en
tuberias.

e NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-052-SEMARNAT-2005, que establece las
caracteristicas, el procedimiento de identificacion, clasificacién y los listados
de los residuos peligrosos.

e NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002, proteccién
ambiental-salud, ambiental-residuos peligrosos bioldgico-infecciosos-
clasificacién y especificaciones de manejo.
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Apéndice C
Bioseguridad y control de calidad en el
laboratorio de citogenética toxicoldogica

El trabajo en los laboratorios esta regulado por diversas normas y protocolos, tanto
de calidad como de seguridad, cuyo objetivo principal es llevar a cabo un buen
desempefio de las practicas, asi como también de sensibilizar a los participantes
sobre la importancia tanto de su autocuidado como la de sus compafieros y su
entorno; generar conciencia en seguridad de los accidentes que pueden prevenirse
y del control de los peligros asociados que ocurren con la manipulacién y el uso de
agentes infecciosos y quimicos. Estas normas a su vez se encuentran reguladas
por diversas normas (NORMA Oficial Mexicana NOM-018-STPS-2000: NOM-
087-ECOL-SSA1-2002; NOM-026-STPS-2008; como también el manual de
bioseguridad 2005 de la OMS). Siempre se deben tener presentes los posibles
riesgos que existen al trabajar con materiales y agentes peligrosos, por lo que
no hay excusa para que se presenten accidentes dentro del laboratorio si todos
sus integrantes se encuentran bien informados. Por lo cual, a continuacion, se
enlistaran una serie de normas que deben conocerse y seguirse, para que, tanto el
alumno como los profesores y trabajadores, puedan llevarlas a cabo.

Seguridad y calidad dentro del laboratorio

El personal que ingresa al laboratorio de citogenética se ve OBLIGADO a realizar y
a seqguir las indicaciones del personal a cargo del mismo (en este caso el profesor
gque en ese momento se encuentre impartiendo la materia). Ellos brindaran la
informacién sobre las medidas de seguridad al iniciar el ciclo escolar (las cuales
deberan seguirse a lo largo de todo el semestre), al igual de brindar la informacion
necesaria sobre dispositivos de seguridad, tales como la localizacidon de extintores,
tragafuegos, salidas de emergencia, teléfonos de emergencia, lavaojos, regadera
de emergencia y pictogramas ubicados al interior del laboratorio los cuales NO
DEBEN de ser ignorados por el personal (NOM-018-STPS-2000).
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Sefalamientos y colores de seguridad
en el laboratorio

Es importante también entender y comprender la importancia de los senalamientos
y colores de seguridad e higiene colocados en el laboratorio, los cuales se ven desde
la tuberia hasta los reactivos a utilizar, cuya finalidad tiene el de indicar al alumno
la presencia de peligro y asi prevenir cualquier accidente que pueda ocurrir. En la
tabla 1, se muestran los colores de seguridad y su significado de cada uno de ellos.

Tabla 1. Colores de seguridad, su significado e indicaciones y precisiones
(NOM-026-STPS-2008)

COLOR DE

SEGURIDAD SIGNIFICADO INDICACIONES ¥ PRECISIONES
Paro. Alto v dispositivos de desconexion para emergencias.
Prohiicion. Sefialamisntos para prohibir acciones especificas.
ROJO — — -
. . . Ubicacion v localzacion de s  mismoz: &
Material, equipo vy sistemas para|. . . ., .
3 ) identificacion de tuberias que conducen fluidos para
combate de incendios. B )
el combate de incendios.
i ) Atencion, precaucion, verificacion e identificacion de
Advertencia de peligro. . . ]
tuberias que conducen fluidos peligrosos.
AMARILLO Delimitacian de areas. Limites de areas restringidas o de usos especificos.

Advertencia de  peligro  por|Sefalamiento para indicar la pressncia de material
radiaciones ionizantes. radiactivo.

Idenftificacion de fuberiaz que conducen fluidos de
hajo riesgo. Sefialamientos para indicar zalidas de
VERDE Condicidn segura. emergencia, rutas de evacuacion, zonas de sequridad
v primeros auxilios, lugares de reunion, regaderas de
emergencia, lavaojos, enire ofros.

AZUL Obligacion. Sefialamientos para realizar acciones especificas.

Dentro del laboratorio, como ya se ha comentado, existe una serie de pictogramas,
los cuales indican una accién ya sea preventiva o de prohibicidén, que estan dispuestas
para evitar accidentes en el area de trabajo. Cada pictograma se encuentra
encardado por una serie de formas geométricas, las cuales tienen asociadas una
accion y estas estan asignadas por la NOM-026-STPS-2008. A continuacién, en
las tablas 2-6, se muestran los pictogramas que se encuentran en el laboratorio de
citogenética.
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Tabla 2. Pictograma de prohibicion (NOM-026-STPS-2008)

IMDICACION

CONTERIDO DE IMAGEN DEL
SIMBOLO

EJEMPLO

PROHIBIDO FUMAR

CIGARRILLD EMCENDIDO

©

Tabla 3. Pictogramas de precaucion (NOM-026-STPS-2008)

) CRAMEC HUMANO DE FRENTE
c2 ?SEE:L'C'ON' SUFTANA CON DOS HUESOS LARGOS
CRUZADOS POR DETRAS
UNA MANQ INCOMPLETA SOBRE
LA QUE UNA PROBETA DERRAMA
ca |PRECAUCION, SUSTANCIAS UN LIQUIDO. EN ESTE SIMBOLO
: CORROSIVAS PUEDE AGREGARSE UNA BARRA &
INCOMPLETA SOBRE LA QUE OTRA
PROBETA DERRAMA UN LIQUIDO
PRECAUCION, MATERIALES
C4 | INFLAMABLES ¥ cOMBUSTIELES |IMAGEN DE FLAMA A
co ADVERTENCIA DE RIESGO CIRCUNFERENCIA ¥ TRES MEDIAS
. BIOLOGICO LUMAS
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Tabla 4. Pictogramas de informacion (NOM-026-STPS-2008)

CONTENIDO DE IMAGEN DEL
. INDICACION SIMBOLO EJEMPLO

REQUERIDO

D12 |UBICACION DEUNHIDRANTE | ZIEiis oiegccionar e CON -l

Tabla 5. Pictogramas de ubicacion (NOM-026-STPS-2008)

SILUETA DE UN EXTINTOR CON
FLECHA DIRECCIONAL
0.1.1  |UBICACION DE UN EXTINTOR OPCIONAL. EN EL SENTIDO
l .

D23 UBICACION DE UNA FLECHA DIRECCIONAL Y
REGADERA DE EMERGENCIA SILUETA HUMANA BAJO UNA REGADERA

2.4 |UBICACION DE ESTACIONES FLECHA DIRECCIONAL Y CRUZ GRIEGA
Y BOTIQUIN DE PRIMEROS
AUXILIOS

2.5 |UBICACION DE UN LAVAOJOS FLECHA DIRECCIONAL Y

CONTORNO DE UNA CABEZA HUMANA
INCLINADA SOBRE EL CHORRO DE AGUA
DE UN LAVAOJOS
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Tabla 6. Formas geométricas para sefales de seguridad e higiene y su
significado (NOM-026-STPS-2008)

FORMA DESCRIPCION DE

GEOMETRICA FORMA GECMETRIC A UTILIZACION

SIGNIFIC AD O

Circulo con banda circular
v handa diametral ohlicua a
457 o la lhorizontal,
dispuesta de E] parte
superior iFgquerda a  la
inferiar derecha.

Frohibicion de una  accidn
susceptikle de  provocar  dn
riesgo.

FPROHIBICICM

Descripcidn  de una  accian

Circulo. ublig=luria,

OBLIGACIOM

Triangulo  egqdilatero. La
base debera ser paralela alAdvierte de un peligro.
I= brarizurnilal.

FRECALICICON

Cuadrado o rectangulo. La
TRy o] 1 I L Wl relacldn  de lados  sera
cormo Fm&Eximo 1:2.

D00

Froporcicna informacion  para
casos de emergencia.

Tabla 7. Colores de seguridad para tuberias y su significado
(NOM-026-STPS-2008)

COLOR DE
SEGURIDAD SIGNIFICADO
Rojo Identificacion de fluidos para el combate de incendio conducidos por tuberia.
Amarillo Identificacion de fluidos peligros conducidos por tuberia.
Verde Identificacion de fluidos de bajo riesgo conducidos por tuberia.
Bioseguridad

Los residuos peligrosos biolégicos infecciosos (RPBI) son aquellos que se generan
durante las actividades asistenciales a la salud de humanos o animales, en los centros
de salud, laboratorios clinicos o de investigacion, bioterios, centros de ensefanza e
investigaciéon principalmente, que, por el contenido de sus componentes, pueden

LICENCIATURA EN BIOQUIMICA DIAGNOSTICA

91



92

Citogenética toxicologica (Manual de laboratorio para BQD)

representar un riesgo para la salud y el ambiente. La Norma Oficial Mexicana
NOM-087-ECOL-SSA1-2002, establece los requisitos para la separacion, envasado,
almacenamiento, recoleccién, transporte, tratamiento y disposicion final de los
residuos peligrosos bioldgico-infecciosos que se generan en establecimientos que
presten servicios de atencion médica (NOM-087-ECOL-SSA1-2002).

Por esto, esimportante que se conozca el manejo adecuado de los residuos bioldgicos
generados en el laboratorio, ya que las medidas de seguridad no terminan al
finalizar el experimento. La eliminacién inadecuada o la ausencia de identificacion,
son causas frecuentes de contaminacién ambiental y de accidentes. El depdsito
indiscriminado de residuos peligrosos como cristal roto, etc. en el bote de basura,
provoca frecuentes accidentes entre el personal de limpieza.

Los residuos bioldgicos (sangre, tejidos animales o humanos y todo el material que
haya estado en contacto con ellos) deberan ser recolectados en los recipientes y
bolsas adecuadas como se indica en la Norma Oficial Mexicana. La siguiente tabla
muestra la adecuada separacién de acuerdo con las caracteristicas de cada residuo:

Tabla 8. Separacion de residuos biolégicos de acuerdo a las caracteristicas
de cada residuo (NOM-087-ECOL-SSA1-2002)

TIPO DE RESIDUOS ESTADO Fisico ENVASADO COLOR
4.1 Sangre Liquidos Recipientes herméticos Rojo
4.2 Cultivos y cepas de Sdlidos Bolsas de polietileno Rojo

agentes infecciosos

4.3 Patologicos Sdlidos Bolsas de polietileno Amarillo
Liquidos Recipientes herméticos Amarillo

4.4 Residuos no anatdomicos Sdlidos Bolsas de polietileno Rojo
Liquidos Recipientes herméticos Rojo

4.5 Objetos punzocortantes Sélidos Recipientes rigidos Rojo

polipropileno

Las bolsas sellenaran al 80 % de su capacidad, cerrandose antes de ser transportadas
al sitio de almacenamiento temporal y no podran ser abiertas o vaciadas. Los
contenedores para los recipientes de los residuos peligrosos punzocortantes deberan
ser rigidos, de polipropileno color rojo, con un contenido de metales pesados de no
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mas de una parte por milléon y libres de cloro, que permitan verificar el volumen
ocupado en el mismo, resistentes a fracturas y pérdidas de contenido al caerse,
destructibles por métodos fisicos, tener separador de agujas y abertura para
depdsito, con tapa(s) de ensamble seguro y cierre permanente, deberan contar con
la leyenda que indique "RESIDUOS PELIGROSOS PUNZOCORTANTES BIOLOGICO-
INFECCIOSOS” y marcados con el simbolo universal de riesgo bioldgico tal y como
lo determina la Norma Oficial (NOM-087-ECOL-SSA1-2002).

Acondicionamiento del encargado de toma
de muestra

La persona designada para la toma de muestra, debe estar consciente de aplicar
las normas de higiene necesarias para llevar a cabo dicho proceso. Es por ello que,
a continuacion, se presenta el procedimiento que el usuario tiene que llevar a cabo
antes de realizar la toma de muestra.

1. Antes de realizar cualquier procedimiento para la toma de muestra, es
importante realizar un adecuado lavado de manos con agua y jabon.

2. Posteriormente, se deben de secar perfectamente las manos, con una toalla
de tela o de papel.

3. Deben usarse guantes y cubrebocas estériles para evitar entrar en contacto,
de manera accidental, con el paciente y con la muestra obtenida.
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Formatos de examenes

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
SECCION BIOQUIMICA Y FARMACOLOGIA HUMANA
Laboratorio: Citogenética toxicoldgica

Practica 1: Prueba de AMES

Nombre del alumno: Grupo: Carrera:
Semestre: Fecha:
Profesor de laboratorio: Firma: Evaluacion:
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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
SECCION BIOQUIMICA Y FARMACOLOGIA HUMANA

Laboratorio: Citogenética toxicoldgica
Practica 2: Determinacion del potencial genotdxico de un
agente clastégeno

Nombre del alumno: Grupo: Carrera:
Semestre: Fecha:
Profesor de laboratorio: Firma: Evaluacion:
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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
SECCION BIOQUIMICA Y FARMACOLOGIA HUMANA

Laboratorio: Citogenética toxicoldgica

Practica 3: Determinacion de la capacidad antimutagénica

de un producto natural

Nombre del alumno: Grupo: Carrera:
Semestre: Fecha:
Profesor de laboratorio: Firma: Evaluacion:
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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
SECCION BIOQUIMICA Y FARMACOLOGIA HUMANA

Laboratorio: Citogenética toxicoldgica
Practica 4: Diagnostico seroldgico de cancer con marcadores

geneticos
Nombre del alumno: Grupo: Carrera:
Semestre: Fecha:
Profesor de laboratorio: Firma: Evaluacion:
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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
SECCION BIOQUIMICA Y FARMACOLOGIA HUMANA

Laboratorio: Citogenética toxicoldgica

Practica 5: Teratogénesis

Nombre del alumno: Grupo: Carrera:
Semestre: Fecha:
Profesor de laboratorio: Firma: Evaluacion:
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- En la actualidad, Ia_gggetlca toxicoldgica tiene grandes aplicaciones

en la evaluacion de riesgos por-exposicion a diferentes genotdxicos;
asi como en el des‘cubri_m_ientoide genotoéxicos, mutagénicos,
carcinogenos, aﬁfimu'tagéniét')"s y anticancerigenos en los extractos
‘vegetales medicinales, medicamentos de reciente formulacién,
cb’smétitos, saborizantes, etc. Por ello, la finalidad de este manual es
qﬁé el estudiante comprenda la importancia de esta ciencia, ya que
es una herramienta valiosa para el andlisis de los riesgos vinculados

con la exposicion a agentes toxicos, en la industria y el medio
ambiente.




