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RESUMEN 

 

La capacidad de Drosophila melanogaster para detectar aneuploidógenos en 

células germinales ha sido probada desde hace años (Baker y Carpenter, 1972; 

Boyd et al., 1976,1987; Würgler et al., 1982; Würgler y Vogel, 1986) sin embargo, 

con excepción de los estudios citogenéticos, no se dispone de metodologías 

experimentales para detectar el efecto de éstos en células somáticas in vivo. 

Asimismo, es deseable que estas metodologías reúnan una serie de 

características que a su vez incrementen las expectativas de su uso y, por lo 

tanto, su valor específico como bioensayo. Entre éstas, la posibilidad de 

discriminar la presencia de artefactos que conduzcan a un diagnóstico 

equivocado (efecto positivo falso o negativo falso) y el empleo de 

biomarcadores colaterales que identifiquen efectos tempranos -aún por debajo 

del efecto estadístico-, que contribuyan a establecer el efecto de bajas 

concentraciones de genotóxicos potenciales, resultan esenciales en la 

determinación del daño genético. 

Por lo anterior, para establecer el efecto de tres compuestos citostáticos 

(colchicina, hidrato de cloral y vinblastina), reconocidos como 

aneuploidógenos por el National Institute of Environmental Health Sciences y la 

Environmental Protection Agency de los Estados Unidos (Bishop et al., 1996), en el 

presente trabajo se utilizó una metodología que, además de evaluar eventos 

genéticos como mutación puntual, recombinación somática y deleción, podría 

detectar no disyunción. Se utilizan organismos heterocigotos para marcadores 

fenotípicos recesivos de los tricomas de las alas. La pérdida de heterocigosis 

durante el desarrollo larvario conduce a la expresión de tricomas con un 

fenotipo mutante en un contexto silvestre. 
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El número y tamaño de las manchas mutantes producidas es informativo de la 

actividad del compuesto, así como del tiempo en el que ocurrió la pérdida de 

heterocigosis. Por el sistema de cruza utilizado se recobran dos tipos de 

individuos en la progenie (libres y portadores de inversiones múltiples). La 

comparación del efecto de tratamiento en los dos tipos de progenie permite 

estimar la participación de la recombinación mitótica en la respuesta 

registrada. Se determinó la inducción de manchas en las alas por los 

citostáticos: colchicina, hidrato de cloral y vinblastina. Para explorar el efecto 

del tiempo de exposición en la inducción de mutación somática y recombinación 

mitótica se diseñó un protocolo con exposición interrumpida a una misma 

concentración de colchicina y vinblastina. Los organismos expuestos se retiraron 

del tratamiento por intervalos de 6 h, para obtener exposiciones finales de 6, 12, 

18 hasta 48 h. Para determinar si la presencia de inversiones múltiples confiere 

ventaja ante la genotoxicidad de los compuestos probados, o bien, si esto se 

relaciona con la inducción de fenocopias, se diseñó un sistema de cruza 

alternativo incluyendo un marcador somático adicional (ebony) que permitiera 

identificar a los organismos portadores de inversiones múltiples. 

A partir de los resultados obtenidos se puede concluir que además de su probada 

actividad aneuplodogénica, el hidrato de cloral  mostró actividad 

recombinogénica dependiente de actividad clastogénica en Drosophila;   la 

colchicina y vinblastina mostraron actividad mutagénica y recombinogénica en 

células somáticas, la actividad recombinogénica podría estar relacionada con 

actividad clastogénica. En Drosophila melanogaster, la presencia de inversiones 

múltiples interfiere con la genotoxicidad de los compuestos probados. 

Por otra parte, se estableció que un efecto asociado con la exposición de 

aneuploidógenos en Drosophila puede ser la formación de una muesca en las 

alas, por lo que se modificó el sistema de cruza utilizado para evaluar la inducción 

de mutación somática y recombinación mitótica mediante el uso del marcador 
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recesivo para color de cuerpo, para discriminar entre la progenie libre y 

portadora de inversiones múltiples, así como la aparición de fenocopias entre los 

organismos expuestos. Otro aspecto registrado es la capacidad de los 

compuestos utilizados para producir malformaciones que comprometen la región 

cefálica, torácica y abdominal. 
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ABSTRACT 

 

The ability of Drosophila melanogaster to detect aneuploidogens in germ cell 

has been reported several years ago (Baker and Carpenter, 1972; Boyd et al., 

1976, 1987; Würgler et al., 1982; Würgler and Vogel, 1986), however, with 

exception of the cytogenetic studies no experimental methodologies to detect 

the effect of aneuploidogens in somatic cells in vivo are available. It is also 

desirable that these methodologies to achieve a number of features which 

increase the expectations of its use. Among these, the ability to discriminate 

false responses or artifacts that would lead to wrong diagnosis (false negative or 

false positive effect); the use of collateral biomarkers to identify early effects - 

even below the statistical, and the effect of changes in the genomic 

organization of organisms as chromosomal rearrangements in the genotoxic 

response. 

The effect of three cytostatic compounds: colchicine, chloral hydrate and 

vinblastine in organisms with and without chromosomal rearrangements were 

explored in this work. The induction o somatic mutation and mitotic 

recombination in the adult Drosophila wings is scored after exposure of third 

instar larvae during development. Standard larvae are transheterozygous for 

autosomal, recessive morphological markers for the trichoma phenotype.  The 

loss of heterozygosis during larval development leads to the expression of 

trichomes with a mutant phenotype in a wild context. The number and size of 

the spots mutants produced is informative of the activity of the compound and 

time occurring since the loss of heterocigosis. In the progeny, two types of 

individuals derived from the standard cross: free and multiple inversion carrier 

flies. The comparison of the effect of treatment in the two types of progeny 

allows estimating the participation of the mitotic recombination in the recovered 

response. To explore the effect of the exposure’s time on the induction of 
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somatic mutation and mitotic recombination by colchicine and vinblastine, the 

interrupted exposure was assayed. Third instar larvae were exposed by intervals 

of 6 h, for a final exhibition schedule of 6, 12, 18 to 48 h.  

To determine if the presence of multiple inversions constitutes an advantage for 

carrier flies to the genotoxicity of compounds an alternative crossing system 

including an additional somatic marker (ebony) was used. The marker color 

allows to distinguish among flr + e/+ mwh e+ (wild phenotype) and inversion 

carrier flies (TM3, Ser e/ mwh e) with nicks in the wing’s border and ebony body 

color.  

From the results it can be concluded that, in addition to its proven activity as 

aneuplodogens, chloral hydrate showed recombinogenic activity depended 

from clastogenic effect; colchicine and vinblastine showed mutagenic and 

recombinogenic activity in somatic cells, and the recombinogenic activity could 

be related to clastogenic activity, too. In Drosophila melanogaster, the presence 

of multiple inversions interferes with the genotoxicity of compounds assayed. 

Other effect observed is the ability of these compounds to produce 

malformations involving the cephalic, thoracic and abdominal region. One of 

this could be the nick on the border wings observed in wild type body color flies 

from the modified cross used. 
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INTRODUCCIÓN 

 

El cáncer es una enfermedad multifactorial que puede originarse por la 

acumulación de alteraciones en el material genético.   

 

En condiciones regulares las células crecen y se dividen en forma 

controlada produciendo más células necesarias para el mantenimiento de 

la homeostasis. Cuando las células envejecen o son dañadas, mueren y se 

reemplazan por células nuevas, sin embargo, en ocasiones este proceso 

no ocurre adecuadamente. La presencia de mutaciones puede modificar 

los procesos de crecimiento y división celular y en consecuencia, algunas 

de las células no mueren. La generación de células nuevas que no son 

necesarias, pueden formar una masa celular llamada tumor (National 

Cancer Institute at the National Institutes of Health: www.cancer.gov). 

 

La búsqueda de alternativas para tratar los diferentes tipos de canceres, 

ha  llevado al estudio de una amplia gama de sustancias que hoy en día 

se utilizan de manera rutinaria en los tratamientos para combatirlo, la 

quimioterapia. El objetivo de ésta es interferir en la manera en que las 

células se dividen para evitar la diseminación del cáncer. Los regímenes de 

quimioterapia involucran la administración sistémica de compuestos 

genotóxicos que pueden inducir muerte celular a través de redes de 

señalización en respuesta al daño inducido al DNA (Gilbert y Hemann, 

2011). 

 

Sin embargo, es importante mencionar que se desconoce el efecto que 

estas sustancias tienen en las células sanas, por lo que es necesario valorar 

este tipo de respuesta in vivo. 

http://cancerres.aacrjournals.org/search?author1=Luke+A.+Gilbert&sortspec=date&submit=Submit
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A lo largo del ciclo celular se activan diferentes mecanismos de control 

denominados sitios de restricción, retenes o “checkpoints” a través de los 

cuales se monitorea la calidad del material genético así como la cantidad 

de cromosomas que se segregan hacia las células resultantes (Lambert et 

al., 1999). Con la finalidad de poder estudiar los cambios que definen la 

dinámica de las células, Kopnin (1999) propuso cuatro momentos 

importantes en los que estos retenes son activados: 1) en la fase G1, 2) en 

la fase S, 3) en la fase G2 y 4) en M, el llamado “retén del huso”.  

 

Retén en G1: El mantenimiento de la integridad del DNA es un 

requerimiento indispensable para que la célula entre a la fase S. La 

replicación del DNA dañado podría llevar a la amplificación del daño y 

eventualmente a la transmisión de anormalidades genéticas a la 

descendencia. En las células expuestas a tratamientos con mutágenos que 

inducen rompimientos (radiación UV y gamma), el retén del ensamblaje 

del huso detiene a la célula  en G1 y ésta no entra a la fase S. El arresto en 

G1 no sólo es observado después de tratamientos que dañan al DNA, sino 

también bajo condiciones que se ven acompañadas por cambios en el 

número de cromosomas en el ciclo celular anterior debidos a la 

segregación incorrecta de los cromosomas durante la mitosis, lo que 

puede conducir a la formación de micronúcleos y también por el 

incorrecto ensamble de los microtúbulos, lo que podría llevar a 

subsecuentes desórdenes en la mitosis. El arresto en la etapa de G1 puede 

ser irreversible (como en el caso de la radiación gamma) o reversible, 

cuando se inhibe el efecto del factor inductor de la pausa, como puede 

ser la restauración de los nucleótidos alterados o del sistema de 

microtúbulos (Kopnin, 1999). 
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Retén en S: En este punto de restricción se monitorea la correcta 

replicación del DNA. En particular, el arresto en un cierto periodo de la fase 

S se observa en células con un déficit de nucleótidos y que por alguna 

razón no fueron detenidas  en la etapa de G1 (Kopnin, 1999). 

 

Retén en G2: El DNA dañado y otros desórdenes inducen el arresto no sólo 

en G1 y S, sino también en G2. Es posible que algunas de las alteraciones 

inducidas hayan pasado desapercibidas en los retenes anteriores o bien, 

que hayan sido adquiridas recientemente en células que replicaron de 

manera completa el DNA o en aquellas que no hayan realizado una 

replicación total. Los mecanismos de reparación inducidos en esta etapa –

principalmente post-replicativos- favorecen el mantenimiento de la 

integridad de la célula aún a costa de la calidad del material genético 

(Kopnin, 1999).   

 

Retén en M: De manera particular éste es activado por cambios en las 

interacciones entre las proteínas asociadas a los cinetocoros, como BUB1, 

BUBR1, MAD1 y MAD2. (Hyams y Brinkley, 1989; Kopnin, 1999). 

 

Modificaciones en la fidelidad del ensamblaje y en la funcionalidad del 

aparato de división pueden llevar a generar aberraciones en la 

segregación de los cromosomas lo cual, tiene implicaciones en cuanto al 

contenido cromosómico como puede ser la presencia de complementos 

múltiples (poliploidia) o desviaciones individuales en el número 

(aneuploidias) (Parry, 2008). 

  

La aneuploidia, entendida como la pérdida o ganancia de uno o más 

cromosomas es un problema serio en la salud humana ya que es un factor 

que contribuye de manera importante en la generación de alteraciones 
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reproductoras (abortos, infertilidad), en la inducción de malformaciones 

congénitas y en el desarrollo de tumores (Honma et al., 2001). 

 

Existen evidencias de que la aneuploidia mitótica contribuye a la 

formación de tumores debido a que puede haber pérdida de un 

cromosoma donde se localizan genes supresores de tumores o bien, 

favoreciendo la polisomia de cromosomas en los que se encuentran 

albergados oncogenes (Pihan y Doxsey, 1999; Duesberg et al., 1999). En 

células germinales, la aneuploidia contribuye a manifestaciones como 

retraso mental, malformaciones congénitas y abortos.  

 

El hecho de que algunos individuos con aneuploidias particulares como el 

síndrome de Down  sobrevivan y que la poliploidía se reconozca como una 

condición regular en órganos como el hígado, -en humanos- hace suponer 

que bajo ciertas situaciones estas condiciones genéticas son compatibles 

con la sobrevivencia celular. Por otro lado, se ha reportado que tanto la 

aneuploidia como la poliploidia podrían disparar la respuesta apoptótica 

como un mecanismo de depuración de células que presenten lesiones 

que vayan en detrimento del mantenimiento de la estabilidad del 

contenido cromosómico de  las células (Roos et al., 2004).   

 

El mecanismo principal que conlleva a la aneuploidia es la incorrecta 

segregación o no-disyunción de los cromosomas durante la división celular. 

Su origen puede ser espontáneo o como resultado de la exposición a 

compuestos químicos ambientales. Estas sustancias pueden interactuar 

con el aparato del huso o interferir con sus funciones, recobrándose como 

consecuencia células aneuploides, poliploides y/o micronucleadas (Hyams 

y Brinkley, 1989). Por lo anterior, estos compuestos han sido denominados 

aneuploidógenos (agentes inductores de aneuploidias) o bien, 



 

5 
 

aneugénicos. Su detección, la determinación de los mecanismos de 

acción y el riesgo a la salud representan campos de interés en la 

investigación, por lo que surgió el programa de Protección de la Población 

Europea para agentes químicos aneugénicos (The Protection of the 

European Population from Aneugenic Chemicals (PEPFAC) (Parry, 2008). 

 

Entre los agentes químicos que inducen poliploidias y aneuploidias se 

encuentran los llamados venenos del huso, tales como la colchicina, los 

alcaloides de Vinca, los taxanes y el nocodazol. Muchos de estos 

compuestos son utilizados como agentes citostáticos quimioterapéuticos, o 

fármacos con aplicación como fungicidas y antihelmínticos. Estas drogas 

alteran la dinámica de polimeración de los microtúbulos (MTs), lo que 

provoca arresto mitótico. Como compuestos quimioterapéuticos, los 

inhibidores de los MTs son usados a concentraciones altas para bloquear la 

división celular y matar a las células malignas. Debido a su especificidad 

sobre las células en división, no es extraño que una consecuencia de su 

efecto sea la inducción de aberraciones cromosómicas. Se considera que 

debido a su capacidad para disolver un tumor primario, también exista el 

riesgo de generar tumores secundarios. Los agentes citostáticos 

quimioterapéuticos son también usados en inmunoterapia, donde se 

administran a concentraciones bajas (Roos et al., 2004).  

 

Ensayos de genotoxicidad 

 

Para el Programa de Salud Ambiental de la Organización Mundial de la 

Salud (World Health Organization’s Health Programme), el monitoreo y la 

valoración de los efectos sobre la salud humana, derivados de la exposición 

a agentes ambientales de todo tipo, se consideran aspectos relevantes.  El 

conocimiento de la presencia e identidad de agentes peligrosos en el 
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ambiente y el alcance de la exposición a éstos es de importancia 

fundamental en la interpretación y utilidad de los resultados obtenidos a 

través de las poblaciones humanas expuestas y en la valoración de los 

posibles efectos sobre la salud (IPCS, 1985). 

 

Para poder estudiar el impacto de diversos tipos de compuestos en los 

organismos se requiere del empleo de métodos experimentales capaces de 

proporcionar información de diversos eventos genéticos en un tiempo 

reducido y con bajo costo (Brusick, 1987; Ramos et al., 1993; Ramos, 1994). 

 

Las diferentes metodologías que se han desarrollado emplean modelos 

biológicos o sistemas de prueba, que incluyen sistemas in vivo e in vitro, así 

como organismos de diferente complejidad en la escala evolutiva, como:  

bacterias, levaduras,  insectos,  plantas y  mamíferos (Brusick, 1985), cuya 

respuesta en conjunto estima el posible impacto en los seres  humanos 

(Cassarett, 1975; Sorsa, 1985; Brusick,1987) y a través de los cuales se han 

obtenido durante los últimos 20 años, datos importantes en lo referente al 

riesgo ocasionado por los agentes genotóxicos a la salud del hombre, lo 

cual de otra manera sólo hubiera sido posible después de la exposición 

accidental a estas sustancias (Cassarett, 1975; Brusick 1987). Estos modelos 

son evaluados con base en su capacidad de respuesta, de tal forma que 

sólo aquellos que resultan sensibles y capaces de discriminar entre los 

diferentes tipos de daño, son aceptados para usarse de manera rutinaria. En 

la tabla I se presentan algunas de las características señaladas para un 

sistema de prueba ideal.  

 

En la tabla II se presenta el resumen de las características de los grupos de 

pruebas identificados como rutinarias por el Programa Gene-Tox de la 

Environmental Protection Agency (EPA) (Brusick, 1987). Algunas baterías se 
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construyen para predicción de carcinogénesis; otras se enfocan a riesgo 

genético con énfasis en la mutagénesis de células germinales de ratón. Es 

poco probable alcanzar ambos objetivos con una sola batería, ya que la 

más adecuada para cada evento tóxico se deriva de un tipo 

independiente de datos (Brusick, 1987).  

 

Tabla I. Características señaladas para un sistema de prueba ideal. 

1. Costo moderado  

2. Corta duración del ensayo 

3. Detección de un rango amplio de eventos genéticos 

4. Discriminar el efecto inducido y respuestas falsas (positivas y negativas) 

5. Distinguir el efecto de concentraciones, formas y rutas de exposición 

diferentes 

6. Mostrar efectos claros que puedan ser medidos 

7. Reproducibilidad del efecto detectado 

8. Potencial de biotransformación mediada por el metabolismo 

9. Producción de progenie numerosa que proporcione muestras 

representativas 

10. Producir respuestas con significado biológico, detectables y medibles 

11. Ser sensible a niveles mínimos de exposición 

(De Serres, 1979; Kilbey et al., 1981 y Valencia et al., 1984). 

 

Asimismo, es deseable que estas metodologías reúnan una serie de 

características que a su vez incrementen las expectativas de su uso y, por 

lo tanto, su valor específico como sistema de bioensayo. Entre éstas, la 

posibilidad de discriminar la presencia de artefactos que conduzcan a un 

diagnóstico equivocado (efecto positivo falso o negativo falso) y el uso de 

biomarcadores colaterales que identifiquen efectos tempranos -aún por 

debajo del efecto estadístico-, que contribuyan a establecer el efecto de  
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Tabla II. Principales características de los grupos de pruebas identificadas como rutinarias por el Programa Gene-Tox 
de la Enviromental Protection Agency (EPA). 

Nombre de la Prueba Estatus 
filogenético

Tipo de prueba Tipo de lesión detectada

in vitro in vivo Mutación génica Aberración 
cromosómica

Daño directo al 
DNA

Aplicable para 
riesgo germinal

Mutación reversa, S. 
typhimurium/
microsomas

Bacteria X X No

Mutación reversa, E. coli Bacteria X X No

Reparación del DNA, 
E. coli

Bacteria X X No

Letales recesivos ligados 
al sexo (SLRL), Drosophila 
melanogaster

Insecto
X X Si

Análisis cromosómico Células de 
mamífero

X X No

Intercambio de 
cromátidas hermanas 
(ICH)

Células de 
mamífero

X X No

Prueba HGPRT -
(hipoxantina-guanina-
fosforibosiltransferasa-
locus) en células de 
criceto chino V79

Células de 
mamífero X X No

Análisis de cromosomas 
de médula ósea

roedores
X X X No

Micronúcleos roedores
X X No

Letales dominantes roedores
X X Si

(Modificado de Brusick, 1987)
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bajas concentraciones de agentes genotóxicos potenciales, resultaría 

esencial en la determinación del daño genético. 

 

En relación con cualquier tipo de evento terminal: toxicidad, mutagénesis, 

carcinogénesis o teratogénesis, se considera en general, que existe una 

relación dosis-respuesta, si un cambio en la dosis de un compuesto químico 

se traduce en una modificación cuantificable en el efecto observado 

(Pfitzer y Vouk, 1986). 

 

Por lo anterior, se han identificado gran variedad de marcadores 

biológicos o biomarcadores - cambios medibles, ya sean bioquímicos, 

fisiológicos o morfológicos-, que son utilizados para evaluar la exposición a 

diversos agentes genotóxicos, ya que el efecto de estos sobre la salud de 

los organismos depende de diversos factores como el sexo, edad, 

condición nutricional, estado de salud entre otros. 

 

Tradicionalmente, la estimación del riesgo genético –probabilidad de 

manifestar alguna enfermedad o alteración-, se ha derivado del estudio de 

mutaciones en gametos femeninos y masculinos, ya que estas células 

constituyen el sustrato para las generaciones futuras. Sin embargo, desde 

hace algunas décadas, se ha incrementado la atención en las células 

somáticas debido a los avances en la tecnología y a la aceptación de que 

el daño en éstas se adiciona de manera significativa a la carga de 

enfermedades; específicamente como factor causante de procesos 

malignos, alteraciones teratogénicas y enfermedades cardiacas. A nivel 

general, se ha observado que la falta de inducción de mutación en las 

células somáticas in vivo debe indicar una falta correspondiente de riesgo 

germinal, sin embargo, la no inducción de efecto en las células germinales  
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no implica necesariamente ausencia de efecto en las células somáticas 

(Ramos, 1994). 

 

Un aspecto interesante es el hecho de que el efecto de los compuestos 

genotóxicos en las células sexuales se expresa en generaciones posteriores a 

la de los organismos expuestos (mutagénico). Las lesiones que 

comprometen la diferenciación de tejidos y órganos durante el desarrollo 

conducen a la aparición de malformaciones (teratogénico) o letalidad 

(toxicidad). Pero también, el efecto puede ser específico en células de 

ciertos tejidos (carcinogénico), originando manchas mutantes (mosaicos) en 

un organismo con un contexto genético silvestre.  

 

Con base en lo anterior, parece justificable usar datos obtenidos en ensayos 

con animales para predecir el riesgo para la salud en el hombre. Sin 

embargo, las dificultades de extrapolación de datos básicamente 

cualitativos obtenidos de una especie a otra son considerables (Swawicki, 

1980; Pfitzer y Vouk, 1986; Brusick, 1987; Travis, 1988).  

 

Drosophila como sistema de prueba 

Dentro del reino animal, los insectos son considerados los organismos más 

diversos y dispersos. Díptera es el tercer orden más grande de los insectos y 

se caracterizan por presentar un desarrollo holometábolo, es decir, llevan a 

cabo metamorfosis completa; incluye entre las familias cosmopolitas a la 

familia Drosophilidae, de la cual el 56% de sus especies pertenecen al 

género Drosophila. Algunas de estas especies han sido estudiadas en 

diversos aspectos (herencia, especiación, sistemática, biología del 

desarrollo, toxicología, entre otros) (Wheeler, 1981). Por otro lado, tomando 

en cuenta que la mayoría de las larvas de los Díptera suelen desarrollarse 
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en medios acuosos,  es posible utilizarlos como  bioindicadores centinelas 

(Bautista, 2005). 

 

El uso de Drosophila como modelo para evaluar genotoxicidad ha 

impulsado el desarrollo de diversas metodologías a través de las cuales es 

posible detectar la inducción de mutaciones letales recesivas ligadas al 

sexo, mutaciones letales dominantes, pérdida parcial y/o total de 

cromosomas sexuales y autosómicos, translocaciones, deleciones, 

duplicaciones y no disyunción en células germinales y mutación  y 

recombinación en células somáticas (Graf et al., 1984; Lee et al., 1983; 

Würgler y Vogel, 1986; Valencia et al., 1984). En la tabla III se sintetizan las 

ventajas que hacen de la mosca del vinagre un organismo adecuado para 

estimar el riesgo a la salud por la exposición a agentes genotóxicos. 

 

Como resultado de los estudios realizados por Clark (1982) y Hällstron et al., 

(1982 y 1984) se sabe que este organismo detecta el efecto inducido por 

compuestos de diversas especies químicas (Vogel, 1985; Würgler y Vogel, 

1986). Para el caso particular de los hidrocarburos aromáticos policíclicos, se 

ha recurrido al uso de mutantes para funciones metabólicas especiales con 

los que se ha mejorado la sensibilidad de las metodologías experimentales 

utilizadas (Zijlstra y Vogel, 1988a y b; Graf, y van Schaik, 1992). Otro tipo de 

mutantes utilizados son los que confieren deficiencia en reparación a los 

organismos portadores (Würgler et al., 1982; Würgler y Vogel, 1986; Boyd et 

al., 1987), como mei-9a que provoca deficiencia en reparación por escisión 

(Baker y Carpenter, 1972; Boyd et al., 1976). El uso de este mutante le 

proporcionó mayor sensibilidad a la prueba de pérdida de cromosomas 

(Zimmering, 1983).  
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Con relación a los aneuploidógenos, existen reportes de la evaluación de 

éstos en células germinales (Baker y Carpenter, 1972; Boyd et al., 1976; 

Würgler et al., 1982; Würgler y Vogel, 1986; Boyd et al., 1987), sin embargo, no 

se dispone de metodologías experimentales para detectar el efecto de 

éstos en células somáticas in vivo, que complementen la información 

obtenida a partir de  los reportes de estudios citogenéticos.  

 

Justificación 

 

Existen escasos reportes del efecto in vivo de aneuploidógenos en células 

somáticas (Clementes et al., 19910; Zordan et al., 1989, 1994). Al evaluar el 

efecto inducido por el citostático vinblastina en Drosophila melanogaster 

Zordan et al. (1989), reportaron 50% de mortalidad en larvas tratadas, 

ausencia de efecto significativo en los individuos libres de inversiones, así 

como respuesta significativa en organismos portadores de inversiones 

múltiples al compararlos con el testigo respectivo. Con base en lo anterior 

sugieren que la respuesta obtenida “fuera estrictamente dependiente de 

la presencia del cromosoma TM3, Ser en los organismos tratados”.  

 

Considerando que la constitución genotípica de los organismos es un factor 

que determina la respuesta genotóxica, es importante establecer la 

participación de rearreglos o grandes inversiones en ésta. 

 

Hipótesis 

¿Las moscas que presentan arreglos complejos en sus cromosomas 

(portadoras de múltiples inversiones) pueden tener mayor susceptibilidad 

para detectar al aneuploidógeno vinblastina, que las moscas que no los 

presentan (libres de inversiones)? 
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Para responder a esta pregunta en el presente trabajo se plantearon los 

siguientes objetivos:  

 

 

Objetivo general 

Comparar el efecto de compuestos citostáticos en la reparación, 

recombinación y no disyunción mitóticas en Drosophila. 

 

 

Objetivos particulares 

1. Evaluar la inducción de mutación somática y recombinación mitótica de 

colchicina, hidrato de cloral y vinblastina en moscas libres y portadoras de 

inversiones múltiples. 

2. Comparar el efecto del tiempo de exposición en la inducción de 

mutación somática y recombinación mitótica en larvas de D. 

melanogaster. 

3. Comparar la respuesta genotóxica de colchicina, hidrato de cloral y 

vinblastina en moscas libres y portadoras de inversiones utilizando un 

sistema de cruza alternativo para discriminar la inducción de fenocopias. 

4. Comparar la actividad de los compuestos seleccionados en la inducción 

de recombinación mitótica, no disyunción y la reparación del daño 

genético inducido. 
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Tabla III. Ventajas que han hecho a Drosophila un organismo exitoso en el 

área de la Toxicología. 

1. Es el eucarioto mejor conocido desde el punto de vista genético. Presenta 

cuatro pares de cromosomas (Figura 1) y su genoma ha sido 

secuenciado totalmente (contiene aproximadamente 180 Mb de 

tamaño). El contenido de su genoma mantiene un 60% de similitud 

con el del humano (Adams et al., 2000). 

2. Su ciclo de vida es corto (entre 9.5 y 10 días a 25º C y 60% de humedad), 

lo que favorece la obtención de resultados en un tiempo reducido 

(Figura 2). 

3. Con base en la extensión de su ciclo de vida es posible comparar el 

efecto de la exposición aguda (< 6 h), semicrónica, crónica (todo el 

ciclo de vida), habiendo la posibilidad de combinar protocolos, lo que 

permite gran versatilidad en cuanto a alternativas combinadas 

(Vogel, 1988; Ramos, 1994; Ramos et al., 2003). 

4. Los organismos que se obtienen por generación son en cantidad 

considerable, lo que permite obtener en poco tiempo, poblaciones 

numerosas. 

5. Su mantenimiento es relativamente económico. 

6. Existe un dimorfismo sexual claramente identificable. 

7. Las larvas tienen glándulas salivales con cromosomas politénicos, lo cual 

facilita enormemente el análisis cromosómico y el estudio de 

polimorfismos que son tan característicos del género Drosophila. 

8. Es sensible a la exposición a sustancias tóxicas administradas por 

diferentes, la vía alimentación-contacto es la más común, aunque 

también pueden emplearse las rutas de inhalación e inyección. 

7. Presenta una gran cantidad de marcadores fenotípicos que facilitan el 

análisis genético (Lindsley y Zimm, 1992). 

8. Su gametogénesis ha sido ampliamente estudiada, por lo que se pueden 
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valorar alteraciones al ADN ocasionadas por compuestos químicos en 

los diferentes estadios de las células germinales mediante el sistema 

de camadas (Zimmering, 1976; Kilbey et al., 1981; Salceda, 1984). 

9. Es considerada un organismo adecuado para estimar riesgos heredables 

ya que puede detectar la inducción de mutaciones en las células 

germinales. 

10. Resulta eficiente en la detección de metabolitos de vida corta, debido a 

que no requiere la adición de un sistema metabólico exógeno (Zijlstra 

y Vogel, 1988 a, b).  Se han identificado 90 secuencias de genes de la 

superfamilia P450 (CYP4 y CYP6) presentes en su genoma (Tijet et al., 

2001) (Figura 3). El tipo de metabolismo microsómico y de 

desintoxicación encontrados, tanto en ratones como en moscas, es 

muy similar, por lo que a Drosophila se le otorgó el estatus de 

“Mamífero Honorario” (Clark, 1982; Hällstrom et al., 1982, 1984). 

11. Mediante sistemas de cruzas específicas se puede detectar la inducción 

de mutaciones letales recesivas ligadas al sexo, mutaciones letales 

dominantes, pérdida parcial y/o total de cromosomas sexuales y 

autosómicos, translocaciones, deleciones, duplicaciones y no 

disyunción en células germinales y mutación y recombinación en 

células somáticas (Lee et al., 1983; Graf et al., 1984; Valencia et al., 

1984; Würgler y Vogel, 1986) (Figura 4). 

12. El género Drosophila está extendido por todo el mundo y comprende 

enorme cantidad de especies locales y cosmopolitas (Figura 5). 
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Heterocromatina

Eucromatina

Centrómero

cromosoma

X  y  Y

Figura 1. Cromosomas mitóticos de Drosophila melanogaster. Se muestran regiones eucromáticas, 

heterocromáticas y centrómeros. Los brazos de los cromosomas están señalados como 2L, 2R, 3L, 

3R y 4. El cromosoma Y es completamente heterocromático (Modificado de Adams et al., 2000).  

Figura 2. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster (Modificado de Science, Vol. 297, 2002). 

Huevo (0 h)

Larva (24 h)

Larva (48 h)

Prepupa (96 h)
Pupa (120 h)

Imago (240 h)
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ebony, 70.7 

Serrate, 70.7 

mwh, 0.0 

flare, 39.0

Centrómero, 46.0

Figura 3. Mapa genético de los genes P450 presentes en Drosophila melanogaster (Modificado de Tijet et 

al., 2001). En el cromosoma 3 se presenta la ubicación física de los genes utilizados como marcadores 

para la evaluación de Mutación Somática y Recombinación Mitótica en Drosophila melanogaster. 
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Figura 4. Metodologías utilizadas para la evaluación de genotóxicos en Drosophila melanogaster 

(Modificado de Ramos Y Muñoz, 2003). 
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Figura 5. Filogenia del género Drosophila 

(Modificado de http://insects.eugenes.org/DroSpeGe/about/Drosophila-phylogeny.gif) 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Sustancias Químicas 

Mutágenos de referencia: 

1) Azida de Sodio, NaN3. [CAS 26628-22-8] 

Es un agente altamente tóxico, inhibidor de la citocromo oxidasa que 

interfiere con la respiración celular. Puede causar hipotensión, taquicardia, 

taquipnea, hipotermia, convulsiones y severo dolor de cabeza. Se usa en 

medicina como vasodilatador para controlar la presión sanguínea, en 

síntesis orgánica del ácido hidrazoico y de sodio puro, como conservador 

de reactivos de laboratorio, nematicida y herbicida y en las bolsas de 

seguridad de los automóviles. La actividad mutagénica de la azida de 

sodio se debe a la producción de un metabolito orgánico que es un 

análogo del aminoácido llamado L-azidoalanina producido por la 

actividad de la enzima O-acetilserina sulfidrilasa . En células somáticas de 

Drosophila melanogaster, induce recombinación mitótica dependiente de 

homología (Nilan et al., 1973; Owais et al., 1978; González y Ramos, 1997).  

 

2) N-Nitrosodimetilamina, NDMA. [CAS 62-75-9] 

Compuesto clasificado como promutágeno probado del grupo 2A (IARC, 

1998) con efectos mutagénicos, carcinogénicos y teratogénicos (ATSDR, 

1989; Gichner et al., 1980; CICAD, 2002; PHG, 2006). 

 

La activación metabólica de la NDMA se lleva a cabo en el hígado 

mediante el complejo enzimático P450-CYP2E1, dependiente de la función 

mixta del sistema oxidasa. Se han descrito dos etapas: 1) por hidroxilación y 

2) por nitrosación. A lo largo del paso de hidroxilación, la 

hidroxilmetilnitrosamina formada se descompone a formaldehído y 

monometilnitrosamina. Ésta a su vez, es inestable y sufre rearreglos hacia el 
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ion metildiazonium, que es capaz de alquilar tanto al ADN como al ARN y a 

las proteínas (ATDSDR, 1989). Por la vía de nitrosación puede formarse 

metilamina y formaldehído (Kroeger-Koepke y Michejda, 1979; ATSDR, 1989; 

CICAD, 2002).  

 

Se ha reportado que en Drosophila melanogaster, la NDMA provoca 

rompimiento del DNA, recombinación en células germinales (Zimmering, 

1984; Woodruff et al., 1985), mutación somática y recombinación mitótica 

en células de las alas (Graf et al., 1984) y de los ojos de la mosca (Vogel, 

1988; IARC, 1998); también induce mutaciones letales recesivas ligadas al 

sexo cuando se administra por alimentación (Zimmering, 1984), pero no por 

inyección (Muñoz, 1995; Zimmering, 1984), lo que confirma su actividad 

como promutágeno. Sus amplios efectos en la mosca así como en muchos 

otros organismos apoyan el uso de la NDMA como un promutágeno 

probado (IARC, 1998). La exposición por alimentación a concentraciones 

bajas de NDMA en larvas de Drosophila, produce la muerte de los 

individuos durante la metamorfosis. La observación de estas pupas condujo 

a la identificación de organismos en los que la cabeza se encuentra 

ausente, pero presentan tórax y abdomen (Ramos et al., 2007; Jiménez, 

2011).  

 

Compuestos citostáticos 

 Se utilizaron 3 compuestos clasificados como aneuploidógenos tipo 

por el programa sobre aneuploidógenos del National Institute of 

Environmental Health Sciences y la Environmental Protection Agency, de los 

Estados Unidos (Bishop et al., 1996) (Ver tabla VI y Apéndice I al IV).  

 



 

22 
 

Colchicina (CO) y Vinblastina (VB) fueron obtenidos a partir de Sigma, St. 

Louis MO e Hidrato de Cloral (CH) se obtuvo a partir de Productos Químicos 

Monterrey, NL. 

 

Disolventes 

 Para CO e HC, se utilizó agua destilada y para VB se utilizó alcohol 

etílico al 5%. Los disolventes fueron utilizados como testigos negativos. 

 

 

Mutación Somática y Recombinación Mitótica en células de las alas de 

Drosophila. 

Con esta metodología se han analizado más de 250 compuestos (Vogel, 

1985, 1988; Vogel et al., 1988; Vogel, 1992; Vogel y Nivard, 2000). Se emplean 

células de los discos imagales de las larvas. Estas células están determinadas 

genéticamente y permanecen en número reducido, hasta que se aproxima 

la metamorfosis, durante la cual se dividen mitóticamente para dar origen a 

diversas estructuras del adulto: ojos, antenas, alas, patas (Demerec, 1965) 

(Figura 6). Si a lo largo del proceso de diferenciación ocurre alguna 

alteración que cambie la información genética de las células en división 

(mutación, pérdida o ganancia de cromosomas y recombinación mitótica), 

esta modificación será transmitida a las células hijas descendientes de la 

célula alterada original, lo que genera un clon celular que se observará 

como una mancha distinguible, cuando se emplean los marcadores 

fenotípicos apropiados (García-Bellido y Merriam, 1971b; García-Bellido y 

Dapena, 1974; Graf et al., 1984). 

 

Se han desarrollado dos variantes de esta prueba. La primera utiliza dos 

marcadores autósomicos que regulan la expresión de las células que darán  
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Compuesto Estructura química Generales 

 

Colchicina, CO 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 
Fórmula química: C22H25NO6 

 

 

Nombre químico: (S)-N-(5,6,7,9-

Tetrahydro-1,2,3,10-tetramethoxy-9-

oxobenzo[a]heptalen-7-yl)acetamide 

 

PM= 399.4 

 

CAS: 64-86-8 

 

Categoría: Droga citotóxica 

 

Hidrato de Cloral, CH 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fórmula química: C2H3Cl3O2 

 

 

Nombre químico: 2,2,2-

Trichloroethane-1,1-diol 

 

PM= 165.4 

 

CAS: 302-17-0 

 

Categoría: Premedicación 

 

Vinblastina, VB 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fórmula química: C46H58N4O9,H2SO4 

 

 

Nombre químico: Vincaleukoblastine 

sulfate (1:1) (salt) 

 

PM= 909.1 

 

CAS: 143-67-9 

 

Categoría: Droga antigota 

 

Tabla V. Compuestos citostáticos empleados en la evaluación de la inducción de Mutación Somática y Recombinación Mitótica 

en Drosophila melanogaster. 
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  1

2

3

4

5

6

7

8

1. Labial

2. Clipeo, labro

3. Protorácico dorsal

4. Ojo, antena

5. Pata

6. Ala

7. Halterios

8. Genital

Figura 6. Estructuras en el adulto originadas a partir de los discos imagales 
(Modificado de Alberts et al., 2002).  
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origen a los tricomas de las alas de la mosca (Graf et al., 1984). La segunda 

variante emplea células que darán origen a los ojos de la mosca (Vogel y 

Ramel, 1988). Se ha considerado que esta prueba es similar a la de locus 

específico de ratón y, de forma análoga, analiza la respuesta de un solo 

locus (white) ante compuestos genotóxicos.  

 

El ala está constituida por dos monocapas celulares (dorsal y ventral) con 

desarrollo independiente y una dinámica de divisiones mitóticas 

básicamente exponencial (García-Bellido y Merriam, 1971a), los tricomas son 

procesos cuticulares unicelulares y el tamaño mínimo de expresión es de 

una célula. Esta prueba se basa en el uso de marcadores recesivos para los 

tricomas que se forman a partir de cada célula de las alas y que en el 

adulto se pueden observar mediante la aparición de manchas con 

fenotipos mutantes en un contexto de pelos de tipo silvestre. Las manchas 

mutantes pueden ser sencillas, originadas por: pérdida, no-disyunción, 

mutación puntual y recombinación mitótica entre los marcadores 

empleados; o gemelas, si se derivan de recombinación entre el marcador 

proximal y el centrómero, el cual funciona como un tercer marcador (Graf 

et al., 1984).  

 

El uso de cromosomas portadores de múltiples inversiones permite 

balancear arreglos genéticos y evita recobrar eventos viables de 

recombinación. A partir de la cruza experimental se obtienen dos tipos de 

progenie en igual proporción: larvas libres de inversión y larvas portadoras 

de inversiones; los dos tipos de progenie no son distinguibles en estado de 

larva, por lo que ambas son tratadas. 
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Entre las ventajas que este sistema proporciona, se encuentran:  

 

1. El efecto inducido se valora en una generación (10 días) y muestrea 

un número elevado de células por organismo. 

2. Es posible distinguir entre compuestos directos e indirectos,  ya que el 

tamaño de la mancha recobrada es un indicador del tiempo en que 

ocurrió la alteración. En ausencia de arresto y de muerte celular. 

Debido a que los compuestos indirectos requieren ser activados 

metabólicamente por el organismo para ser biotransformados a 

derivados reactivos, podrían producir manchas de tamaño menor 

(Zijilstra y Vogel, 1988a). 

3. Es posible analizar la respuesta inducida entre hembras y machos, ya 

que aunque en los machos de Drosophila no se presenta de manera 

natural recombinación en sus células germinales, se ha encontrado 

que a nivel de células somáticas, los valores adjudicables a 

recombinación son similares en ambos sexos (Becker, 1976). 

4. Es posible determinar la actividad recombinogénica de los 

compuestos evaluados al comparar la frecuencia de manchas 

inducidas entre la progenie con constitución trans-heteróciga, libre 

del cromosoma balanceador  y la portadora del cromosoma 

balanceador (Graf et al., 1984). 

5. El material biológico se puede conservar fijado en etanol al 70%, para 

posteriormente ser procesado. 

6. Es posible la verificación de los resultados, ya que las preparaciones 

que se elaboran con las alas de las moscas tratadas son 

permanentes. 

7. Una de las aplicaciones exploradas en los últimos años, ha sido la 

detección de niveles ambientales de contaminación (Ramos et al., 

2001).  
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8. El análisis de los resultados ha sido complementado incluyendo la 

comparación entre el tamaño de mancha y el número de manchas 

por mosca entre las series experimentales y la testigo para descartar 

falsos positivos y negativos en muestras ambientales (Ramos et al., 

2001).  

 

Con la finalidad de complementar la información obtenida mediante el 

análisis clásico de la prueba SMART, se ha incluido el análisis cualitativo de la 

distribución del:  

 

1) tamaño de mancha; estima el número de divisiones celulares que se 

requieren para producir una mancha del tamaño recobrado y, en 

consecuencia, establece el tiempo en que se originó la mancha durante el 

desarrollo de la mosca (Graf, 1995; Ramos et al., 1996). Este análisis permite 

descartar las respuestas falsas negativas, ya que la ausencia de efecto no 

debe interferir con el patrón de distribución del tamaño de mancha que se 

presenta en la serie testigo. 

 

2) número de manchas por mosca; es una estimación de la diferente 

susceptibilidad que caracteriza a los individuos de una población. En el caso 

de Drosophila, mientras que algunas moscas no manifiestan manchas en sus 

alas, aún en presencia del agente genotóxico, otras muestran una, o incluso 

un número elevado de éstas. Es posible suponer que aquellos organismos 

con manchas múltiples representan algún sector particular de la población, 

el cual, por su sensibilidad puede ser sumamente útil en la detección de 

efectos tempranos en la toxicología genética (Islas Guzmán, 1996). 

 

En resumen, el tipo y tamaño de las manchas inducidas por determinado 

compuesto químico puede ser indicador de la participación del 
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metabolismo en la reactividad del compuesto. De esta manera la 

comparación del tipo y tamaño de las manchas inducidas por compuestos 

directos e indirectos mostrará el tiempo requerido para que la 

biotransformación se lleve al cabo mediante el tamaño promedio de clase 

clonal.  

 

Para evaluar la inducción de mutación somática y recombinación 

mitótica, se realizaron las siguientes cruzas utilizando cepas estándar 

heterocigóticas para marcadores fenotípicos de los tricomas de las alas: 

 

Cruza estándar (CE). Se emplearon dos líneas de Drosophila melanogaster: 

flr3/ In(3LR)TM3, y+ ri pp sep l(3)89Aa bx34e e BdS y mwh/mwh, de las cuales 

se obtuvieron hembras vírgenes (72 h de edad) y machos (48 h de edad), 

respectivamente. El marcador autosómico recesivo mwh (3.00) modifica la 

forma del pelo o tricoma produciendo tricomas múltiples (más de 2) por 

célula, a diferencia del fenotipo silvestre en el que se produce un tricoma 

por célula. El marcador autosómico recesivo flr3 (3.39) es letal en condición 

homocigótica, sin embargo es viable en mosaicos somáticos produciendo 

tricomas amorfos con expresividad variable que van desde una mancha 

quitinosa sobre la superficie del ala hasta un tricoma en forma de flama, 

de donde recibe su nombre. Para balancear al marcador flr3 se utiliza el 

cromosoma balanceador (TM3, BdS) el cual porta numerosas inversiones 

que impiden recobrar eventos de recombinación en las moscas 

portadoras y un marcador letal dominante, Serrata (Ser). Los marcadores 

que porta son (Lindsley y Zimm, 1992; Greenspan, 2004): 

 

y+: alelo silvestre de yellow (y) 

ri: kniri-1 = knirps (el alelo es sinónimo de radius incompletus), afecta la 

venación 
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 pp: pink peach, ojos café  

sep l(3)89Aa = vvlsep esto habla del siguiente arreglo que forma parte del 

balanceador: In(3LR)sep 

bxbx34e: bithorax, participa en la transformación de halterios a alas 

e: ebony, cuerpo color ébano. 

 BdS: Beaded Serrata, alas con muescas en el borde posterior. 

 

De esta cruza se obtienen dos tipos de progenie en igual proporción: larvas 

libres de inversión (+ flr3/mwh +) y larvas portadoras de inversiones por la 

presencia del cromosoma balanceador TM3: (+ TM3, BdS/mwh,+), los dos 

tipos de progenie no son distinguibles en etapa de larva, por lo que ambas 

son expuestas al tratamiento. Las moscas adultas se distinguen 

fenotípicamente por la forma de las alas: silvestre (libres de inversión) y 

Serrata (portadoras de inversiones) (Figura 7). 

 

Cruza modificada (CM). Se diseñó con la finalidad de descartar la 

inducción de fenocopias: hembras flr3/In(3LR)TM3, ri pp sep l(3)89Aa bx34e e 

BdS y machos mwh e / mwh e. Se obtiene el mismo tipo de progenie que 

en la cruza 1, pero el uso del marcador para color de cuerpo ébano (e) 

mejora la clasificación fenotípica de la progenie portadora de inversiones, 

ya que éstas resultan homocigóticas para el marcador de color de cuerpo 

(Figura 8). 

http://flybase.org/reports/FBab0005515.html
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P   flr3 / TM3, ri pp sep bx34e es BdS   mwh / mwh

F1

+, flr3 / mwh, + TM3, ri pp sep bx34e es BdS / mwh, +
moscas libres de inversiones
(alas sin muescas en el borde)

moscas portadoras de inversiones
(alas con muescas en el borde)

alas con tricomas múltiples y sin muescas en el bordealas con tricomas silvestres y con muescas en el borde

Figura 7. Cruza estándar (CE) utilizada en la evaluación de la inducción de Mutación Somática y Recombinación 
Mitótica (SMART) en Drosophila melanogaster. 
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P   flr3 / TM3, ri pp sep bx34e es BdS   mwh, e / mwh, e

F1

+, flr3 / mwh e,+                                           TM3, ri pp sep bx34e es BdS / mwh e, +
moscas libres de inversiones

(alas sin muescas en el borde, cuerpo silvestre)
moscas portadoras de inversiones

(alas con muescas en el borde, cuerpo ébano)

alas con tricomas múltiples, sin muescas en el borde; cuepo ébanoalas con tricomas silvestres y con muescas en el borde

 
 

Figura 8. Cruza modificada (CM) utilizada para la identificación de fenocopias en la evaluación de la inducción de 
Mutación Somática y Recombinación Mitótica (SMART) en Drosophila melanogaster. 
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En los adultos, las alteraciones producidas durante el desarrollo larvario se 

observan como manchas mutantes en un contexto de tricomas silvestres. 

Se ha determinado que el número de manchas mutantes recobradas es un 

estimador del total de eventos inducidos (Graf et al., 1984). En ambos 

casos, se comparó la frecuencia de manchas por ala y la dispersión en las 

distribuciones del número de células por mancha y de manchas por 

mosca, en moscas libres y portadoras de múltiples inversiones. 

 

Tratamientos 

De manera rutinaria, los protocolos contemplan una edad de los organismos 

en la que la exposición al compuesto no represente un factor que interfiera 

en la respuesta evaluada, la cual se denomina semicrónica o prolongada: 

 

Una variante a este protocolo lo representa la exposición interrumpida, con 

la cual es posible detectar periodos fenocríticos en los que los organismos 

manifiestan daño que está relacionado con la intensidad de la exposición y 

la edad de su desarrollo. Otro aspecto interesante es el que ayuda a 

esclarecer respuestas de compuestos falsos negativos y falsos positivos. 

 

A continuación se describe los dos tipos de exposición utilizados: 

 

1) Prolongada. Larvas de 72 ± 4 h fueron alimentadas durante 48 h con 1 g 

de medio de cultivo instantáneo Carolina (Fórmula 4-24, Carolina) 

adicionado con 4.5 mL de las diferentes concentraciones a probar de los 

compuestos. Las larvas permanecieron en este medio hasta que entraron a 

metamorfosis y emergieron como moscas adultas (Figura 9a). Esta exposición 

se utilizó para CO e HC. La VB fue administrada en medio líquido. Las 

concentraciones probadas fueron:[2.0, 1.0, 0.5, 0.25, 0.125, 0.063, 0.0315 mM] 
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Figura 9. Tipos de exposición utilizados en la curva tiempo de exposición-efecto (CE y CM) a 
[0.125 mM]  de CO y VB. a) Prolongada; b) Interrumpida. 

0    24    48   72    78    84    90   102  108  114   120                                          240

Tiempo (h)

Huevo                                     Larva                                                         Pupa                         Imago

Metamorfosis

a) Exposición Prolongada

b) Exposición Interrumpida

0    24   48    72    78    84    90   102  108   114   120            240

Tiempo (h)

Huevo                                     Larva                             Pupa              Imago

Metamorfosis

Inicio del tratamiento semicrónico a [0.125] mM de CO o VB.

Duración de la exposición en viales con medio de cultivo.
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2) Interrumpida. Larvas de 72 ± 4 h en grupos de 100 -150 se colocaron en 18 

tubos homeopáticos que contenían medio de cultivo fresco (elaborado con  

agar, harina de maíz, azúcar, levadura activa y desamargada, nipagin al 

10% disuelto en alcohol etílico absoluto y ácido propiónico) enriquecido 

antes de la solidificación, a 60° C con 0.25 mL de agua destilada (testigo) o 

con colchicina [0.125 mM].  Cada 6 h se retiró un tubo con larvas testigo y 

uno con larvas tratadas, de manera que al final se tuvieran exposiciones de 

6, 12, 18, 24 ... 48 h (curva tiempo de exposición-efecto) (Muñoz, 1997). Las 

larvas retiradas en cada intervalo de tratamiento se enjuagaron con agua 

corriente y se transfirieron a frascos con medio de cultivo fresco en los que 

concluyeron su desarrollo (Figura 9b).  

 

Obtención de larvas 

 

Para descartar que la heterogeneidad en la edad de los organismos 

expuestos a los diferentes tratamientos interfiera en la respuesta obtenida, 

cada una de las cruzas maduras (organismos progenitores) realizadas para 

los diferentes protocolos, se transfirieron de manera independiente a 

frascos con medio fresco para recolectar huevos durante un período de 8 

horas (Graf et al., 1992). Al tercer día, se procedió según Nöthinger (1970) a 

separar las larvas del medio de cultivo por flotación mediante una solución 

concentrada de sacarosa al 20%. La solución  azucarada se vertió en un 

embudo de separación de 4 mm de diámetro y las larvas se recuperaron 

sobre una gasa fina de nylon. Con la ayuda de una espátula se colocaron 

grupos de 100 a 150 larvas en tubos homeopáticos que contenían medio 

de cultivo instantáneo Carolina (Fórmula 4-24 Plain, Carolina Biological 

Supply Company) adicionado con las diferentes concentraciones de los 

compuestos a evaluar (Figura 11).   
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Fijación y elaboración de laminillas 

 

Para el análisis de la inducción de mutación somática y recombinación 

mitótica, los adultos obtenidos por separado de la exposición a larvas 

provenientes de la cruza estándar (CE) y de la cruza modificada (CM), se 

sacrificaron por exceso de anestesia y se fijaron en alcohol al 70%.  

Las alas de 10 hembras y de 10 machos recobrados a partir de los 

diferentes protocolos de exposición, fueron montadas por pares en un 

portaobjetos con solución Faurè (Graf et al., 1984). Las laminillas se 

elaboraron por concentración para cada tipo de progenie: libres de 

inversión (fenotipo silvestre) y portadoras de inversiones (alas con muescas 

en los bordes para la cruza estándar, CE; o cuerpo color ébano y muescas 

en los bordes de las alas para la cruza modificada, CM).  

Posteriormente se analizaron al microscopio óptico a un aumento de 400X. 

El registro de manchas se realizó según su localización en el sector del ala.  

Las manchas se clasificaron según su tamaño en chicas (de 1 a 2 células) y 

grandes (> 2 células), y por su fenotipo en manchas simples mwh, manchas 

simples flr3 y manchas gemelas, formadas por células adyacentes con los 

dos fenotipos indicados (Graf et al., 1984) (Figura 10).  

 

Criterios para el registro de las manchas 

 

En algunas ocasiones surgen células con dos tricomas, esto puede deberse 

a alteraciones en la diferenciación celular que no corresponden a 

expresiones típicas de mwh por lo que, para evitar errores en la 

clasificación, las manchas de dos pelos se cuantifican como expresiones 

mwh sólo cuando forman parte de una mancha en la que al menos se 

encuentra una célula mwh con tres o más tricomas (Graf et al., 1984). Las  
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Tricomas con fenotipo silvestre

Mancha con fenotipo mwh

Mancha con fenotipo flare

Mancha con fenotipo mwh y flare

 

Compuesto 
Concentración 
Cruza 
Fecha Trat. 
Progenie 
Elaboró 

  1
  )(  )(  )(  )(  )(

10 
 

 20
 )(  )(  )(  )(  )(
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     )( 

 40
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Figura 10. Fenotipo de  las manchas registradas para la evaluación de la inducción de Mutación Somática y 

Recombinación Mitótica en Drosophila melanogaster. 
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manchas grandes tienen una forma elongada en la dirección del eje 

longitudinal del ala y pueden presentar forma de Z. Aunque la mayoría de 

las manchas son continuas, en ocasiones se pueden presentar hileras de 

tricomas silvestres entre una mancha, probablemente debido a la 

separación parcial de las células del clon durante el desarrollo por 

presiones tisulares o movimientos celulares independientes (García Belllido 

y Merriam, 1971). Para la valoración de este tipo de manchas y con base 

en los criterios utilizados por Graf et al., (1984) se contaron como manchas 

independientes aquellas que se encontraban separadas por tres o más 

hileras de tricomas regulares. 

 

Análisis Estadístico 

 

Los datos registrados para la inducción de mutación somática y 

recombinación mitótica se procesaron con la ayuda del programa de 

cómputo SMART (Würgler 1988 no publicado), y el procedimiento de 

decisión múltiple de Frei y Würgler (1988), con un nivel de significancia del 

95%. La decisión se basa en el contraste de dos hipótesis. 

 

La hipótesis nula (Ho), señala que no  hay diferencias en la frecuencia de 

mutación entre las series testigo y las tratadas. Si en estas últimas, la 

frecuencia se incrementa de manera significativa, la Ho se rechaza. Por 

otro  lado, la hipótesis alternativa (Ha), postula que en las series tratadas 

hay un incremento estadístico igual a “m” veces la frecuencia basal. Dado 

que la frecuencia de manchas sencillas de menos de tres células y de 

manchas totales, es mucho mayor que la frecuencia de machas simples, 

de más de tres células y la de manchas gemelas, se utiliza m= 2 para las 

primeras y m=5 para las últimas. 
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Figura 11. Diseño experimental utilizado en la evaluación del efecto inducido por tres compuestos citostáticos 

en Drosophila melanogaster. 

1. Preparación de diluciones sucesivas. 
Agua destilada y alcohol al 5% = disolventes y testigos negativos.

2. De manera independiente para cada una de las cruzas, se colectaron
huevos por un periodo de 8 h.

3. A las 72 h posteriores, se recuperaron a las larvas mediante
el método de Nötingher (1970).

4. Grupos de aprox.  100 larvas se colocaron en viales con medio instantáneo Carolina enriquecido con las
diferentes concentraciones de los compuestos a evaluar.  

E= prolongada (48 h) o  interrumpida (invervalos de 6 h)

5. Los organismos adultos recobrados de los diferentes protocolos fueron clasificados con base en el 
fenotipo y se registraron los biomarcadores correspondientes. 
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La aplicación de éste análisis estadístico puede llevar a cuatro tipos de 

resultados (Tabla IV): si no se recha la Ho y se rechaza la Ha el resultado es 

negativo (-); si se rechaza la Ho y no se rechaza la Ha, el resultado es 

positivo (+), si las dos hipótesis se rechazan, el resultado se considera débil 

positivo (w) y si ambas hipótesis no se rechazan, el resultado es 

indeterminado. 

 

Tabla IV. Diagnóstico estadístico del procedimiento de decisión múltiple de 

Frei y Würgler (1988). 

 

 

 

 

 

 

 

Prueba de U de Mann-Whitney 

Para analizar la dispersión en la distribución del número de manchas por 

mosca y el número de células por  mancha se utilizó esta prueba no 

paramétrica que se basa en la comparación de los rangos en los que se 

presentan las observaciones y requiere solo la información de la prueba de 

la mediana. La distribución se modificó cuando se encontraron diferencias 

significativas a una p < 0.05. 

 

Se  sustenta en las siguientes suposiciones: 

1) Los dos tratamientos, de tamaños n y m respectivamente, que se 

utilizan para el análisis son extraídos independientemente de sus 

poblaciones. 

2) La escala de medición es por lo menos ordinal. 

Hipótesis No se rechaza Ha No se rechaza Ha 

No se rechaza Ho Indeterminado (i) Negativo (-) 

Se rechaza Ho Positivo (+) Débil positivo (w) 
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3) Las poblaciones son diferentes sólo en lo que respecta a sus 

medianas. 

 

La prueba se basa en el contraste de las siguientes hipótesis, lo que 

depende de la información que se tenga con respecto al efecto del 

tratamiento bajo análisis: 

 

a) Hipótesis nula (Ho): las Z poblacionales tienen medianas iguales. Ho: 

A y B tienen la misma distribución. 

b) Ha: Las poblaciones no tienen medianas iguales, n1 es diferente de 

n2. 

c) Ha: La mediana de la población P > que la mediana de la población 

Z. 

d) Ha: La mediana de la población P < que la mediana de la población 

Z. 
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ANÁLISIS DE RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

La capacidad de Drosophila melanogaster para detectar aneuploidógenos en 

células germinales ha sido evaluada desde hace años (Baker y Carpenter, 1972; 

Boyd et al., 1976; Würgler et al., 1982; Würgler y Vogel, 1986; Boyd et al., 1987), sin 

embargo, con excepción de los estudios citogenéticos, no se dispone de 

metodologías experimentales para detectar el efecto de aneuploidógenos en 

células somáticas in vivo. Asimismo, es deseable que estas metodologías reúnan 

una serie de características que a su vez incrementan las expectativas de su uso 

y, por lo tanto, su valor específico como sistema de bioensayo. Entre éstas, la 

posibilidad de discriminar la presencia de artefactos que conduzcan a un 

diagnóstico equivocado (efecto positivo falso o negativo falso) y el uso de 

biomarcadores colaterales que identifiquen efectos tempranos -aún por debajo 

del efecto estadístico-, que contribuyan a establecer el efecto de bajas 

concentraciones de genotóxicos potenciales, resultan esenciales en la 

determinación del daño genético. 

 

Por otro lado, en la inducción de efectos tóxicos, mutagénicos, carcinogénicos 

y teratogénicos, se asume por lo general una relación dosis-respuesta, es decir, 

el aumento en la dosis administrada de un compuesto con actividad 

genotóxica se asocia con un incremento en los efectos provocados, mismos 

que pueden ser cuantificables (Pfitzer y Vouk, 1986). En el caso particular de 

Drosophila, se ha visto que la sensibilidad que muestra el sistema para responder 

al daño inducido por diferentes compuestos incluyendo los aneuploidógenos, 

se ve favorecida al emplear bajas concentraciones. 

 

Para comparar la actividad de tres compuestos citostáticos se analizó la 

frecuencia de inducción de manchas (chicas, grandes, gemelas y totales). Para 

estimar la participación de la recombinación mitótica se comparó, además, la 
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frecuencia de manchas inducidas por la CO entre moscas libres y portadoras 

de  múltiples inversiones, lo que impide recobrar eventos viables de 

recombinación. 

 

La tabla VI presenta los resultados obtenidos para la frecuencia corregida de 

manchas totales obtenida para los diferentes compuestos. 

 

En la figura 12 (a, b) se compara la frecuencia corregida de manchas totales 

obtenida para los compuestos de referencia utilizados: NaN3 y NDMA. Para la 

NDMA la respuesta fue significativa en todas las concentraciones, y mayor en 

las moscas libres de inversiones que en las moscas portadoras de inversiones. La 

respuesta obtenida muestra una relación directa con la concentración y en el 

aumento en la frecuencia de manchas la recombinación también está 

involucrada. 

 

En el caso de NaN3, se puede observar que el aumento en la frecuencia de 

manchas es significativo en todas las concentraciones, pero sólo en moscas 

libres de inversiones, confirmando que la NaN3 induce recombinación por 

rompimiento. 

  

La figura 13 muestra la frecuencia corregida para los tres compuestos 

citostáticos. En todos los casos las moscas libres de inversión y las portadoras de 

inversiones respondieron de diferente manera al tratamiento aunque sin 

guardar relación con la concentración.  

 

El tratamiento con CO, elevó la frecuencia total de manchas en las moscas 

libres de inversión expuestas a 0.063, 0.125 y 2.0 mM. No se recuperaron moscas 

libres de inversión a 0.032 mM. En las portadoras de inversiones, la frecuencia de 

manchas totales mostró cambios significativos de 0.032 a 0.5 mM, con 
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excepción de las series expuestas a 0.125 y 1 mM. No se recobraron moscas a 2 

mM. La CO parece tener una débil actividad mutagénica la cual además podría 

implicar la participación de recombinación mitótica. 

 

En el tratamiento con HC, la respuesta fue significativa para la frecuencia de 

manchas totales a la concentración de 1.0 mM en moscas libres de inversiones 

y a 2.0 mM en moscas portadoras. Este compuesto mostró actividad 

recombinogénica inducida por el efecto clastogénico. 

 

Después del tratamiento con VB, las moscas libres de inversión, mostraron una 

respuesta positiva a 0.125 y 0.25 mM para manchas totales. En las moscas 

portadoras de inversiones, se incrementó la frecuencia de manchas totales, 

siendo significativa a 0.032, 0.125 hasta 0.5 mM. Con este compuesto, 

prácticamente en todas las concentraciones (excepto a 0.125 mM), la 

frecuencia corregida de manchas de las moscas portadoras de inversiones fue 

mayor que la de las moscas libres de inversión (Figura 13). No se recobraron 

organismos en las concentraciones de 1.0 y 2.0 mM. La VB mostró actividad 

mutagénica que no parece depender exclusivamente de la recombinación 

mitótica. 

 

Tamaño de mancha 

En moscas no expuestas a genotóxicos, la aparición de manchas representa un 

evento más bien raro. Cuando aparecen, la mayoría de las manchas son de 1 

a 2 células, aunque ocasionalmente se presentan algunas formadas por un 

número mayor de células, lo cual ocurre con una frecuencia muy baja. Entre los 

efectos tempranos de la exposición a compuestos genotóxicos está el tamaño 

de las manchas recobradas, el cual tiende a ser mayor, aún antes de que la 

frecuencia de manchas sea modificada. 
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Al comparar la distribución del número de células por mancha de los dos tipos 

de progenie se observó que las moscas libres de inversión tratadas con CO 

mostraron manchas de mayor tamaño que las portadoras de inversiones (Fig. 

14). El HC indujo manchas de mayor tamaño básicamente en las moscas libres 

de inversión (Fig. 16).  La figura 18, muestra la distribución de las manchas 

recobradas con respecto a su tamaño después del tratamiento con VB en las 

moscas portadoras de inversión el efecto del tratamiento se observó a partir de 

0.125 mM donde se recobraron manchas de tamaño claramente mayor que las 

testigo, este efecto no se observó en las moscas libres de inversión, que 

produjeron manchas de menor tamaño y en una frecuencia menor a las de la 

serie testigo.  

 

Manchas por mosca 

En el caso de la CO, se confirmaron diferencias en la distribución del número de 

manchas por mosca entre las series 0.063 vs 0.5  mM (P < 0.05), 0.125 mM vs. 0.5 

mM (P < 0.001) y vs. 1.0 mM (P < 0.05), para moscas libres de inversión y entre 

testigo y 0.25 mM (P < 0.05), en las portadoras de inversiones (Fig. 15). La 

distribución del número de manchas por mosca en las series expuestas a HC fue 

similar a la del testigo en ambos tipos de progenie (Fig. 17). La fig. 19, muestra 

que en moscas libres de inversiones, las manchas recobradas en el tratamiento 

con VB se distribuyeron de manera similar en las moscas testigo y las expuestas 

a 0.063 y 0.5 mM, en el resto de las concentraciones se recobraron moscas con 

4 o más manchas. En las portadoras del balanceador, la fracción de moscas sin 

manchas fue menor y se recobraron individuos hasta con 12 manchas cada 

uno (Fig. 19b). 

 

Un aspecto que llama la atención es la mayor proporción de moscas portadoras 

de inversión que se recobraron en todos los tratamientos. Este comportamiento 

no es habitual ya que se espera que los dos tipos de progenie se obtengan en 



 

45 
 

igual proporción, aunque por lo común la proporción de moscas libres de 

inversión es ligeramente mayor. Ahora bien, es poco probable que un organismo 

en el que la homología entre sus cromosomas se ha alterado por la presencia de 

inversiones múltiples tengan mayor capacidad de respuesta ante la 

genotoxicidad de los compuestos probados, por lo que existe la posibilidad de 

que la disminución en el número recobrado de organismos silvestres, observada 

en los tratamientos previos y en los reportados por Zordan (1989) pudieran ser 

aparentes o bien, un artefacto producto del efecto de este grupo de compuestos 

en el desarrollo de las moscas. 

 

Por otro lado, debido a que en las moscas portadoras de inversiones no puede 

asumirse a la recombinación como un posible origen de las manchas, éstas 

deberían explicarse, al menos en parte, por cierta actividad mutagénica, 

aunque también se ha supuesto que algunas podrían ser producto de errores 

en la disyunción –en algunos casos, la pérdida de la heterocigosis derivaría en 

la expresión del marcador recesivo-. 

 

Efecto del tiempo en la exposición 

Con la finalidad de analizar con más detalle el efecto de la CO (débil actividad 

mutagénica con posible participación de recombinación mitótica) y de la VB 

(actividad mutagénica no dependiente exclusivamente de la recombinación 

mitótica), se procedió a obtener una curva del tiempo de exposición-efecto, 

con lo que se esperaba obtener elementos adicionales que permitieran explicar 

la mayor proporción recobrada de moscas portadoras de inversiones.  

Se seleccionó la concentración de 0.125 mM que en los tratamientos 

subcrónicos mostró incrementar la frecuencia de manchas en ambos tipos de 

moscas, proficientes (libres de inversión) y deficientes (portadoras del 

cromosoma TM3, Ser) en recombinación.  
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La tabla VII muestra los resultados obtenidos en los diferentes tiempos de 

exposición con ambos compuestos. Nuevamente en estos experimentos se 

recobró una mayor respuesta de las moscas portadoras de inversiones que en 

las libres de inversión. En el tratamiento con CO [0.125 mM], sólo se recobraron 

moscas libres de inversión a las 6, 12 y 18 h de exposición; de éstas, sólo en las 

moscas expuestas por 12 h se incrementó la frecuencia de manchas totales (p < 

0.05). En las moscas portadoras de inversiones, no se recobraron moscas a las 6 

h de exposición, pero sí en los tiempos restantes. 

 

A las 6 horas de iniciado el tratamiento con VB, no se recuperaron moscas 

adultas de ningún tipo. En todos los periodos de exposición siguientes, la 

frecuencia de manchas recobradas fue mayor que la del testigo, siendo el 

incremento significativo a las 30 y 36 h de exposición para la suma de todas las 

manchas y a las 36 h para las manchas chicas, en este período se observó la 

mayor inducción de manchas. En las moscas portadoras de inversiones se 

incrementó la frecuencia de manchas totales en todos los tiempos de 

exposición (p < 0.05). 

 

Las figuras 20 y 22 muestran que con ambos compuestos se recobran manchas 

de mayor tamaño que sus testigos correspondientes. El tamaño de la mancha 

es menor conforme el tiempo de exposición se prolonga. Con VB, ambos tipos 

de progenie muestran distribuciones parecidas, pero con CO, a partir de las 24 

h de exposición, sólo en las moscas portadoras de inversiones se recobran 

manchas. 

 

Conforme la exposición al compuesto se prolongó, se recobraron más manchas 

por mosca en ambos tipos de moscas (Fig. 21 y 23), pero sólo se confirmaron 

diferencias entre las distribuciones provenientes de las moscas testigo 

portadoras de inversiones y las expuestas durante 36 h a la VB (p < 0.015). Con 
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la CO, sólo se recobraron moscas libres de inversiones hasta las 18 h de 

exposición mientras que la distribución del número de manchas por mosca para 

las moscas portadoras de inversiones  mostró resultados en todos los tiempos 

estudiados. 

 

Los resultados obtenidos en la curva con VB apoyan los reportados por Zordan et 

al. (1989) para este compuesto en células somáticas de las alas de Drosophila, 

quien planteó la posibilidad de una respuesta diferencial a la genotoxicidad de 

este compuesto dependiente del genotipo de las moscas. Además, la respuesta 

obtenida en la curva con CO indica que el efecto observado no es producido 

únicamente por la VB.  

 

Cabe aclarar que aunque las moscas portadoras de inversiones no presentan  

genes que interfieran con el proceso de recombinación mitótica, las múltiples 

inversiones mediante las que se construyen los cromosomas balanceadores 

evitan recobrar eventos de recombinación que pudieran producirse, tanto de 

manera espontánea como inducidos por el tratamiento, por lo que el efecto 

neto en el proceso es la ausencia de recombinación. Otro aspecto interesante 

es que se ha determinado que en aquellos organismos en los que se interfiere 

con la recombinación meiótica se recobran niveles incrementados de no-

disyunción, y que, al menos en células germinales de Drosophila, el 

reconocimiento de secuencias homólogas prelude una adecuada segregación 

de los cromosomas durante la formación de las células sexuales (Hawley et al., 

1993). En células somáticas no se ha identificado la formación de una estructura 

que se relacione particularmente con el reconocimiento de homólogos, como 

es el complejo sinaptonémico en células sexuales, sin embargo, parece ser que 

la constitución genética de las moscas portadoras con múltiples inversiones  

interfiere de manera similar con el reconocimiento de homólogos y, en 

consecuencia con la adecuada segregación de éstos, lo que se manifiesta en 
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general, por manchas formadas predominantemente por un número bajo de 

células, lo que apoyaría su baja capacidad proliferante si es que ésta es el 

resultado de la segregación anormal de los cromosomas homólogos durante la 

mitosis. 

 

Además, es  poco probable que un organismo en el que se ha alterado la 

capacidad de reconocimiento de homología no muestre efecto en las 

funciones asociadas con los genes involucrados como puede ser: metabolismo, 

reparación, longevidad, y funciones como la segregación de los cromosomas, 

entre otros. Existe la posibilidad de que la disminución en el número recobrado 

de organismos silvestres, observada en los tratamientos previos y en los 

reportados por Zordan (1989) pudiera ser aparente. 

 

Los resultados obtenidos en la curva tiempo de exposición-efecto mostraron un 

comportamiento similar con respecto a una mayor proporción de moscas con 

fenotipo Serrata (portadoras de inversiones) que de silvestres (libres de 

inversiones), llegando incluso a no recobrase progenie silvestre a partir de las 24 

h de exposición (larvas de 96 h).  

 

Efecto de la clasificación de los organismos 

Con base en los resultados obtenidos hasta este momento y con la finalidad de 

explicar la mayor sobrevivencia de organismos portadores de inversiones, se 

decidió obtener nuevamente la curva de tiempo de exposición-efecto 

utilizando un sistema de cruza alternativo (CM): hembras flr3/In(3LR)TM3, 

rippsepl(3)89Aabx34eeBds  y machos mwh e / mwh e. De esta cruza se obtiene el 

mismo tipo de progenie que en la cruza estándar (CE), pero el uso del marcador 

para color de cuerpo ebony (e) en los machos mejora la clasificación fenotípica 

de la progenie portadora de inversiones, ya que en éstas se encontrará en  

condición homocigota, mientras que las moscas libres de inversión serán 



 

49 
 

heterocigóticas y por lo tanto tendrán el color del cuerpo silvestre  (pardo). De 

esta manera la progenie portadora del balanceador tendrá ahora la muesca 

característica en las alas y el color de cuerpo ébano. 

 

Mediante el uso de este segundo marcador fue posible discriminar 

confiablemente el genotipo de la progenie (Tabla VIII). En las moscas libres de 

inversión se incrementó de manera significativa la frecuencia de manchas 

chicas a las 12, 30 y 42 h de exposición; la de grandes a las 24 y la de manchas 

totales a las 12 y de las 24 a las 42 h de exposición al compuesto. En las moscas 

portadoras de inversiones se incrementó la frecuencia de manchas grandes a 

las 18 y 24 h de exposición, pero la de manchas totales sólo a las 30 h de 

exposición; sólo a las 36 h se obtuvo una frecuencia por debajo de la 

frecuencia testigo. La figura 24 muestra la frecuencia de manchas totales 

recobrada en ambos tipos de progenie. Una vez descartadas las fenocopias, el 

incremento en la frecuencia de manchas resultó mayor en las moscas libres de 

inversiones. La comparación de la distribución de las manchas por tamaño 

(figura 25) mostró que la CO tiene capacidad para inducir manchas al poco 

tiempo de iniciado el tratamiento en ambos tipos de progenie. La comparación 

del número de manchas por mosca mostró que las moscas libres de inversión 

presentaron un número mayor de manchas que las portadoras del 

balanceador (figura 26). 

 

De manera colateral se observó que los tratamientos interrumpidos con VB y CO 

produjeron, además de la respuesta genotóxica diferencial, gran cantidad de 

malformaciones en cabeza, ojos, proboscis, tórax y abdomen en un número 

significativo (los datos no se incluyeron porque se requiere un planteamiento 

metodológico particular para estimar adecuadamente la aparición de estos 

eventos y en este caso la metodología aplicada es válida sólo para cuantificar 

mutación y recombinación somáticas). El número de organismos afectados 
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alcanzó un máximo alrededor de las 24-36 h de tratamiento y disminuyó en los 

tratamientos de 48 h, lo que sugiere que en los experimentos anteriores no se 

habían recobrado estos organismos porque morían en la etapa de pupa, es 

decir, no completan su desarrollo. 

 

En 1991, Lynch et al., proponen utilizar a Drosophila como modelo para evaluar 

teratógenos. Mediante la observación de organismos tratados con agentes 

inductores de malformaciones, cuantificaron las alteraciones morfológicas 

inducidas, las cuales consisten en modificación en la forma del ojo, de redondo a 

lobulado y de tamaño reducido; la presencia de cerdas dobladas o tipo bent, 

alteración en la cual las cerdas humerales normalmente rectas y en número de 2, 

se doblan en un ángulo de 45 grados y puede aparecer 1 o 3 de éstas; abdomen 

con segmentos mal fusionados, alas tipo Notch, que provocan la formación de 

una muesca en el borde de las alas de manera similar a las producidas por el gen 

Serrata, alteraciones en el número de segmentos del cuerpo, ausencia de 1 o las 

2 alas o los halterios y otras más. Con base en los resultados registrados reportaron 

que la frecuencia de las alteraciones se encuentra asociada con la 

concentración del teratógeno utilizada.  

 

La aparición de malformaciones se han descrito en asociación con el efecto de 

aneuploidógenos durante el desarrollo embrionario de mamíferos (Parry y Sors, 

1993) y en Drosophila (Muñoz, 1997; Muñoz et al., 2002), por lo que los resultados 

del presente trabajo muestran que en Drosophila es probable que estos 

compuestos también alteren la diferenciación celular que ocurre durante la 

metamorfosis de este insecto. 

 

En el presente trabajo se mostró que mediante el empleo del marcador para 

color del cuerpo ébano, se puede discriminar la proporción de fenocopias 

inducidas, lo cual concuerda con los resultados reportados para compuestos 
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con actividad aneuploidogénica (Muñoz et al., 2008). De esta manera se 

explica parcialmente la mayor sensibilidad encontrada. Sin embargo, no 

excluye la relación entre recombinación y no-disyunción. Otro aspecto 

importante, es el hecho de que este gene se localiza en el grupo de 

complementación 3R con posición cercana a genes de la superfamilia P450, 

relacionados con el metabolismo de xenobióticos.  Por otro lado, al ser ebony, 

un gen pleiotropico, se ha reportado que influye en diversas características 

como metabolismo, patrones de pigmentación y en la respuesta a estímulos 

luminosos, entre otras (Wittkopp et al., 2002). Con base en lo anterior, se 

considera indispensable recurrir al uso de este marcador para realizar una 

clasificación confiable de los organismos con la finalidad de reducir la 

posibilidad de un diagnóstico equivocado.  

 

Lo anterior abre la posibilidad de utilizar a Drosophila formalmente en el análisis 

del efecto in vivo de estos compuestos y otros que afectan la diferenciación 

celular. 
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Conclusiones 

 

1. Drosophila fue sensible al efecto inducido por compuestos citostáticos. 

 

2. En Drosophila los compuestos mostraron el siguiente comportamiento: 

CO, débil actividad mutagénica con posible participación de 

recombinación;  HC, actividad recombinogénica inducida por el efecto 

clastogénico; VB, actividad mutagénica que no parece depender 

exclusivamente de la recombinación mitótica. 

 

3. En Drosophila, un efecto asociado con la exposición a aneuploidógenos 

es la formación de una muesca en las alas, lo que podría considerarse 

una herramienta adicional para identificar compuestos con este tipo de 

actividad. 

 

4. La disminución en la progenie + flr3/mwh + a tiempos de exposición 

prolongados podría explicarse por la inducción de efectos teratogénicos. 

 

5. El uso del marcador ebony permite discriminar entre la progenie 

portadora de inversiones múltiples y las fenocopias inducidas. 

 

6. Los resultados obtenidos indican que en Drosophila melanogaster la 

presencia de inversiones múltiples no confiere ventaja ante la 

genotoxicidad de los compuestos probados. 
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Libres de 

inversiones 

 

  

Portadoras 

de 

inversiones 

    [mM] N    FT        FC N   FT FC 

 

  

  

  

  

   DMN 0 80 0.22  0 80 0.24  0 

 

 

0.019 80 1.55+  1.33 78 0.29  0.05 

 

 

0.153 66 5.89+  4.34 58 1.29+  1 

 

  

  

  

  

   NaN3* 0 118 0.20  0 122 0.11  0 

 

 

0.5 120 0.40+  0.08 120 0.12  0.01 

 

 

0.63 120 0.47+  0.08   

 

-0.11 

 

 

0.75 120 0.71+  0.12 120 0.12  0.01 

 

 

0.88 120 0.84+  0.2 120 0.12  0.01 

 

 

1 116 0.89+  0.12 80 0.11  0 

 

  

  

  

  

   CO 0 120 0.34  0 120 0.17  0 

 

 

0.032 0 

  

40 0.35+  0.18 

 

 

0.063 40 0.55+  0.21 40 0.45+  0.28 

 

 

0.125 40 0.55+  0.21 40 0.22  0.05 

 

 

0.25 40 0.22 -0.12 40 0.57+  0.4 

 

 

0.5 80 0.17 -0.17 80 0.37+  0.2 

 

 

1 80 0.22 -0.12 40 0.12 -0.05 

 

 

2 14 0.71+  0.37 0 

   

  

  

  

  

   HC 0 120 0.34  0 120 0.17  0 

 

 

0.032 40 0.37  0.03 40 0.2  0.03 

 

 

0.063 40 0.40  0.06 40 0.28  0.11 

 

 

0.125 40 0.28 -0.06 40 0.22  0.05 

 

 

0.25 40 0.47  0.13 40 0.1 -0.07 

 

 

0.5 40 0.47  0.13 40 0.12 -0.13 

 

 

1 40 0.75+  0.41 40 0.1 -0.05 

 

 

2 40 0.43  0.09 40 0.35+  0.18 

 

  

  

  

  

   VB** 0 80 0.26  0 80 0.2  0 

 

 

0.032 80 0.28  0.02 80 0.35+  0.15 

 

 

0.063 80 0.19 -0.07 66 0.3  0.1 

 

 

0.125 52 0.50+  0.24 80 0.38+  0.18 

 

 

0.25 42 0.48+  0.22 40 0.45+  0.25 

 

 

0.5 42 0.23 -0.03 48 0.67+  0.47 

 

 

1 0 

  

0 

   

 

2 0 

  

0 

                   

  

Tabla VI. Frecuencia corregida de manchas totales obtenida a partir de larvas de 

Drosophila expuestas a diferentes compuestos.  

N, Número de alas analizado: FT = Frecuencia Total; FC = Frecuencia Total Corregida. 

Diagnóstico estadístico de acuerdo a Frei y Würgler (1988).  α = β= 0.05. +, positivo; prueba 

de dos colas. 

*Datos tomados de González-César y Ramos-Morales, 1997. 

** Se utilizó alcohol etílico al 5% como disolvente y testigo negativo. 
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a) Azida de Sodio 

b) N-nitrosodimetilamina 

Figura 12. Frecuencia corregida de manchas totales obtenida a partir de larvas libres y portadoras de 
inversiones expuestas a dos mutágenos de referencia. a)  azida de sodio; b) N-nitrosodimetilamina. 
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Figura 13. Frecuencia corregida de manchas totales obtenida a partir de larvas libres y 
portadoras de inversiones expuestas a tres diferentes compuestos citostáticos. 
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Figura 14. Distribución del número de células/mancha obtenida a partir de larvas 
(CE) expuestas a CO. 
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Figura 15. Distribución del número de manchas/mosca obtenida a partir de larvas 
(CE) expuestas a CO. 

c) Libres de inversiones 

d) Portadoras de inversiones 

b) Portadoras de inversiones 

a) Libres de inversiones 



58 
 

  

Figura16. Distribución del número de células/mancha obtenida a partir de larvas 
(CE) expuestas a HC. 
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Figura 17. Distribución del número de manchas/mosca obtenida a partir de larvas 
(CE) expuestas a HC. 
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Figura 18. Distribución del número de células/mancha obtenida a partir de larvas 
(CE) expuestas a VB. 
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 Tabla VII. Frecuencia de manchas/ala recobrada en los tratamientos con la cruza estándar a [0.125 mM] de CO o VB con diferentes 

 horas de  exposición. Exposición interrumpida  (72 x 6 h). 

 

Exposición                                          libres de inversiones                                                                      portadoras de inversiones 

                                              Sencillas                                                                                          Sencillas 

      (h)            N          chicas          grandes           Totales               Fc           N              chicas             grandes           Totales               Fc      

Colchicina 

0 40 0.43 (17) 0.08 ( 3) 0.50 (20) 0 40 0.37 (15) 0.10 ( 4) 0.47 (19) 0 

6 40 0.40 (16) 0.03 ( 1) 0.45 (18) -0.05      

12 38 0.71 (27) 0.16 ( 6) 0.87 (33)+ 0.37 38 0.47 (18) 0.08 ( 3) 0.55 (21) 0.08 

18 22 0.41 ( 9) 0.18 ( 4) 0.64 (14) 0.14 40 0.28 (11) 0.28 (11) 0.55 (22) 0.08 

24      40 0.37 (15) 0.25 (10) 0-62 (25) 0.15 

30      22 0.36 ( 8) 0.23 ( 5) 0.59 (13) 0.12 

36      32 0.22 ( 7) 0.12 ( 4) 0.34 (11) -0.13 

42      40 0.37 (15) 0.03 ( 1) 0-40 (16) -0.07 

48      24 0.71 (17) 0.08 ( 2) 0.79 (19) 0.32 

Vinblastina 

0 40 0.25 (10) 0.10 ( 4) 0.35 (14) 0 40 0.12 ( 5)    0.00 ( 0) 0.12 ( 5) 0 

6           

12 40 0.43 (17) 0.15 ( 6) 0.62 (25) 0.27 40   0.40 (16)+     0.15 ( 6)+ 0.55 (22)+ 0.43 

18 26 0.31 ( 8) 0.08 ( 2) 0.42 (11) 0.07 20 0.25 ( 5)     0.45 ( 9)+ 0.70 (14)+ 0.58 

24 40 0.22 ( 9) 0.17 ( 7) 0.40 (16) 0.05 40   0.32 (13)+    0.35 (14)+ 0.68 (27)+ 0.56 

30 14 0.57 ( 8) 0.21 ( 3) 0.79 (11)+ 0.44 20 0.30 ( 6)   0.10 ( 2) 0.40 ( 8)+ 0.28 

36 32 0.62 (20)+ 0.28 ( 9) 0.94 (30)+ 0.59 40   0.35 (14)+    0.47 (19)+ 0.82 (33)+ 0.7 

42 18 0.39 ( 7) 0.17 ( 3) 0.61 (11) 0.26 22 0.32 ( 7)  0.23 ( 5) 0.55 (12)+ 0.43 

48 6 0.33 ( 2) 0.17 ( 1) 0.50 ( 3) 0.15 6 0.83 (5)+  0.00 ( 0) 0.83 ( 5)+ 0.71 

 

 
N, Número de alas analizadas; Fc = Frecuencia corregida de manchas totales. Diagnóstico estadístico de acuerdo a Frei y Würgler  

(1988). α = β= 0.005. +, positivo. Prueba de dos colas. No se recobraron moscas libres de inversión a partir de las 24 a las 48 horas de 

exposición a CO y tampoco a las 6 horas de exposición a VB. 
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Figura 19. Distribución del número de manchas/mosca obtenida a partir de larvas 
(CE) expuestas a VB. 
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Figura 20. Distribución del número de células/mancha obtenida a partir de larvas 
(CE) expuestas a [0.125 mM] de CO con diferentes horas de exposición. 
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a) Libres de inversiones 
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Figura 21. Distribución del número de manchas/mosca obtenida a partir de larvas 
(CE) expuestas a [0.125 mM] de CO con diferentes horas de exposición. 
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Figura 22. Distribución del número de células/manchas obtenida a partir de larvas 
(CE) expuestas a [0.125 mM] de VB con diferentes horas de exposición. 

a) Libres de inversiones 

b) Portadoras de inversiones 

a) Libres de inversiones 

0
6

12
18

24
30

36
42

48

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35

0.4

0.45

0.5

>256

-256

-128

33-64

17-32

9-16

5-8
3-4

2
1

Horas de exposición

Frecuencia

Células/mancha

0
6

12
18

24
30

36
42

48

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35

0.4

0.45

0.5

>256

-256

-128

33-64

17-32

9-16

5-8
3-4

2
1

Horas de exposición

Frecuencia

células/mancha



66 
 

 

Figura 23. Distribución del número demanchas/moscaobtenida a partir de larvas 
(CE) expuestas a [0.125 mM] de VB con diferentes horas de exposición. 
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Exposición                                            libres de inversiones                                                                      portadoras de inversiones 

                                              Sencillas                                                                                          Sencillas 

      (h)             N          chicas          grandes          Totales              Fc            N              chicas        grandes        Totales           Fc      

Colchicina 

0   80 0.44 (35) 0.09 ( 7) 0.52 (42) 0    80 0.32 (26) 0.06 (  5) 0.39 (31) 0 

6   80 0.54 (43) 0.10 ( 8) 0.66 (53) 0.14    40 0.37 (15) 0.05 (  2) 0.43 (17) 0.04 

12   78 0.72 (56)+ 0.15 (12) 0.91 (71)+ 0.39    78 0.49 (38) 0.08 (  6) 0.56 (44) 0.17 

18   62 0.45 (28) 0.08 ( 5) 0.56 (35) 0.04    40 0.28 (11) 0.25 (10)+ 0.52 (21) 0.13 

24   80 0.60 (48) 0.25 (20)+ 0.86 (69)+ 0.34    40 0.37 (15) 0.25 (10)+ 0.62 (25) 0.23 

30   78 0.90 (70)+ 0.10 ( 8) 1.00 (78)+ 0.48    62 0.50 (31) 0.10 ( 6) 0.60 (37)+ 0.21 

36   40 0.65 (26) 0.17 ( 7) 0.85 (34)+ 0.33  112 0.27 (30) 0.05 ( 6) 0.32 (36) -0.07 

42   80 0.96 (77)+ 0.09 ( 7) 1.08 (86)+ 0.56    80 0.35 (28) 0.06 ( 5) 0.41 (33) 0.02 

48   40 0.62 (25) 0.12 ( 5) 0.75 (30) 0.23    64     0.50 (32)  0.08 ( 5) 0.58 (37) 0.19 

Tabla VIII. Frecuencia de manchas/ala recobrada a partir de moscas libres y portadoras de inversiones (CM) con diferentes horas 

de exposición a [0.125 mM] de CO. Exposición interrumpida (72 x 6 h). 

N, Número de alas analizado; FC = Frecuencia corregida de manchas totales. Diagnóstico estadístico de acuerdo a Frei y Würgler 

(1988). α = β= 0.005. +, positivo. Prueba de dos colas. Se utilizó agua destilada como disolvente y testigo negativo. 
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Figura 24. Frecuencia de manchas totales recobrada a partir de moscas libres y portadoras de 

inversiones (CM) con diferentes horas de exposición a [0.125 mM] de CO.  
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Figura 25. Distribución del número de células/mancha obtenida a partir de larvas 
(CM) expuestas a [0.125 mM] de CO con diferentes horas de exposición. 
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Figura 26. Distribución del número de manchas/mosca obtenida a partir de larvas 

(CM) expuestas a [0.125 mM] de CO con diferentes horas de exposición. 
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Apéndice 1 

 

Colchicina, CO. 

 

 

Extraída a partir de plantas de la familia Colchicum y Gloriosa superba 

(Avila, 1990). 

 

Desde el punto de vista médico, es clasificada como un agente anti-

inflamatorio que tiene capacidad para inhibir la peroxidación lipída 

(Rojkind, 1992), estabilización de la membrana (Yahuaca et al., 1985) y 

reducción en los niveles de citocromo P-450 (Muriel et al., 1994). Es un 

remedio ancestral para tratar dolores articulares. Es un agente de uso 

preferido en el tratamiento de artritis gotosa aguda, amiloidosis, 

enfermedad de Behcet’s, dermatitis pseudogotosa, fiebre familiar del 

Mediterráneo, enfermedad de Paget’s y pericarditis. También ha resultado 

benéfica en el tratamiento de la cirrosis biliar y hepática 

(http://www.mdconsult.com). 

 

Fue el primer compuesto con el que se inició el estudio de la interacción de 

drogas con la tubulina. Su actividad citostática ha sido demostrada en 

diferentes líneas celulares (IARC, 1996). 

 

Ha sido clasificada como aneuploidogéno (IARC, 1996) y se utiliza 

ampliamente en la quimioterapia del cáncer por sus propiedades 

antimitóticas, sin embargo, poco se sabe de su actividad mutagénica y 

teratogénica. 

 

Presenta afinidad específica a la tubulina, previniendo el ensamble de los 

microtúbulos (MTs), de igual manera que algunos de sus derivados (ver tabla 

XX) y el  grupo de los alcaloides de Vinca (Cantharanthus roseus). 

 

Es metabolizada por el hígado y es dependiente de P-glicoproteínas  e 

isoenzimas CYP3A4. Se distribuye hacia el  riñón, hígado, bazo y tejidos 

intestinales, concentrándose principalmente en los leucocitos. Su 

eliminación puede ser a través del metabolismo o por la orina 

(http://www.mdconsult.com). 

 

Se reporta que sus metabolitos son atrapadores de radicales reactivos que 

podrían formar radicales secundarios, los cuales exhiben reactividad alta 

para biomoléculas como los lípidos, tioles y el ascorbato (Mondriansky  et al., 

2002). 

 

http://www.mdconsult.com/
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En ratones, induce mutaciones y aberraciones cromosómicas en células 

linfoides a través del metabolismo celular (Honma et al., 1999); induce no 

disyunción cromosómica sin cambios estructurales en el DNA (Honma et al., 

2001) y aberraciones cromosómicas numéricas y micronúcleos en células de 

médula ósea (Marrazzini et al., 1994), sin embargo es negativo para la 

inducción de SCE (Pacchierotti et al., 1991); en células meióticas de ratas 

machos, indujo micronúcleos centrómero positivo (57%), pero no muerte 

celular (Kallio et al., 1995). En linfocitos de sangre periférica, la CO indujo 

arresto en metafase. 
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Apéndice 2 

 

Compuestos derivados de la colchicina, CO. 

 

R1 R2 Compuesto 

CO – CH3 O – CH3 Colchicina 

CH3 O – CH3 desacetil-N-metil-colchicina 

(demecolchicina, colcemid) 

H3 O – CH3 desacetil-amino-colchicina 

CO – CH3 - CH2 – CH2 = N < Colchicamidas 

CO – CH3 S – CH3 Thiocolchicina 

CO – CH2 – F S – CH3 Fluorthiocolchicina 

CO – CH2 – Cl S – CH3 Chlorthiocolchicina 

CO – CH2 – F S – CH3 N-fluoro-desacetilcolchicina 

CO – CH3 O – CH3 Colchiceina 

CH2 – CHCl – CN OH Chlorocianoetil (derivado de la N-

desacetil-colchicina) 

H O – CH3 Ácido trimetilcolchicínico 

CO – CH2 – Br O – CH3 Bromocolchicina 
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Apéndice 3 

 

Hidrato de cloral, HC. 

 

 

Clasificado como un compuesto angiolítico, sedante e hipnótico. Es una 

sustancia controlada ya que se reconoce como una sustancia de tipo C-

IV. 

 

Fue producido comercialmente desde 1940 por clorinación del etanol. A 

partir de 1970, su mayor uso fue en la producción del insecticida DDT y 

también como intermediario en la producción de otros insecticidas 

(metoxiclor, triclorfon y diclorvos) y herbicidas. De uso alternativo a las 

benzodiacepinas; empleado como sedante en tratamientos dentales. Su 

uso fue aprobado por FDA en 1938. 

 

Su mecanismo de acción es desconocido, sin embargo sus efectos sobre el 

sistema nervioso central se le atribuyen a su metabolito activo, el 

tricloroetanol. El HC es reducido por la enzima alcohol deshidrogenasa a su 

metabolito primario, el tricloroetanol, en el hígado y en eritrocitos. Pocas 

cantidades de ambas moléculas pueden ser metabolizadas a través de la 

oxidación a ácido tricloroacético en el hígado y riñones. El ácido 

tricloroacético es excretado en la orina y bilis en compañía del 

tricloroetanol en forma libre o conjugada.  

 

Existen numerosos reportes sobre su toxicidad genética. Se reporta como 

un mutágeno y clastógeno débil; induce aneuploidías en una amplia 

variedad de tipos celulares, actividad que se relaciona con su capacidad 

para interferir con el aparato del huso. Se requiere de concentraciones 

altas para que los efectos sean observables. En conjunto, se considera que 

existen evidencias de actividad carcinogénica, sin embargo el peso de 

éstas no son lo suficientemente sólidas para conducir a una evaluación de 

riesgo asumiendo una respuesta lineal a exposición baja (DRAFT, 2003). 

 

Actividad aneugénica asociada a retraso en el ciclo cellular, hiperploidia, 

no-disyunción e hipoploidía. Es considerado un clastógeno dependiente 

de fase S (Natarajan et al., 1993; Warr et al., 1993; Vian et al., 1995). En 

machos de rata induce c- mitosis (Miller and Adler, 1989) y en células 

germinales de hembras de rata altera el huso mitótico, la citocinesis, la 

progresión del ciclo celular (Eichenlaub and Betzendahl, 1995) y provoca 

alteraciones cromosómicas de tipo numérico y estructurales (Maihes et al., 

1993). A concentraciones de 60 mM, inhibe el ensamblaje de tubulina en 

condiciones in vitro (Brunner et al., 1991) e induce aneuploidia mitótica 
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(Natarajan et al., 1993). Induce la formación de micronucleos (Van 

Hummelen and Kirsch-Volders, 1992; Ferguson et al., 1993), los cuales 

contienen todo el cromosoma, fragmentos ecéntricos (Antoccia et al., 

1993); también induce aberraciones cromosómicas de tipo numérico en 

células de médula ósea de ratón (Marrazzini et al., 1994).  Se reporta que 

tiene actividad mutagénica, citotóxica y clastogénica en células de 

linfoma de ratón (Harrington-Brock et al., 1998); se ha determinado su 

capacidad para inducir micronúcleos con cinetocoro negativo en células 

germinales de ratón, sin discriminar su origen a partir  de rompimiento o 

pérdida cromosómica (Allen et al., 1994). 

 

La Agencia Internacional de Investigación sobre el Cáncer (IARC) revisó los 

datos disponibles sobre su actividad carcinogénica y determinó debido a 

que existen “evidencias limitadas” de su actividad en animales 

experimentales y “evidencia inadecuadas” en humanos, que no puede ser 

incluido en el grupo 3 (IARC, 1995y 2002; http://www.iarc.fr). La Agencia de 

Protección Ambiental (2000) determinó que el hidrato de cloral muestra 

evidencias sugerentes de actividad carcinogénica en humanos a través 

de la exposición por vía oral. 
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Apéndice 4 

Vinblastina, VB. 

 

 

Miembro de la familia de los alcaloides de Vinca, extraídos a partir de 

Catharanthus rosea. 

 

Los derivados de Vinca muestran diferente toxicidad y alta eficiencia para 

retrasar el crecimiento de tumores cancerosos, siendo la VB mejor inhibidor 

de la proliferación celular que la vincristina (Jordan et al., 1985). De manera 

adicional, estos compuestos interfieren con procesos celulares como la 

síntesis de DNA y RNA, biosíntesis de lípidos, metabolismo cíclico de 

nucleótidos y metabolismo del glutatión y calmodulina dependiente del 

transporte de calcio (Skoufias y Wilson, 1992). 

 

Agente  citostático utilizado en el tratamiento de carcinoma de mama y 

de vejiga, enfermedad de Hodgkin’s, melanoma y carcinoma testicular. La 

FDA aprobó su uso en 1961. 

 

Presenta metabolismo hepático vía la isoenzima CYP3A4 y es eliminada a 

través de la bilis y las heces fecales. Se distribuye a través de muchos 

tejidos, uniéndose rápidamente a los leucocitos y plaquetas. Su eliminación 

se describe por el modelo de tres compartimentos: la vida media-alfa es < 

5 minutos, la vida media beta = 50 -155 minutos y la eliminación final se da 

entre 23 - 85 horas. Se ha reportado solo un metabolito activo, el  desacetil-

vinblastina (VDS), el cual podría ser tan activo como la molécula parental 

(Jordan y Thrower, 1992). 

 

In vitro a [0.002 mM] inhibe el ensamblaje de la tubulina  en células del 

cerebro de porcinos (Brunner et al., 1991). En esplenocitos de ratón 

bloquea la citocinecis y la frecuencia de micronúcleos con centrómero 

positivo se incrementa después del tratamiento in vitro con VB. (Farooqi et 

al., 1993).  En células de médula ósea de ratón, induce micronúcleos y 

aberraciones cromosómicas de tipo numérico (Marrazzini et al., 1994), pero 

no de tipo estructurales (Mailhes et al., 1993) o intercambio de cromátidas 

hermanas (Xing et al., 1992). Además de su actividad aneugénica, tiene 

potencial clastogénico en eritrocitos de ratón (Grawe et al., 1997). En ratón 

(Stopper et al., 1994) y en linfocitos de humano (Huber et al., 1996) 

aproximadamente el 85% de los micronúcleos inducidos in vitro contienen 

cinetocoros de los cuales, solo 50.7% inducidos en machos de rata son 

centrómero positivo (Kallio et al., 1995). En ratón, a [0.5 - 2 mg/kg] mostró 

actividad genotóxica transplacentaria (Xing et al., 1992). Honma et al., 

(2001) reportaron que CO y VB inducen mutaciones por no-disyunción sin 
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cambios estructurales en el DNA y sugirieron un mecanismo en el que 

involucran una mutación recesiva mediada por aneuploidía, la cual podría 

promover el desarrollo de tumores. Por otro lado, VB es un potente inductor 

de muerte celular (Kallio et al., 1995). 
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from the insertion site towards 3' side.  So, this P-element insertion could be affecting the frizzled 
gene and so its functions, and it is worth investigating at greater detail.  The molecular function of 
this gene is described as: Wnt receptor activity; Wnt-protein binding; transmembrane receptor 
activity; non-G-protein coupled 7TM receptor activity; G-protein coupled receptor activity.  It is 
involved in many biological processes like anatomical structure development; cell communication; 
sensory organ development; signal transduction; macromolecule localization; protein localization; 
regulation of cellular component organization and biogenesis; Wnt receptor signaling pathway.  
Thus, this gene is reported to be involved in sensory system development and signal transduction 
pathways which are important for mediating sense of smell and learning and memory.  
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Council of Medical Research (ICMR), New Delhi to J.A. is gratefully acknowledged.  This project 
was funded by a grant of Defence Research & Development Organization (DRDO). 
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Biol. 215: 403-410;  Khurana, S.,  2003, M.Sc. Thesis. The Manipal Academy of Higher Education;  
Rodrigues, V., and O. Siddiqi  1978, Proc. Indian Acad. of Sci. B. 87: 147-160;  Rodrigues, V.,  
1981, Ph.D. Thesis. Bombay University;  Subhra Chakraborty, T., S. Pati Goswami, and O. Siddiqi  
2008, J. Neurogenet. 11: 1-10;  Wilson, C., R.K. Pearson, H.J. Bellen, C.J. O'Kane, U. Grossniklaus, 
and W.J. Gehring  1989, Genes Dev. 3: 1301-1313. 
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Introduction 
 

Drosophila melanogaster has been used successfully to evaluate in vivo genetic endpoints 
resulting from DNA damage, and diverse mating systems have been employed to determine the effect 
of genotoxins on germinal and somatic cells.  In the present study, we assayed colchicine (CO) for 
the induction of somatic mutation and mitotic recombination in the Drosophila Somatic Mutation and 
Recombination Test (SMART).  
 
Material and Methods 
 
Mating System 
 

Standard cross (SC):  3-day-old virgin females from the flr3/TM3, BdS stock were mated with 
mwh/mwh males.  From this cross, two types of progeny were recovered: inversion-free and inversion-
carrier flies.  During larval stage they are indistinguishable from one another.  As adults, the presence of 
the BdS marker allows the classification of the progeny based on wing phenotype: wild-type wing 
borders in the inversion-free flies (+, flr3 / mwh, +), and nicks in the wing border of inversion-carrier 
flies (TM3, BdS / mwh, +) (Figure 1a). 
 



 Research Notes Dros. Inf. Serv. 91 (2008)  128 
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TM3, ri pp sep bx34e es BdS / mwh, + 
(Inversion carrier flies) 

 
 

 
Modified cross (MC):  3-day-old virgin females from the flr3/TM3, BdS stock were mated with 

mwh e/mwh e males.  Two types of progeny were recovered.  The e marker was used as a second 
morphological trait to confirm the inversion-carrier phenotype.  Inversion-carrier flies which carry the e 
marker on the TM3, BdS chromosome became homozygous for the ebony marker and, in addition to 
nicked wings, had a dark body color (Figure 1b).  For more detail of the markers, view Lindsley and 
Zimm (1992). 
 
Chemicals 
 

Colchicine (CO; CAS 64-86-8) was purchased from Sigma-Aldrich Química S. A. de C. V., 
Toluca, MX.  
 

Figure 1.  Cross and progeny obtained in the Mutation and Recombination test 
(SMART) in Drosophila.  a) Standard Cross (SC);  b) Modified cross (MC). 
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Treatments 
 

Two types of treatments were performed. 
 

a) Semi-chronic exposure.  72 ± 4 hr-old larvae from the SC were transferred to fresh medium 
supplemented with CO.  Larvae remained feeding on this medium until pupation, for a total exposure 
period of 48 hr.  
 
b) Interrupted exposure.  72 ± 4 hr-old larvae from the MC cross were transferred to medium 
supplemented with 0.125 mM CO.  Groups of larvae were removed from the treatment medium at 
intervals of 6 hr, rinsed with tap water, and transferred to fresh standard food until adult emergence.  The 
exposure times were: 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42, and 48 hr (Figure 2) (Muñoz-Hernández, 1997).  

In both treatments, the adult flies recovered were counted, sexed, classified by phenotype, and 
fixed in 70% ethanol. 
 

 

 Egg                          larvae                    Pupa                                          Adult 

Metamorfosis 
0      24   48   72    78   84   90   96  102 108  114  120                                                              240 

 
 
 
 
Mounting of slides 
 

Wings from 10 females and 10 males from each treatment/progeny combination were 
dissected in Faure´s Solution and wing pairs were mounted on glass slides (Graf et al., 1984).  Slides 
were made from both types of the recovered progeny: inversion-free (wild type) and inversion-
carriers (with nicks on the wing blade for the SC; or ebony body color and nicks on the wing blade 
for the MC).  
 
Statistical analysis 
 

SMART software was used for data processing (Frei and Wurgler, unpublished).  The frequency 
of small, large, twin, and total spots from the experimental and control series were compared through the 
Multiple Decision Procedure (Frei and Würgler, 1988) in order to determine a positive, negative, 
inconclusive or weak positive diagnosis.  
 
Results and Discussion 
 
i,  Semi-chronic exposure of SC flies in the SMART 
 

Table 1 and Figure 3 show the total spot frequency obtained after exposure of third instar 
larvae to different concentrations of CO.  Significant increases in inversion free flies were found at 

Figure 2.  Interrupted treatment with colchicine. 
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0.063 and 0.125.  With inversion-carrier flies, treatment with 0.063, 0.25, and 0.5 mM CO increased 
the total spot frequency.  A change in the behavior of the curve between two types of progeny was 
observed at 0.125 and 0.25 mM. 
 

 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0 0.063 0.125 0.25 0.5 1 [mM]

Corrected frequency

inversion free flies Inversion carrier flies  

 
Table 1.  Frequency of total spots recovered from flies from the standard cross 
(SC) exposed to CO. Subchronic exposure (72 x 48 h). 

 Total spots Concentration 
[mM] 

Number of Wings 
N  Fr. n 

Inversion free flies     
0 80  0.28 (22) - 
0.063 40  0.55 (22)+ 
0.125 40  0.55 (22)+ 
0.25 40  0.22 ( 9) -- 
0.5 80  0.17 (14) - 
1.0 80  0.22 (18) - 

Inversion carrier flies     
0 80  0.12 ( 10)  
0.063 40  0.45 (18) + 
0.125 40  0.22 ( 9) i 
0.25 40  0.57 (23) +  
0.5 80  0.37 (30) + 
1.0 40  0.12 ( 5) - 

Fr = Frequency; (n) number of spots. Statistical diagnosis according to Frei and 
Wurgler (unpublished). α = β= 0.005. +, positive; - negative; i, inconclusive; two 
side test. Distilled water was used as solvent and negative control 

Figure 3.  Corrected frequency of total spots from (SC) flies fed at different 
concentrations of colchicine. 
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Comparison between the total spot frequencies in the two types of progeny indicated that the 
induction of spots was generally higher in inversion-carrier flies.  These data apparently indicate that 
the CO effects could be associated with the presence of chromosomes with multiple inversions.  Zordan 
(1989), using the Drosophila Somatic Mutation and Recombination Test (SMART), reported that 
multiple inversion-carrier flies seemed to have a greater sensitivity towards the genotoxicity of the 
aneuploidogen vinblastine than inversion-free flies.  On the other hand, Lynch et al. (1991) reported 
that in Drosophila the exposure to diverse compounds induced among other malformations, nicked 
wings.  Consequently, there was a possibility that this feature, which is used to classify the inversion-
carrier flies in the SMART, would be expressed in inversion-free flies as a result of treatments with 
CO (which is a known aneuploidogen) and, therefore, some organisms would be misclassified as 
inversion carriers flies (named phenocopies) and an apparent mutagenic effect would be obtained. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Table 2.  Frequency of spots per wing recovered from flies of the modified cross (MC) with different 
hours of exposure to [0.125 mM] colchicine. Interrupted exposure (72 x 6 h). 
 

Type of Spots 

Small Single Large Single Total spots 
Length of 
exposure 

(h) 

Number of 
Wings 

N 
Fr. n Fr. n Fr. n 

Inversion free flies 

0 80 0.44 (35) - 0.09 (  7) - 0.52 (42) - 

6 80 0.54 (43) - 0.10 (  8) - 0.66 (53) - 

12 78 0.72 (56)+ 0.15 (12) - 0.91 (71)+ 

18 62 0.45 (28) - 0.08 (  5) - 0.56 (35)- 
24 80 0.60 (48) i 0.25 (20)+ 0.86 (69)+ 
30 78 0.90 (70)+ 0.10 (  8) - 1.00 (78)+ 

36 40 0.65 (26) i 0.17 (  7) i 0.85 (34)+ 

42 80 0.96 (77)+ 0.09 (  7) - 1.08 (86)+ 
48 40 0.62 (25) i 0.12 (  5) - 0.75 (30) i 

Inversion carrier flies 

0 80 0.32 (26) - 0.06 (  5) - 0.39 (31) - 

6 40 0.37 (15) - 0.05 (  2) - 0.43 (17) - 

12 78 0.49 (38) i 0.08 (  6) - 0.56 (44) i 

18 40 0.28 (11) - 0.25 (10)+ 0.52 (21) i 
24 40 0.37 (15) - 0.25 (10)+ 0.62 (25) i 
30 62 0.50 (31) i 0.10 (  6) i 0.60 (37)+ 

36 112 0.27 (30) - 0.05 (  6) - 0.32 (36) - 

42 80 0.35 (28) - 0.06 (  5) - 0.41 (33) - 
48 64 0.50 (32) - 0.08 (  5) - 0.58 (37) i 

Fr = Frequency; (n) number of spots. Statistical diagnosis according to Frei and Wûrgler (unpublished). 
α = β= 0.005. +, positive; - negative; i, inconclusive; two side test. Distilled water was used as solvent 
and negative control for CO. 
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ii,  Interrupted exposure of MC flies in the SMART 
 
In order to evaluate this possibility, we carried out experiments using 0.125 mM CO, since with 

this concentration we find differences between the genotoxicity response in both two types of 
progeny using the SC, and: 

 
 a.  Larvae from the MC (which carried the additional marker for body color, ebony) to 
identify the correct genotype of the progeny and discard phenocopies induction as the cause for the 
higher activity of CO on inversion-carrier flies.  With this cross, inversion-free flies were 
heterozygous for the recessive marker (e) and had a wild-type body color, whereas inversion-carrier 
flies were homozygous for this marker and had a dark body color and nicks on the wing border 
(Figure 1b). 
 

b.  Different lengths of exposure to explore CO effect.  Two vials containing larvae were 
withdrawn from treatment every 6 hours (beginning at 12 hr of exposure), rinsed, and put into fresh 
medium until development was complete;  the maximum time of exposure was 48 hr.  

 
 Table 2 shows the spots per wing frequency obtained from flies from the modified cross 
(classified according to two markers: BdS and e).  With this cross, the treatment of MC larvae yielded 
significant increases in the frequency of small (12, 30, and 42 hr of exposure), large (24 hr of 
exposure), and total spots (12, 24 to 42 hr of exposure) in inversion-free flies (P < 0.05).  For 
inversion-carrier flies, small spots were not significantly increased by any exposure period, the 
frequency of large spots increased after 18 and 24 hr of exposure, and the increase in the frequency of 
total spots was significant only following 30 hr of exposure.  
 The fact that it is not possible to recover mutant spots through recombinogenic events in 
inversion-carrier flies leads us to the conclusion that the spots recovered in these flies were produced 
by a weak mutagenic activity of CO.  
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Figure 4.  Corrected frequency of total spots from MC flies fed at different 
time of exposure with 0.125 mM of colchicine. 
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 Figure 4 shows the corrected frequencies of total spots from the two types of progeny.  The 
corrected spot frequencies in experimental series were obtained by subtracting the number of 
spontaneous spots;  hence, the corrected frequencies correspond to an estimate of the mutant spots 
actually induced by the compound.  Using both two markers to identify the progeny phenotype, data 
show that the corrected frequency of total spots in inversion-free flies was clearly higher than the 
corrected frequency in inversion-carrier flies.  

In the present study, the observed genotoxic effect suggests that CO, in addition to 
aneuploidogenic activity, is a mutagen that induces spots in the SMART of Drosophila.  The use of a 
second marker (ebony) improved the classification of the phenotypes of the progeny analyzed. 

More experimental evidence needs to be obtained to explore whether the nicks on the wings 
induced in treated flies could be associated to aneuploidogenic activity and, in consequence, whether 
the alteration in the border of wings could be an auxiliary tool to identify compounds with 
aneuploidogenic activity. 
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Estudios de Posgrado (PAEP), Dirección General de Estudios de Posgrado (DGEP) and Programa de 
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Hernández, A.,  1997, Comparación del potencial aneuploidógeno de compuestos citostáticos en 
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Introduction 
 

Inflammation induced by chemical, physical, or biological agents implies both vascular and 
cellular reaction mediated by chemical factors.  Chronic inflammation has been associated with 
several steps preceding cancer as cellular transformation, cellular proliferation, tissue invasion, 
angiogenesis, and metastasis (Mantovani, 2005).  The cancer’s risk increases in patients showing 
inflammatory processes (Ohshima et al., 2003), and in cancerous patients the inflammation 
accelerates tumor growth and cancer progression.  

Methods for screening compounds for anti-inflammatory activity use rodent models, which 
previously were injected with croton oil or similar agents as swollen inductors.  After a period of 
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