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RESUMEN 

En el ambiente existen uno gran variedad de agentes y factores o los que los seres vivos estón 

expuestos, mismos que pueden provocar mutaciones, procesos relacionados con cóncer o la 

inducción de malformaciones durante el desarrollo. La Toxicologla Genética identifico factores 

capaces de interactuar con el material genético de los organismos, estudio los posibles 

mecanismos asociados con su actividad genotóxica con lo finalidad de establecer los 

mórgenes de seguridad n~querldos para la exposición controlada de los seres vivos. 

El clorhidrato de slbutrornina es un medicamento aprobado por la FAD o partir de 1999, 

empleado en los tratamientos prolongados para lo reducción de peso. El objetivo de este 

trabajo fue evaluar el efecto teratogénlco del ciorhldrato de sibutromino o través de la 

prueba Drosophlla Teratogenesis Test (DTT) en lo cepa silvestre Canton-S de Orosophlla 

melanogoster. 

Larvas de 72 ±4 horas ele edad fueron expuestos por alimentación en medio lnstontóneo 

Carolina, o un tralami1mto subcrónico mediante diluciones progresivos del compuesto, 

considerando lo dosis diaria recomendada paro el hombre (10 mg). Posterior al tratamiento los 

organismos recobrados en las serles testigo como en las experimentales fueron fijados en 

alcohol al 70% para su cmólisls al microscopio. Se registró el Indice de sobrevivencla, el Indice 

sexual y la frecuencia de alteraciones. Los resultados mostraron un incremento en el número de 

organismos recobrados en las serles !rotadas, atribuido al estimulo que represento la exposición 

al clorhidrato de sibutramina; con respecto al Indice sexual no se encontraron diferencias 

significativos y por último, en cuanto a la inducción de malformaciones se obtuvo un 

incremento significativo •:in lo frecuencia de alteraciones que comprometieron a las placas 

genital y anal de hembras y placa genital de machos en los lotes experimentales. 
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INTRODUCCION 

En la actualidad, la coni<lminaclón producida por el hombre ha generado una gran cantidad 

de compuestos reactivos que están presentes en la blosfera como resultado de los proC:::"'.sos 

Industriales y de la combustión incompleta de las fuentes energéticas como el carbón y la~ 

gasolina. Como resultado de esta actividad, los seres vivos están expuestos a agentes químicos _ 

ambientales potencialmente nocivos (Tyler, 1994). 

Las consecuencias de la Eixposiclón a·diversos factores han sido estudiadas principalmente en las 

células germinales de diversos organismos, sin embargo con el tiempo se ha acumulado 

Información de su impacto en las células somáticas, haciendo evidente la importancia de la 

detección y el estudio de este tipo de procesos sobre lodo para el hombre, ya que muchos de 

ellos se relacionan con cóncer o la inducción de malformaciones (Ames et al .. 1973; Ames, 1983; 

Moutschen. 1985). Entre leos factores Implicados en la producción de alteraciones congénitas, se 

incluye también a los contamlnanfes ambientales con capacidad mulagénica y teratogénica, 

además de otros cuya acc:lón se manifiesta en infertilidad, aborto y muerte fetal. 

Gran pc1rte de los agentos genotóxlcos son prornulágenos y/o procarcinógenos, por lo que al 

entrar al organismo sus g•snotoxlnas son transformadas, en órganos como el hígado, el riñón o 

testículo, a derivados altamente reactivos capaces de unirse a macromolécuias (Vogel. 1991 ). 

La Toxicológia Genéticc1 es la disciplina científica que identifica factores capaces de 

interactuar con el maleric1I genético de los seres vivos. determina los mecanismos asociados con 

la' actividad genotóxlca \' establece los márgenes de seguridad requeridos para la exposición 

controlada de los seres vivos, con base en la predicción del riesgo asociado a la exposición. 

También estudia los mec1Jnismos de Ingreso. transformación y excreción de los tóxicos, con la 

finalidad de entender la¡ causas que generan la diferente susceptibilidad. que existe en la 

respuesta de los diferente:¡ organismos y especies. 

Para lo~¡rar este objetivo, se han desarrollado diferentes metodologlas empleando modelos 

biológicos o sistemas de prueba, incluyendo sistemas in vivo e in vitro. asf como organismos de 

diferente complejldad en la escala evolutiva, como: bacterias, levaduras. Insectos. plantas y 

mamlferos (Dean, 1981), cuya respuesta en conjunto estima el posible impacto en los seres 

humanos (Cassarett, 1975; Sorsa, 1982; Brusick.1987) y a través de los cuales se han obtenido 

durante los últimos 20 años, dalos importantes en lo referente al daño ocasionado a la salud del 
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hombre, lo cual de otra rnanera sólo hubiera sido posible con la exposición accidental a estas 

sustancias(Cassarett, 1975; Brusick 1987 y 1988). Estos modelos son evaluádos CC)nbase en su 

capacidad de respuesta, de tal forma que sólo aquellas que resultan sensibles y capaces de 

discriminar entre los difemntes tipos de daño, son aceptados para, usarse. de manera rutinaria 

(Tabla 1). 

Metabolismo 

La magnitud de la respuesto tóxica en un organismo determinado depende del tipo de 

exposición (dosis, tiempo, ruta y vía de ingreso) y de factores relacionados con las 

caraclerfsllcas del organismo, del medio ambiente y de la sustancia misma (Albert, 1988). 

Existen diferentes rutas de Ingreso del tóxico al organismo: Ingestión. respiración, contacto, vía 

intravenoso, lntraperltonool, Intramuscular y subcutónea. Por otro lado, con base en la 

magnitud del periodo al c:ual son expuestos los organismos al tóxico, con relación a la duración 

de su ciclo de vida, y la dosis administrada, las exposiciones se clasifican en: a) crónicos, b) 

subcrónicas y c) agudas. 

La absorción, distribución, blotransformaclón y excreción de los agentes genotóxlcos, requiere 

del transporte de sustanc:las a lravés de las diversas membranas celulares. por lo que deben 

tenerse en cuenta los mecanismos mediante los cuales los compuestos pueden atravesarlas, asf 

como lcrs propiedades fislcoqufmlcas de las moléculas y de las membranas que afectan esta 

transferencia, por ejemple>: tamaño, forma y grado de ionización de las moléculas, la solubllldad 

relativa en llpldos de las formas ionizada y· no ionizada, entre otras (Goodman et al .. 1990) 

(Figura 1 ). 

La absorción describe la velocidad con l_o que un compuesto abandona el sitio de entrada en 

el organismo y depende de la solubllldad del compuesto, óreo de transferencia, gradiente de 

concenlraclón, . coeficiente de transferencia de las membranas y capas de células hasta llegar 

al torrente sanguíneo. l.a distribución también puede estar restringida por la unión del 

compuesto a proteínas p!asmótlcas, lo que limita su concentración en los tejidos y en el sitio de 

acción. Debido a que la unión de los compuestos con las proteínas pfasmólicas puede ser 

poco específica, los compuestos con características Hslcoquímicas similares pueden compelir 

entre sf y con sustancias endógenas por los sitios de unión. La exposición directa al compuesto 

finaliza comónmente con su blotransformaclón y excreción, pero también puede deberse a su 
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redistribución desde el sitio de acción a otros tejidos o sitios (Goodman et al .• 1990; Timbrell. 

1989). 

Las propiedades fislcoqulmlcas de las 'moléculas que permiten el.transporte a través de las 

membranas celulares durante '1(] absorción. 'f ·.la distribución;. también afectan a. su posterior 

excreción. Asf, la blÓtránsformCJC:ión enzirri'c~tlca de los compuestos a metabolltos mós polares o 

menos liposolubles lncr~mé~t~ s/e~cr~ciÓn y dlsniln~ye s~ volumen de distribución. Esta 

blotransformaclón redÜ¿;E~ '1~ ~(];ga d~ si.i'~tanclas extrañas y es crftfCO paro la supervivencia del ·• 

organismo. 

' ' ' 

Estos'conJuntos de reacciones son catolizadas por enzimas. que transforman a los compuestos, 

· endógenos: Se distinguen dos tipos de reacciones metabólicas. las llamadas de fase 1 y las de 

faseU. Las r~Cicclones de fase 1 convierlen al compuesto orfglnal en un metabollto mós polar por. 

·. bxldaclón. reducción o hidrólisis. Las reacciones de fase 11, que también se denominan • 

reacciones de conjugación o síntesis, requieren de la unión del compuesto o de su metabollto 

· poiar¡ con un sustrato endógeno como glucuronato, sulfato, acetato o un amlnoócldo 

··(Goodman et al., 1990; llmbrell, 1989; Vogel, 1991). Las células cuentan con dos sistemas de 

. ·' en~lmas que actúan en lc1 fase I, las amino-oxigenases y los cltocromos P-450. Ambos sistemas se 

encuentran localizados en el retículo endoplasmótlco liso del hepatoclto (designado en 
.-, -:' 
·centrifugaciones diferendales corno fracción mlcrosomal). Las primeras oxidan aminas y 

. compuestos sulfurados y los segundos estón formados por dos proteínas diferentes, una tiene 

función de reduclasa y lc1 otra es una hemoprotefna con acfivldad de oxigenase. El estudio de 

los genes que codifican las enzimas que participan· en la transformación metabólica de los 

compuestos, sugiere que éstos evolucionaron como un mecanismo que elimina a los 

constituyentes tóxicos de• los alimentos, como· flavonas, terpenos. esferoides y alcaloides, asf 

como a los tóxicos ambientales (Goodman et al .. 1990). 

En algunos casos, la biotransformaclón deriva en la bioacfivaclón del compuesto, es decir. se 

producen metabolitos q•Je son mós tóxicos que la molécula originar. En consecuencia, un 

producto químico pueda Interactuar y alterar el DNA dependiendo de sus propiedades 

fislcoqulmicas. asf como de la Intensidad, formo y duración de la exposición, la dote genética de 

los organismos. sexo, edacl, hóbitos, salud, preñez. exposición a múltiples factores y asociación con 

otras enfermedades, entre otros factores (Ames, et al .. 1973; Clayson 1980 y Gral et al .. 1984). 
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Tabla 1. Pruebas empleadas en la evaluaclón genolóxlca de diferentes xenoblóllcos (Tomado 
de Vega. 1985) 

. 

Tipo de dallo EN CELULAS SOMATICAS ENCELULAS 
lnveaffgado 

lnvllro lnYlvo GERMINALES 
In vivo 

1 J Pruebas en cultivos de J) Mlcronucleos (MN) 1) Prueba de letales 
células de mamfferos dominantes y de 

Att•raclones translocaclones 
c:romo16mlcas heredables en D1osophHa 

-Aberraciones cromosómlcas 2) Anóllsls cltogenéllco 
de las cólutas de la 2) Prueba de letales 
rnédula ósea dominantes en ra16n 

- Jntercomblo de cromótldas -Aberraciones 
hermcmas cromosómlcas 3) Prueba de translocodones 

en ratón 

4) An6Usls cltogenétlco de 
células germinales 

5) Prueba de no-disyunción 
cromosómtca 

l) Pruebas baclet'lanas 1) l~úebas de 1) Pruebas de letales receslvos 
mu1aclcmes Dgados al sexo en 

Mutación en un locus Dmsophila 
g"11ca especmco 

2J Pruebas de levaduras (ratón) 2J Pruebas de mutaciones en 
( Prueba de la un locus especifico en ro-

manchn tón: mutaciones esquelé· 
3) Pruebas de hongos oSpol festJ !leas • morfológicas. 

electro-
4) Pruebas de cutttvos de I01ellcas. etc. 

céluk1S de mamfferos 
3) AnomoJías de los esperma· 

tozoJdes en Ja descenden~ 
cla (ratón) 
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ORINA 

. . 
Figuro 1. Etop~s de Jo Jnterác~J6n entre un xe~oblÓtJco y Í~s or~anÍ~~Ós (:Tomado de Vega 198.5) . 

.,::·:·::;; 

Con base en el tipo de electo que provocan los diferentes compuestos en Jos organismos, se les 

ha clasificado de la siguiente manera: 1) mutágenos, son sustancias que producen cambios 

genéticos heredables qu•~ se manifiestan en Ja descendencia de los organismos expuestos: 2) 

carcln6geno1, son compuestos que actúan en células somóticas alterando la regulación del 

ciclo celular, el daño se bereda sólo dentro de la estirpe celular, lo que genera Ja formación de 

clonas, dando origen a procesos malignos como el cóncer; y 3) terat6genos, Jos cuales actúan 

preferenlemente durante Ja organogénesls, provocando alleraciones que se expresan como 

malformaciones congénitas las cuales, aunque no son heredables, olieran el desarroflo de Jos 

organismos, llegando incluso a ser letales (WHO, 1984) (Tabla JI). 
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Tabla 11. Claslflcacló~ de IÓs co~pu"esios de acuerdo con su efecto en los organlsmo's· (Tomado de Vega, 
1965). . . . .. . . . 

Mutágeno 

Carcinógeno 

Teratógeno 

Biología del de1arrollo 

· cELULAS SUSCEPTIBLES O 

BLANCO 

Germinales 

Somáticas 

Tejidos inmaduros 

PERIODO DE SUSCEPTIBILIDAD 

Todos los estadios de la 

gd~~togénesis 

. · Pr:~~Ll~menÍe todas las 

.. etapás del ciclo celular 
~. ' '. '.: . ' 

P~rio~os ~e ~lferenciación 
temprana 

La ontogénesis o embrie>génesis. de un individuo· corresponde a ui;ia sucesión continua de 

cambios y variaciones rnós o menos complejas (Figura 2). El desarrollo embrionario posee 

caracterfstlcas que marccm fases durante las que se desarrollan los procesos del mismo orden. El 

inicio dol desarrollo en la mayoría de los organismos· requiere de la sucesión cronológica de las 

siguienf13s etapas: 

a) Fertilización 

b) Segmentación 

c) Gastrulaclón 

d) Organogénesls 

El desarrollo de la ingenlerfa genética es decir, el arreglo dirigido de genes dentro de 

receptores biológicos, ha permitido un gran avance en la investigación del desarrollo 

embrionario en Insectos, cmfibios y mamfferos. llegándose a establecer el mecanismo por el cual 

las células logran una difetrenciación en este proceso (Wolpert, 1998). 

La estructura de un organismo está controlada por sus genes. La Información genética fluye del 

DNA al RNA y a las protefnas. Durante el proceso de la transcripción, lo secuencia de bases de 
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una hebra del DNAcromosómico se transcribe,· formando una sola hebra de RNA. Después de 

la transcripción, el RNAm pasa a los Íibcisomas, ·que· sintetizan la ordenación secuencial de los 

amlnoócidos durante la srntesi~ de proteínas (Wolpert,, 1998). 

La mosca de la frut~. Dros~phlÍa rl1~1anog~sfe; ha desempeñado un papel esencial para el 

desarrollo de la genética. Én dl~ersos e'studio~ se h6 pu~sto de manifiesto la existencia de un 

tipo de genes que partlc:ipan en el cÓntroi pel desc:irrollo y cuya función específica es la de 

determinar el patrón corporal .. El sistema de regulación genética consiste en tres clases de 

genes que controlan el patrón de desarrolló: l J los productos de los genes de polaridad del 

huevo actúan definiendc1 las coordenadas espaciales del embrión, mediante la formación de 

gradlenles del morfogen en el huevo; 2) los genes de segmenlación, Interpretan la información 

de posición proporclonacla por el gradiente inicial del morfogen. Estos genes dividen el embrión 

en una serle de segmentC>s, las unidades bóslcas modulares a partir de las cuales se construyen 

los insectos y 3) los produc:tos de los genes de segmentación modulan la expresión de los genes 

homeóticos selectores, que mantienen la diferencia entre un segmenlo y otro (Grlffiths, 2000). 

Por medio de las actividades combinadas de los genes de segmentación y de los genes 

homeóticos selectores, las células de cada segmento reciben la información de valores 

posicionales, que guía su comportamiento posterior. Por último, en el interior de cada subdivisión 

de los segmentos del cuerpo, las células se comunican entre sí generando los detalles concretos 

de la estructura madura, gobernada aparentemente por la función de intercalación de la 

Información (Wolpert, 1998). 

Durante las divisiones c13lulares que ocurren después de la fertlnzación, las células toman 

diferentes formas, tamaños, funciones y potenciales, ademós de establecer relaciones 

espaciales particulares. Todos estos eventos ocurren según factores definidos de tiempo. En 

algunas especies como •:ti ratón, las células que se forman en las primeras divisiones poseen 

todas el mismo potencial. A medida que la división celular procede, las células diferentes se 

orientan hacia la formcrción de sólo un número limitado de tipos celulares. Las células 

determinadas estón destinadas a diferenciarse en una forma específica y sus células hijas 

heredan este programa. La detem1lnación viene seguida de una diferenciación. adquisición de 

diferentes fenotipos, ya sea a nivel morfológico o de propiedades bioquímicas. Existen 

evidencias que Indican lc1 existencia de un mecanismo de expresión génica diferencial, tanto 

en el tiempo como en el l)Spaclo. que determina el desarrollo y la diferenciación. 
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En Drosophi/a, se han rec11izado estudios a nivel molecular con la finalidad de correlacionar los 

cambios espacio-temporales con la expresión génica diferencial. Los segmentos que se 

observan tanto en moscas en desarrollo, como en adultas se encuentran normalmente 

asociados con caractere1s morfológ_lcos especlffcos como ojos, antenas. alas y patas. Se han 

Identificado grupos de mutantes en Drosophi/a (antenapedia, blthorox. etc.). en Jos que los 

caracteres morfológicos particulares se desarrollan en posiciones anormales. En antenaped/a 

por ejemplo, aparecen patas donde deberían encontrase antenas. Los genes que estón 

Involucrados en este tipo -de transformaciones morfológicas son denominados, genes 

homeóticos. El descut:rlmle~to -de mutantes homeóticos permitió realizar Ingeniosos 

experimentos que demue-strcmque el cuerpo de la mosca normal estó formado por un conjunto 

de regiones discretas, · ¿ada - 'uncí __ de las cuales expresa un conjunto diferente de genes 

homeótlcos (Glibert,'1990¡,:' 

El anólisls de \) l ~~é:Ú~~é:ici ~de estas proteínas sugiere que existen slmlllludes entre las 
. : ::-·. -:·.;; ,,:·. -. ·_·.;;:·; . \ .. J;. .. ~.:: .\:. ,- '.' 

pertenecientes'·' a ,:vertét:maos y las de- Drosophlla. Todos Jos vertebrados tienen cuatro 

cc>ffi'pl~j~s'ií'~rri~~g;~.:6cíd6° urio localizado en cromosomas separados. Durante la evolución 
·-·'· ' . ··' '· ·. ·,_-

esfos ccímpJejos homeobox probablemente aparecieron como resultado de las duplicaclones 

.. -dei -un" -- grupo simple de genes homeobox en el ancestro primitivo de Invertebrados. 

'C~nsecuentemente cada humano por ejemplo, tiene cuatro genes que asemejan al gen 

Abdominal- 8 de Drosoph//a y otro que asemeja a Deformed (Casares y Sónchez, 1995). 

Teratogénesls 

La Teratogénesls, o dlsrnorfogénesls, puede definirse como aquella alteración morfológica. 

bioquímica o funcionar que ocurre durante el desarrollo embrionario. Estas alteraciones pueden 

clasiflcarse en mayores por ejemplo focomelia o menores (retraso en el desarrollo). Cualquier 

factor (radiaciones, medicamentos) o condición (enfermedad genética) que tiene la 

capacidad de generar anormalidades del desarrollo. es considerado como teratógeno (Estivill. 

1993). 

Cada teratógeno actúa on un aspecto particular del metabolismo celular. por lo que diferentes 

agentes teratogénlcos tienden a producir efectos diferentes. pueden actuar en distinto periodo 

del desarrollo embrionario (Figura 3) y sobre el mismo sistema. sin embargo, cada fórmaco 

produciró un modelo o patrón especifico de malformaciones. Existen otros faclores como Ja 
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~ ·~ .. ~: : . .._:.. , : :_1 . 

concentración . o. Ja dósli,. el metabolismo. materno y el transporte placentario que pueden 

modificar la lntensld~d de I~ respuesta (G~l~steJn; 1978). 

En humanos algunos medicamentos pueden afectar el desarrollo en diversos momentos de la 

gestación, a0'nque el periodo de mayor riesgo es el primer trimestre, ya que es durante la fase 

embrionaria (desde el dfcJ 20 hasta el 55) en la que llene lugar la formación de la mayoría de 

los órganos (organogénesls) por lo que es el periodo donde se tiene mayor riesgo de que un 

medicamento Induzca anomalfos sobre' el feto (Alzpuru, et al .. 1989; Estivill, 1993). Se considera 

que de 5 a 103 de lcJs malformaciones congénitas son provocadas por la acción de 

teratógenos conocidos cc1mo el virus de la rubéola (Olson, 1993). 

Es necesario considerar que los cambios flslológlcos propios de la gestación (aumento de 

volumen plasmótico, Incremento del aclaramiento renal, etc.) pueden afectar los parórnetros 

farmacoclnétlcos de los medicamentos. alterando su eficacia y su toxicidad, tanto para la 

madre como para el tete>. Por otro lado, aparecen otros compartimentos (placenta y órganos 

fetales) que también pueden modificar lo respuesta farmacológica (Rubio et al .. 1993; Estivlll, 

1993). 

En los Estados Unidos la Food and. Drug Admlnlstration (FDA), clasifica a los fórmacos en cinco 

categorlas. en funclón:de.Jos riesgos potenciales de teratogénesls (Rubio et al., 1993; Estivlll, 

1993; 8riggs et al .. 1994); Estas categorías se asignan con fundamento en el tipo de estudios 

realizados y de la información disponible para evaluar el posible riesgo (Briggs, et al .. 1994): 

Catego1fa A: los estudio!; controlados realizados no han demostrado un riesgo para el feto 

durante el primer trimestre, y no existe evidencia de riesgo en trimestres posteriores, por lo que la 

posibilidad de teratogéne•sls parece remota. 

Categoría B: se distinguen dos supuestos: 

1. cuando los estudios en animales no han mostrado riesgo teratogénico, aunque no se dispone 

de estudios controlados en embarazos humanos, o 

2. cuando los estudios en animales han mostrado un efecto teratógeno que no fue confirmado 

en estudios en embarazadas durante el primer trimestre de gestación, y no existe evidencia de 

riesgo en trimestres posteriores. 
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Categoría C: sé asigna a ,aquellos fármacos para los que se considera que sólo han de 

administrarse si et beneficio esperado Justlfl~a el. riesgo potencial para el feto. Pueden existir dos 

posil:Íllldades: .... 

1 .. que .los estÚdios 'e.:i.~nli:nai~s hayan revelado. efectos teratógenos sobre el feto y. no existan 

estudios en mujeres', e:/':,,• ' ':.\'e;:',.·:,,,,,· 

2. que no existan estudios'é!1sponlbles: ni en mujeres ni en animales. 
· .. :~·.,,-": ·:<:>·' .::·~, ·{.:>;' 

., __ .,··.·· ,t;· ,, .. 

Categoría D: Serfan (]qJ~11(;$ fÓr~c](:'¿s. pC:ira los que existe una clara evidencia de. riesgo 

teratógeno. aunque ,;~ · beneÍlcio;' pueden hacerlos aceptables a pesar de los riesgos que 

comporta su uso durante 13"r"embarc.Í~o; por ejemplo cuando el medicamento es necesario para 

tratar una enfermedad grave o 'una slfuación !Imite y no existen alternativas más seguras. 

Categoría X: Los medlcnmentos éon esta categoría están contraindicados en mujeres que 

están o pueden quedar 13mbarazadas. Los estudios, en animales o en humanos, han mostrado · 

la aparición de anormalidades fetales. y/o existen evidencias de riesgo teratógeno 'basado en 

la experiencia humana; por lo que el riesgo de su empleo en embarazadas claramente supera 

el posible beneficio. 

Para realizar una prescripción basándose en esta clasificación hay que tener en cuenta que los 

estudios en animales son orientativos. pero no totalmente extrapolables a la especie humana. 

La tragedia de la talidomida (nacimiento de aproximadamente 10 000 niños con 

malformaciones de las oxtremidades, en Alemania, Japón y otros paises) al comienzo del 

decenio de 1960 despertó gran preocupación acerca de la posibilidad de que ciertos 

medicamentos produjeran malformaciones congénitas durante el desarrollo embrionario de los 

organismos. Este compuesto no demostró ser un agente teratógeno en los ensayos realizados en 

roedores, y actualmente está totalmente contraindicada en el embarazo (categoría X). Su 

efecto nocivo se induce durante los días 35 y 50 del embarazo, sin embargo, no produce ningún 

efecto en el embrión antos o después de ese periodo (Figura 3) (Goldstein, 1978). 

Con base en lo anterior e:; Importante establecer el riesgo que representa para los organismos la 

exposición a estas sustancias. Una de las medidas ha sido la idenlincaclón del problema a 

través de estudios epidemiológicos y de laboratorio, utllizando diferentes sistemas de prueba In 

vivo o In vlfro, para estcrblecer y caracterizar el efecto potencial que se provocarla en las 

poblaciones expuestas. 
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Embr)llnlc Perloct foetil Perlcid 

Figura 2. Etapas de la embriogénesls (Tomado de Gilbert, 1990). 

Ausencia ele ofdo 

Extremldocles molformodas o ausentes -Brazos ausuntes -Severo acC1rtamlento de brazos 

Hombro dislocado 

Alteracionus en oído -Ausencia o·e piemos 

severo accirtamlento de piernas ---Malformaciones en pulgares 

34 38 42 46 so 

Dios después de la menstruación 

Figura 3. Periodo de susceptibilidad al efecto teratogénico de la talidomida durante el desarrollo 

embrionaria (Tomado de Gilbert, 1990). 
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Drosoph/la me/anogaster como modelo blológlco 

El empleo de Jos diversos bloensayos se orienta hacia fa determinación del riesgo potencial que 

Implica la exposición a al¡;runa sustcrncfa en particular. y hacia la predicción de la asociación entre 

genoto~icldad, carcinogenicidad y teratogenicidad, involucrando el estudio de los poslbles 

mecanii;mos de acción (De Serres, 1979; Vogel y Natarajan. 1979a y b; Todd et a/., l 983; WOrgler et 

o/., 1983 y Brusfck, 1988). 

Algunas caracterfsticas que se han señalado paro un sistema de prueba ideal son: costo 

moderado, corta duración del ensayo, detección de un rango amplio de eventos gen.éticos. 

reproducibllidod en el E1fecto detectado, potencial de biolransformación mediada ·por el 

metabolismo, producción de progenie numerosa que proporcione muestras repre~entatlvas, ~nfre 
otras (De Serres, 1979; KlibE1yet al .. 1981 y Valencia eta/ .. 1984). 

Por muchos años la mosca de la fruta, Drosoph//o me/anogoster ha sido utilizada como sistema 

para evaluar daño gené·tfco inducido por contaminantes ambientales. Las investigaciones de 

genética clásica han llevado a la identificación de numerosas mutaciones que afectan su 

morfología y desarrollo, c:ontribuyendo a un mejor conocimiento genético y molecular de sus 

genes. Al comparar la homología de muchas de las mutaciones Implicadas en los diversos 

organismos, incluyendo humanos, se ha revelado que una buena parte de los mecanismos 

implicados en la respuesl<l mutagénica son similares (Russell, 1998). 

Recientemente se han dmarrollado programas de calibración que permitan utilizar a la mosca 

como blomonitor para la detección de daño teratogénico inducido. por agentes 

contaminantes. La finalid<ld de estos proyectos es la búsqueda de biomarcadores que permitan 

elucidar los posibles mec•:mismos de acción de ciertos contaminantes y establecer de manera 

cualitativa los efectos sinérgicos o antagónicos de las mezclas que se forman directamente en 

el ambiente natural (Ramos et al., 2000) 

Entre las principales ventajas que la han hecho un organismo exitoso en el área de fa 

Toxicología genética, se e•ncuenlran: 

v' Es el eucarionte más estudiado desde el punto de vista genético. 

v' Su ciclo de vida tfc3ne una duración entre 9.5 y 10 dios bajo condiciones controladas de 

temperatura y hurnedad, 25º C y 60%, respectivamente (Agura 4). 

v' El número de organismos recobrados por generación es numeroso, lo que permite 

obtener en poco liempo, poblaciones numerosas. 
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../' Se cuen1an con un gran número de mutantes que son iden1ificables en el fenotipo . 

../' Presenta cua1ro p•::ires de cromosomas que han sido 1otalmente mapeados . 

../' Presenta actividad metabólica similar a la fracción S9 de hígado de mamíferos. lo que 

permite distinguir Emtre el efecto de compuestos geno1óxicos y progenotóxlcos • 

../' Se pueden aplicar protocolos de administración agudos, subcrónfcos, crónicos y 

fraccionados (Mitchell y Cambes. 1984). 

Generalidades del desarrollo de Drosoph//a melcmogaster 

Un aspocto Interesante •:!urente el desarrollo ele este organismo, es que duron1e el estadio 

larvario. se presentan en los organismo~ dos linajes celulares: las células larvarias y las fmagales. 

Los primeras es1ón Implicadas en la formación del cuerpo de la larva. se caracterizan porque 

han perdido la capacld<Jd de división y sólo aumentan su volumen; en algunas se presentan 

cromosomas pollténlcos. son pollploldes y estón determinadas y diferenciadas genéticamente. 

Las segundas no estón Involucradas en la formación del cuerpo de la larva y son distinguibles de 

las primeras porque llenon tamaño pequeño. constitución cromosómfca dlploide, retienen la 

capacidad de división c.,lular y estón determinadas genéticamente pero se diferencian hasta 

que la larva entra a la me•tamortosls; estas células se localizan en estructuras denominadas 

discos fmagales, los cuales son primordios celulares que aumentan su tamaño al multiplicarse el 

número de células mediante divisiones rnitótlcas que ocurren en momentos particulares durante 

el desarrollo larvarfo, dando origen a estructuras del adulto como antenas. ojos. hallerios. alas, 

patas y aparato genital (F'lgura 5) (Ramos eta/ .. 1993; Russell, 1998). 

· En todo estudio que fnvohJcra lo manipulación de organismos resulta Indispensable reconocer el 

sexo de cado uno de ellos recúrriendo al empleo de las característicos sexuales secundarlos. 

Por otro parte. es ·Indispensable conocer la morfología externa del adulto de tipo silvestre para 

dlstln!;lulr aquellas que pueden.estar modificadas por la exposición a diferentes compuestos. 
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Fig. 4: Ciclo •:Je vida de Drosophila melanogaster (Modificado de Flybase.indlana.edu) 
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En Drasophilo: 

l. Lablum 

2. Mandíbula 

3. Antena-Ojo 

4. Patas 

S. Alas 
IJ 2J 3) •J 5) 6) 7J 

6. Hallerios 

7. Placa genital 

Figura 5. Oscos lmagales presentes en larvas de Drosoph/fa y estructuras 
a las q~e dan origen en el adulto (Modificado de Kallhoff. 1996) 

"'· El dimorfismo sexual es positivo hacia la hembra. es• decir,. las hembras son de mayor 

tamaño que los mach<?s (Figura 6). 
·:,' '· 

·--,f 

,,. En la regiórl. b~s(]Í d~l.ta~o del· •. pri~~r. ~<Jrd~·~qt~~. únicamente los. machos presentan 

una estructu;a ~c;n a~bri~n~1CI efe p~I~~ ~~~éiminada :·~~Íri~ sé"xual". la cual es una 
~ - : ',; ·' ;::;:' '. ,"~:-,,.;~ ,, .':::· ... ·:{:2::.:::·~-\ >>:: ·:,.,.-:;:>"·>-·~-:. '"?~:!'.!; '. '?:'"'. ¡-.:-;.-., -' · __ :., .. 

hilera de diez cerdas cortas y gru.esas •. de.col~r riegr() (~gura 7). 
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Figura 6. Dimorfismo sexual en D1osoph1la me/anogasler. 

!Tornado de Flybase.indlana.edu) 

~ El at1domen del macho tiene en su extremo terminal tres segmentos fusionados, visiblemente 

melanizados y la terminación es redondeada {Figura 8), mientras que en Ja hembra, el 

abdomen presenta una terminación ligeramente puntiaguda, no presenta fusión de 

segmentos y fa coloración es uniforme {Agura 9). 

~ En Ja hembra la placa genital presenta un ovopositor (Figura 10a), mientras que en el 

macho, Ja placa genital estó conslituida por múltipfes piezas y es de coloración obscura 

{Figura 10b). 

TESIS CON 
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Figura 7. Comparación de la parle basal del torso del primer par de palas en machos y hembras de 
Drosophifa. La flecha'lnclica ta presencia de peine sexual en machos (Tomado de Demerec. 1965) 
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b) 

Figura 8. Morfología externo del abdomen de una hembra de Dtosophila. a) Vista ventral, b) Visto terminal. 
(Tomado de Bate y Marlínez-Arias, t993) 

Figura 9. Morfología externCJ del abdomen de un macho de Drosophi/o. o) Visto ventral. bj Vista terminal. 
(Tomado de Batel Martínez-Arios. 1993) 

a) ovopmitor 

Figura 10. Morfolo>rlo externo de lo placo genital de Drosophilo. o) Hembra y b) macho 

(Tomado de Flybose.indiana.edu) 

La necesidad de control en el uso de sustancias químicas requiere que cada sustancia química 

de síntesis a la cual el hombre estó parcialmente expuesto, sea homologada. La legislación de 

varios paises ha establecido reglamentaciones que toman en cuenta, entre otras elementos, el 

potenci<JI tóxico de estas sustancias. El número y tipos de pruebas toxicológicas poro fines de 
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homologación varían do país en país. Algunas de esas pruebas son los estudios de corta 

duración o mediana duración, ensayos metabóllcos, de mutagenlcidad y de reproducción 

(Vetorazzi, 1985). 

El gen cltocromo P450 en Orosoph/la melanogaster. 

En el genoma de Drosoph/la rnelanogaster la superfamllia del gen P450 se encuentra 

representada por 90 secuencias, de las cuales 83 codifican para genes aparentemente 

funcionales y, 7 son aparnmtemente pseudogenes. Mós de la mitad de estos genes pertenecen 

a solo 2 familias: la familia CYP4 y la familia CYP6. La CYP6 es especifica de Insectos mientras 

que la CYP4 Incluye secu1~nclas también comunes a vertebrados. 

El mapa genético de la distribución de genes P450 de Drosophlla melanogaster muestra: 

a) La ausencia de gEtnes P450 en el cromosoma 4 y en el cromosoma Y. 

b) Mós de la mitad de los genes P450 se localizan en el cromosoma 2. 

c) Las grandes agrupaciones contienen 9 genes. 

Las enzimas P450 estón Involucradas en el metabolismo de una variedad de . señales 

molec~lares tales como hormonas, ;ltaminas, oxlllplnas, ele:. (Neb~rt'.: 1l994.¡/;¡~ eili'bargo, se les 

confiere una mayor participación en la blotransformaclón de sustaricÍ~~· Í<Émoblótl~as (Coon. et 

.al .. 1996). 

En· insectos las enzimas P450 estó.n. lnvÓiucradas en las vías bioslntétlcos de ecdisteroldes y 

hormonas Juveniles, ambas Importantes en la etapa central de crecimiento, desarrollo y 

reproducción en los Insectos. ·También metabollzan productos naturales de plantas e 

Insecticidas resultando en bloactivaclón o desintoxicación (lije!, et al .. 1999). 

Los miembros de la farnlilc1 CYP 12 de Drosophlla melanogaster (CYP 12A4, 12AS. 1282, 

12C1, 1201. 12E1. CYP301A1 y CYP302A1) presentan algunos rasgos estructurales en común con 

CYPl 2A 1 y P450 mltoconclrial de mamíferos (Tijel. et al .. 1999). 

Prueba de Teratogénesls on Drosophlla. 

En 1991, Lynch et al .. prc>ponen criterios para clasificar como teratógenos a compuestos que 

Inducen alferaclones durcJnte el desarrollo de Drosophi/a, mediante la inducción de dos tipos 

principales de fenacopla~;: la modificación de las cerdas humerales (originalmente rectas), las 

cuales fonnan un óngulo de 45 °, por lo que las cerdas humerales alferadas de esta manera son 
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denominadas "tipo bent". o bien, éstas se presenlan en un número diferente al par habitual y, la 

discontinuidad en el borde de las olas. similor al fenolipo mostrado por moscas portadoras del gen 

Notch, por lo que a esta olleración se denomino "tipo Notch". 

A partir de los resullodos obtenidos al evaluar el efecto de algunos oneuploidógenos como la 

colchicina. la vinblastina y la vincristino, Mur1oz y Ramos ( 1997) reportaron que en Drosophí/a. un 

efecto asociado a la actividad genotóxica d•3 estos compuestos, ero recobrar en número 

significativo, organismos con molforrnociones en cabezo. ajos. probaseis. tórax y abdomen. Sin 

embargo, en otros trabajos en las que se ha •3voluada el efecto de diversos compuestos o 

cancentraciancs bajos, so han idenlificodo airas variables de respuesto que muestran diferente 

sensibiliclad. dependiendo de la no1uroleza química del cornpueslo (Muñozel o/ .. 2002). 

Clorhidrato de Slbuframlna 

El clorhidrolo de sibulrarnlna, también conocido con1a Mesuro. Raductil. Reductit. Hipogros. 

Salón. Melidio a Alenlx (Figuro 11 ), es un medicamento que o partir de su aprobación por to 

FAD en 1999, se empleo en las tratamientos prolongados paro lo reducción de peso. Se utilizo 

asociada o dielas hipocolólicos pero no asociado con afros medicomenlos para la obesidad. 

Entre los efectos secundc1rios que se han 1eporlodo se encuentran: Dolor de cabezo. insomnio. 

eslreñimienlo, oumenlo ele lo frecuencia cardiaca y siendo más frecuente. la elevación de lo 

tensión orleriol (5-.10% de los pocientes). por to que el trotc1mienlo debe ser suspendido 

(SomorribCI, 1999). 

Figura 11. P1esen!ación farmac.~ufica del clarhidra!a de sibu!romina (Tomado de 

hl!p //11>ww.isli.org.il/reduclil.h!rnJ. 
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Es un compuesto químico que se presenta en forma racémlca (Figura 12), del cual se pueden 

obtener dos enantiómeros mediante una cromatografía de fase estacionaria (Qun, 1999) 

(Figura 13); 

Me 

CI 

Figuro 12. Estructura química a~I C:1;;'rti1dratod~ slbutramlna (Tomado de Qun. 1999). 

"~i)<c1~-. 
· 1+1 e HCI Slbuircimlnc:í< · .·• 1-~ 1 •. 1-1r.1 ~,;,.r.:;,;1i1<1h11trnmlnn 

./. :·· :;<.'':< ;' ,. ¿:;¡::.- 2 :· "' ' 
;·.·:_·-~~':/>~.·;.~.:.:·}~.~~~-- <:-~~·~~· ~ ... ,,... · ... - .. · -~- · .. -< - . - '..·.::·:-:.· __ , .::::/ .. -__ ;·: .. - .~>~-<~~ -::.e;/ :~s-~~-

Flgura 13 Fórmula de 1()5 enanflómeros del clorhidrato de slbutramlna; El _aslerlsco Indica el cambio.de 

· ;:;~: ·~h?ºn~~:cl.6~ (To;~~~~~~,~u":'J19:~j:l·~:S'\,;;; ' ·· 

. Es una amina terciaria qu•~ eJerceL ef:cto a lravéj~~'sus.~etabó1itos ~mínlcos primario y 

secundarlo, producidos por una desmetila~Íón ~e ¡i;i;,,~lé¿Üía,~rigl~al (Flguréi 14). Es un inhibldor 

de la recaptación de la St~rotonlna y lcl noradiJnCllJ~a, I~ :~,~~ ~r~VOCC Un aumento de estos 

neurotransmisores en el corebro, dando una sensá_clón.de s6ci~déid. Este compuesto al Igual 

que sus metabolitos no son agentes liberad~~es de _mon~arTilna·~. ni inhlbidores de la 

monoamino-oxldasa; tampoco tienen aflnldad can un amplio rango de receptores de 

neurotransmisores (Grundlah, 1997). 

En estudios donde se utilizaron ratas en fase de crecimiento y animales obesos, este compuesto 

redujo el Incremento ponderal de peso, lo que se atribuye a un doble mecanismo de acción: 1) 

reducción de la lngesta calórica o través del aumento de la saciedad e 2) Incremento del 

gasto energético por aumento de la termogénesis. Se ha demostrado que estas acciones estón 

mediadas por la inhibición de la recaplaclón de serotonlna (5-HT) y la noradrenalina. También 

se ha observado su capacidad para reducir las concentraciones de triglicéridos. colesterol y 

lipoproft3fnas de baja densidad, mientras que aumenta los niveles de lipoproteínas de alta 

densidad (Hansen, 1999; Seagle, 1998). 
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Se han t'eporlado efecto:; de tipo termogénlcos (Incremento enel potenclal de oxidación 'i::le 

los ócldos grasos del mtísculo) (Connoley et al., 1999) y su eficacia se ha demostrado en 

diferentes estudios clínicos con más de 5 000 casos controlados (Cuellar y_Monsalve, 2000); 

Farmacoclnétlca ... · .. ·· 

El clorhidrato de .. slbutmml~~<es abiÓrblJo ;;L~~~x1mddamente • en un . 77%i en. ~I ·· · lraé:tCl. 

gas1ro1n test1na1. · a1carizan8,o\el tp1co ;: máximo cie ·. concentración . a 1ás 1 ~:Ro;ds • de .• 'sii 

administración. Este·c6mb~~~í6''~1'i~uaÍ ~u~· s~s mel~bolltos, tienen la capacld;;d ~·~ uri1i-se6 . . ' , ,_ ' '" ' -· . . ,. -- ~ ., . . . ' , - . '' 

proteínas plaslllóticas' en li'n• 973y''~n 94% respectivamente, lo que favorece que se dislrÍbuycin 

rápldam~nte:~rÍ t~d~;·~i~oi~anÍ~~o C>1canzC>ndo en 3 a 4 horas su concentración mó>dr¡:;a ~~··. 
riñón e hfg~cl6; Su vld~·;:,;.~di~ ~~de 14 a 16 horas (Seagle. 1998: Apfelbaum. 1999); . . .. _-_:)· 

SlllUTRAMINA 
(amina terciaria) 

Metabollto primario (amina secundarla) 
MAlnhnllln ''"" oncinrln lnmlnn nrlmnrlnl 

n 
Inhibición de lo recaptura de serotonlna y 

nnrnrlrRnnlfnn 

n 
Aumento de ta función de la serotonlna y 

nnrncirAnnllnn An Al SNC: · 

~ 
Sacleclad temprana Aumento del gasto energético 

(reducción do lngesto de comida) (termogénesls) 

~/ 
Pérdida de peso 

Figura 14. Mecanismo de acción prop1Jesto para el clorhidrato de slbutramlna (Modificado de 
Gundlah, 1997) 
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El metabolismo hepótico es la principal vla de eliminación. Sus metabolitos activos M 1 y M2 son 

hldrollzados y conjugado¡ a M5 y M6 (Inactivos), y elimlnados preferentemente en la orina, con 

una proporción orina/heces de 10/1. Se excreta principalmente como un conjugado del ócldo 

glucorónlco. 

Estudios mlcrosomales hepótlcos In vltro Indicaron que la CYP3A4 es la principal lsoenzlma del 

citocrorno P450 responsable del metabolismo de este compuesto. Datos In vltro revelan que no 

existe afinidad con CYP:206, enzima Involucrada en. las Interacciones farmacoclnétlcas con 

numerosos fórmacos. OtnJs estudios In vltro revelaron que el clorhidrato de slbutramlna no tiene 

efecto r.lgnlflcativo en la actlvld~d de las principales lsoenzlmas del citocromo P450, Incluso de 

CYP3A4 (Gundlah. 1997). 

No se tienen evidencia!• de actlVldad mutagénlca en sistemas In vltro y en animales de 

experimentación; tampo•::o se han reportado dalos sobre actividad carcinogénlca en ratas y 

ratones hembras. En est•Jdlos sobre su efecto en la reproducción, utilizando como modelo 

ratones y conejos, no se "tienen reportes de actividad teratogénica; sin embargo, en humanos 

este medicamento estó contraindicado durante Ja gestación (Somarriba, 1999). 
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Justlflcc1clón 

Los productos farmacéuticos han supuesto uno importante aportación para el tratamiento y 

prevendón de los enfermedades humanas. Lo venta no restringido de medicamentos es un 

hecho cotidiano y con frecuencia adolece de estudios suficientes para establecer un riesgo de 

exposición. En los últimos años se ha presentado una especial atención a los peligros de la 

medicación, ya que ciertos productos o la administración simultánea de varios de ellos pueden 

dar lugar a reacciones adversas Inesperadas (Vega, 1985). Es Importante determinar el riesgo. 

de que una sustancia o crgente flslco. al ser administrada al individuo, pueda causar daño. 

Objetivo General 

,· ·. 
v" Dehirmlnor el potencial terotogénico del clorhldrato de slbutramlna, empleando el modelo 

in vivo de Drosophila. 

Hipótesis 

•:• Si el clorhidrato de slbutromlna es un ~ompueslo que llene la capacidad de Interferir .en los 

procesos de diferenciación celular; lue~o entohces larvas de Drosophl/a me/onogaste~ 
expuestas durante su desarrollo a la: acclóíl de e;·fe ~ompuesto, presentarán alÍeroclones en 

la diferenciación de lcrs estructuras del adulto. 
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Materlales y métodos 

Cepa utlllzada 

Se emplearon hembras I' mochos de lo cepo sllveslre Conton-S, los cuales son considerados 

organismos de referencia y muestran el fenollpo y capacidad metabólico de llpo silvestre. 

Compuestos 

ClorhidnJto de sibutrominc1, elaborado por los loborotorfos Químico Knoll de México, S.A. de C. V. 

Obtención de las larvas 

Poro obtener los larvas que se. aslgnarfon o las diferentes concentraciones del compuesto. 

cultivos maduros de moscas silvestres, Canten- S.· fueron sincronizados por 8 h en frascos con 

medio de cultivo fresco, enriquecido con levadura. Al término de este periodo los organismos 

fueron regresados a sus frascos originales y se esperó a que los huevos colectados continuaran 

su desarrollo hasta el tercer día. Los larvas se extrajeron del medio de cultivo mediante uno 

solución de sacarosa al 20%. la cual los hoce flotar, por densidad, entonces se hicieron posar a 

través de un embudo de separación y se colectaron sobre uno mallo de nylon (NOlhlnger, 

1970). Al momento de lnlc:lar el tratamiento las larvas tenían 72 ± 4 h de edad. 

Tratamiento 

Se realizó una prueba de solubllldad o partir de la dosis dlaria .. admlnl~trada en IÍurríanos (10 

mg). El contenido de la cópsula se pesó en una balanza analrtlca; r°eiglstr;;nc:IC> 0.247S g, el cual 

fue disuelto en un volumen final de 40 mL de agua deslllada.'·A p'art1r cie. esta soluclón "stock" se 
v- .-'' • 

prepararon por dilución lm diferentes concentraciones: 0.03, 0.06, 0.12, 0.24, 0.49, 0.98, 1.95, 3.9. 

7.8. 15.6, 31.25, 125 y 250 ppm. Para realizar las diluciones se empleó agua destllada, misma que 

se consideró como testigC> negativo. 

En tubos homeopóffcos que contenfan 0.6 g del medio lnstantóneo poro Drosophl/a (Carolina 

Biologlcal Supply Co Burtington. N.C. USA) y 3.5 mL de cada una de las concentraciones a probar, 

se colocaron grupos de 150-200 larvas. Las larvas permanecieron en este medio hasta que 

entraron a la metamorfosis y emergieron como moscas adultas (48 h). 
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Anállsls al microscopio 

Los adultos recuperados efe los tratamientos se fijaron en una solución de alcohol: Tween 80: agua 

para su posterior anólisis <JI microscopio. Se registró el número total de Individuos/sexo obtenidos 

por concentración en ccida uno de los lrafamfenlos y posteriormente se calculó el Indice de 

sobrevlvencla (IS) y el lndfi:e sexual (lsx). De manera paralela se reafizó un anólisis morfológico con 

un microscopio estereoscópico a un aumento de 30x para registrar el número y lipo de 

alteraciones observadas e•n diferentes estructuras para cada uno de los organismos. El tamaño de 

muestra analizado por concentración fue de 500 organismos, mismo que se obtuvo al menos de 

dos repeticiones del frafarnienlo. 

Análisis Estadísffc:o 

Con los dalos registrados, se procedió· a calcular: 1) el Indice de sobrevlvencla (IS) y 2) el índice 

sexual con base a las siguientes fórmulas respectivamente: 

1) Índice de sobrevivencl<J (IS) = # fatal de orgqnlsmos en lote experimental 

#Total de organismos recobrados en lole testigo 

2) lndlc1i sexual (lsx) = # de mqchos en lote experimental 

# Total de organismos recobrados en el lote experimental 

Para :determinar si existían diferencias sfgnlficafivas entre el número de organismos alterados en 

los lofes·~~perimentales con respecto a los lotes testigo se realizó una comparación empleando 

las tablas para el mínimo número de eventos slgnlflcafivos en una muestra binomial de 

Kastenbaum-Bowman (1970), con un valor de slgnlficancla P<0.05. 
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RESULTJ1DOS 

Para descartar un efecte> negativo del clorhidrato de slbutramina en ta sobrevlvlencla de los 

organismos tratados, se procedió a cuantificar el número de organismos recobrados, tanto en el 

lote testigo como en los lotes experimentales. En la tablo 3 y gróflca 1 se muestran los datos 

obtenidos en los experfmsntos para los índices de sobrevlvlencla (IS). El valor de 1.0 o del 100% 

correspc>nde al número de organismos recuperados en los lotes testigo. Con base en estos 

resultados, en las concentraciones probadas el compuesto no mostró actividad tóxica. 

Con lo flnalldod de determinar si existían diferencias significativas en el IS obtenido en los 

tratamleintos se realizó un ANOVA de dos vfas, el cual mostró que al menos dos de las medias 

poblaclonafes no son lgL•ales. Mediante la prueba de Tukey se determinó que los diferencias 

significativas entre los medias poblaclonales se deben al tratamiento 1 (Tabla 4). 

Debido a que en otros experimentos se ha observado que algunos compuestos tienen la 

capacidad de modificar la proporción de sexos esperada, se procedió a obtener los índices 

sexuales en los tratamientos con el clorhidrato de slbutramlna. Mediante un anóllsls de varianza 

se determinó que los varinclones observadas en los datos (tabla 3 y grófica 2) se deben al azar. 

Posteriormente, cada organismo fue analizado al microscopio para determinar el número y tipo 

de alteraciones presentes (Tabla 5 y grófica 3). Los resultados obtenidos Indican que aunque 

existen diferentes blanco;, los malformaciones mós frecuentes y evidentes se presentan en las 

placas genllal y anal de hembras y en ta placa genltol de machos. 

En la fl'1ura 15 se muestra la morfología normal de la placa genital y la placa anal de una· 

hembra de Drosophila. En la figura 16 se muestra la olteroclón en placo genital de una hembra 

y la espermateca expuesta en ta concentración de 0.12 ppm. La figura 17 corresponde a la 

concentración de 0.24 ppm y se muestran alteraciones en placas anal y genllal. 

La frecuencia de organismos alterados en los lotes testigo y en tos lotes experimentales, se 

comparó usando las tablas para el mlnlmo número de eventos significativos en una muestra 

binomio! de Kastenbaum y Bowman (1966) a una P = 0.05 como Indicador de significancla 

(Tabla 5). Las concentmclones en las cuales se superó el número mínimo de organismos 

alterados, en comparación con los recuperados en los toles testigos fueron: 0.06. 0.12, 1.95, 15.6 

y 125 ppm. 

Al comparar la tendencloJ de las curvas del IS y la frecuencia total de alteraciones obtenidas 

(Grófica 4), se observó que entre ambos parómetros existe una correlación negativa, es decir, 

que a medida que aumEJnta el IS, la frecuencia de alteraciones va disminuyendo. Un aspecto 

interesante es que el número mayor de organismos con allerociones se recobra a 

concentraciones bajos y conforme ésta aumenta, el número de organismos disminuye. 
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Si se ampliara el rango de concenfraciones consideradas, posiblemente a concenfraciones 

mayores a 125 ppm se llegaró a un punto de inflexión enfre ambas curvas. 

DISCUSIÓN 

En el cc1mpo de la Toxiccologla genéfica han surgido diversos planfeamienfos con relación a los 

sistemas de prueba que1 han de emplearse a fin de esfimar el riesgo de la exposición a 

sustancias con posible pofencial teralogénico. Los experimentos con animales pueden ser 

divididos en dos grandes ciases: 1) estudios para probar compuestos o agentes con pofenclai 

descom:>cido y 2) estudios de segunda fase o ampliación sobre efecfos de agentes cuyo 

potencial para causar m<llformaciones ya ha sido estabiecido {IPCS, 1984). 

,- ·". 
Drosophita melanogaster, es un modelo uflllzado ampliamente en la detección' de daño tanto. 

en células somólicas corno en células germinales. sin _embargo,, de manera re~ienfe se propuso . ' .... ··~,. - . . 
.·-,-· 

. .' ~-.-, ,:·:~·: _., \'.,\ · .. ·' ',_-, .. : ~. 
~>''::. "'·->.'>._~:_,::: . ,, .. -~ -~ "' .. :.:·- -.;:,:·.:.<;_~.:-~;<< ~:- . 

su uso en pruebas ferato,1énlcas. 

. · ·,·'.~·' . "\·' ::-:;.-:-·' 
En el presente frabaJo un aspecfo qÚe llamó la atención fÚe"el lleC:hodeqúe\e''ré'cóbró un 

número mayor de arganlimos en los iotas experknenfaies q~e en ~l lof~_te~trgc:l.~ntci6iC:>r que se 

considera de gran Importancia en los estudios con Drosoph//a, es IÓposiblé respuesfa al esfrés, 

la cual pudiera generarse debido a: 1) una excesiva manipulación o;.2¡:¿~r!;;i.estímulo que 

representa la exposición <l los genotóxicos. 

Con relación al primer punto, el número de larvas que se colocó en cada vial fueron grupos de 

entre 100 y 150 individuos. sin en realidad haber hecho un conteo, Jo cual Implicaría una 

manipulación direcfa. Se considera que aún con esta precaución el efecto de la manipulación 

no se elimina en su tofalidad, por lo que probablemenfe las larvas respondieron a esfe evento 

desfavorable aumentando lo producción de las proteínas de estrés térmico o proteínas anll

estrés cuya función principal es la de profeger a Jos células del efecto dañino permitiéndoles su 

recuperación y permane•ncia (Paez 1998). Sin embargo si la manipulación flrero la causa, el 

efecto se hubiera visto reflejado de igual forma en la respuesta de las serles testigo y 

experlmenfales y lo cual se observa claramente que no ocurrió. 

Por otro lado, se tienen referencias de que en los organismos que son sometidos a estrés durante 

su desarrollo se pueden mcobrar efectos adversos (IPCS. 1984). Paez ( 1998) repo1ta que cuando 

los orgcrnismos se exponen a metales pesados, alcoholes y ofros venenos metóbolicos, se 
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induce la expresión de estas proteínas anti-estrés. Lo anterior comparado con lo obtenido en 

este trabajo, permite Inferir que el contacto con el compuesto pudo ser un estímulo que 

generara esta respuesta. 

Se ha reportado que en Drosoph//a estas proteínas participan durante el desarrollo y/o Ja 

dlfencloclón y en el rest~1bleclmlento de la función celular después del estrés (Tanguay, 1983; 

Novar, 1984; Salomón et cr/., 1991; Arrige et a/., 1980; Wllliom, 1993), por lo que probablemente en 

los lotes experimentales i;e Indujera una mayor producción que permitiera su dlsponlbllldod y 

permanencia para que le>s procesos bioquímicos propios del desarrollo se realizaran de manera 

favorable, generando en los organismo~ una mejor respuesta de sobrevlvencla. 

Con respecto a lo lnducc:lón de malformaciones, se obtuvo mediante la pruebo estadística de 

Kastenbaum y Bowman un incremento en las alteraciones en placas genital y anal de hembras 

y placa anal de machos que fueron expuestos al clorhidrato de sibutramlna en sus diferentes 

concentraciones, sin embargo al realizar el análisis al microscopio de los adultos no se observó 

otro tipo de malformaclcines, como las cerdos humerales tipo "bent" y las alas tipo "notch", 

reportadas por Lynch y c·:>loboradores (1991 ), fas cuales proponen como las mas consistentes y 

de moy•:ir frecuencia en este tipo de pruebas. 

Existen otros trabajos en los que de Igual manera se reporta un efecto a nivel de las placas 

genital y anal en ambos sexos (Flgueroa, 2003). 

Con base en lo reportado por Riddlford (1993), una posible explicación a lo anterior es que 

duranle las primeras fases de Ja diferenciación celular de los discos lmagales, que tienen lugar 

Justo después de la formación de la pupa, cuando se activan Jos genes específicos de las 

estructuras del adulto, pudieron haber ejercido sus efectos las proteínas anti-estrés. 

La morfogénesis de la región terminal de Ja hembra comienza aproximadamente después de la 

formación del pupario Involucrando procesos celulares, que completan el desarrollo de Ja 

región terminal a las 52 horas después de la formación del puporio (Jürgens y Hoerensteln 1993). 

En los machos, la morfogénsis de la región terminal comienza dentro de las primeros 10 horas 

después de haberse formado el pupario y se completa 31 horas después de haberse formado el 

puparlo (Jürgens y Haerenstein 1993). En ambos casos, la morfogénesls de la reglón final 

abdominal se completa en las últimas horas de la fase de pupo, cuando, muy probablemente. 

existe un patrón diferencial de disponibilidad de receptores de superficie de las membranas de 

las células que estón en proceso de diferenciación. Quizá las células involucradas en la 
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formación de las regie>nes finales abdominales en ambos sexos posean una mayor 

disponibilidad de receptores apropiados para la unión con el clorhidrato de slbutramina, por lo 

que resultan afectadas. 

Aunque diferentes comp1Jestos actúen en el mismo periodo del desarrollo embrlonarla·y sobre 

el mismo sistema, cada uno prodl•ciró un modelo o patrón especmC:ó de maltO~rnaclones: Esto 

permite suponer una com3taclón entre el compuesto químico y la~ estruC:turcs blanco (MufÍoz, et 
al .. 2002). 

..•·,', :; 

Los resultados mostraron que Drosaphlla me/anogaster es sensible . al · e~~i!} tératogénlco 

Inducido por el clorhldrck> de slbutramlna, lo que permite suponer que.exlstei'blotrarisformación 

del compuesto, probablemente dependiente del cltocromo P450. ·En insectos se'ha reportado 

que las enzimas dependluntes del citocromo P450 estón Involucradas: en l~s ~fas bloslntétlcas de 
. . " ' -.. 

ecdisteroldes y hormones juvenlles, ambas Importantes en la eta~°: central .de crecimiento, 

desarrollo y reproducción en los Insectos. Estudios realizados por'11Jet, ·e·t al .. (1999) reportan que 

estas enzimas también pcJrliclpan en la bloacllvaclón o deslntoXrca~IÓn de algunos productos 

naturales de plantas e lns13c1Jcldas. > · " · ·:. :.. : · '. . " · 
TIJet et al .. (1999) reportan que la CYP3A4 es ia'jirtnéi~aÍ. lsoenzl~a dél cltocromo P450 

responsable del metaboll:;mo del clorhidrato. de ;,b~tr~~il'lá.511'1 embargo no existen reportes de 
:- - '-"'"·· -~.:;-~:'-:\.:~,. -....;_-,:·--:·-,- -~---- -~ 

la presencia de esta molécula en et genoma de Drosophlla,'por lo que es posible que exista 

otra molécula que reallcc3 las funclcine!l'ci~'J6 CYPJA4 6 bien que ésta no ha sido Identificada 
-. - -- '--··---·"''<· 

'~; r { 

aún. <'. !c')':f,~0;~,>; ·:., 
Puede suponerse que el c:lorhldratC> de""$1buiramlna al generar la síntesis de protelnas anll;estrés 

permitió que éste acluam en elint~rl<Jr ¿eluJ~r. activando o reprimiendo la expresión de ~lertos 
genes Indispensables en el des6rro1Ío: 

Debido a que no se han reportado evidencies de actividad teratogénica para el clorhidrato de 

slbutramina (Somarrlba, 1999), se sugiere realizar otro tipo de anóllsis para obtener la respuesta 

genotó~Jca del clorhidrah' de sibulramina y establecer una relación entre su genotoxicldad y la 

Inducción de alteraciones. 
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CONCLUSIONES 

1. Drosophila melano:Jgaster es un modelo In vivo sensible a compuestos con actividad 

1eratogénica, 

2. El clorhidrato de :;ibutramlna no Indujo efecto negativo en el Indice de sobrevlvlencla 

recobrado en los 1ratamlentos con moscas de la linea Canton-S. 

3. El clorhidrato de :;ibutramlna presentó actividad 1eratogénlca durante el desarrollo de 

moscas de la línec1 Canton-S. 

4. El clorhidrato de slbutramlna alteró de manera especifica el desarroll_o dei.p1<lca anal y 

genital de hembms y placc1 anal en machos. 

5. La DTT (Drosophi/cr Teratogenesls Test) puede ser utilizada en estÚdl~~ d;,; monlto;éo de 

compuestos con posible actividad teralogénlca. 

6. Con base en los r·esultados obtenidos en este y otros trabajos, es lrnporta~t'~co~stderar 
otras estructuras como Indicadoras de la actividad teratogénlco de 'ci1versas sustancias 

en el desarrollo en Drosoph//a metanogaster. 

7. Se requieren de más estudios para establecer los criterios mortológlcos de respuesta 

ante la exposición a diversos compuestos con potencial teratogénico. 
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íiu. 1 :) Modok1ílio norrnol. Tu~fiyo nouulivo. /\/ pluco qer1ilal 
~· ¡q placa anal. 

r io. I / Alleración en hembra inrJucida por el 
clorl 1iclrulo de sil>ulramina ¡0.24) pprn. A) placa 
qf-:nral y BI ploco anal. 

Ag. 16 Hembra con alteración en placa genital. 
Tratamiento con clorhidrolo de sibulrarnlna (0.12] 
ppm. la flecho muesha la esperrnoteca expuestc 
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Tabla 3. Índice de sobrevlvlencla, desviación estándar e índice sexual obtenidos 
en los tratamientos con clorhidrato de albutramlna. 

[ppm[ ..,, (5 total Is'¡' [S d' lsi<'±S lsx 
o 104 128 232 t 1 l.CltO.O 0.55 

0.03 197 224 421 1.98 1.75 2.2t1.60 0.53 -0.06 179 153 332 1.72 1.2 l.ttl.08 0.46 

0.12 201 227 428 1.93 1.77 2.4±2. l l 0.53 

0.24 173 185 358 1.66 1.45 1.8±1.0l 0.52 

0.49 176 206 382 1.69 1.61 2.1±1.68 0.54 

0.98 161 152 313 1.55 1.19 1.6t1.05 0.49 

1.95 163 157 320 1.57 1.23 1.8±1.59 0.49 

3.9 219 178 397 2.11 1.39 2.0tl.27 0.45 -
7.8 183 184 367 1.76 1.44 l.8±U.BB 0.5 

15.6 160 153 313 1.54 1.2 1.6±0.95 0.49 

31.25 194 189 383 1.87 1.48 1.9±1.22 0.49 

62.5 133 150 283 1.28 1.17 l.6t1.50 0.53 

125 122 124 246 1.17 0.97 1.1±0..>7 0.5 

Tabla 4. Prueba de Tukoy: Varlable 1 

·-Probablltdad posterior de una prueba 

ANOVA de Hoc en un resultado promedio: Vor 2 

VAR2 {1} {2} {3} 
3.138572 1.109286 1.135 

1 {1) 0.000123 0.000123 

2 {2} 0.000123 0.993126 

1- 3 {3}' 0.000123 0.993126 

1 

Ef.:'I' :\. "'· 
~. _:.. .1 • ·- ' 

,~ LA B T'I"" '1 ·' D~ . . l.ll~·t. .. _:~ \'" 
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Tabla 5. Tipo de alteraciones inducidas en los tratamientos con Clorhidrato de sibutramina en moscas Canton·S. 

Compunto No.total llpo de 1llllraclones Frac.total/() 
[mM) daarg. de 

Ojo• A111tipo Abdomen Placa genltal 1llllraclonn 
"Nolch" aborquillado yplae11nal 

Testigo 232 1(0.IKU) ~3{ª.19) 44 (0.19) 

0.03 421 1 (0.002) 4(0.001) 1(0.002) 95(0.23) 101 (0.24) 

O.O& 332 1(0.003) 88(017) 89 (0.27)* 

0.12 428 2(0.005) 4(0.009) 104(0.24) 110 (0.26)* 

0.24 358 1(0.003) 2(0.006) 86(0.24) 89(0.25) 

0.49 382 1(0.002) 1(0.002) 49(0.13) 51 (0.13) 

0.98 313 56(0.18) 56 (0.18) 

1.95 320 2(0.006) 1(0.003) 79(0.25) 82(0.26)* 

3.9 397 4(0.01) 3(0.008) 4(0.01) 53(0.13) 64(0.16) 

7.e 367 2(0.005) 57(0.16) 59(0.16) 

15.6 313 7(0.02) 1(0.003) 87(028) 95(0.30)* 

31.25 383 3(0.008) 75(0.2) 78 (0.20) 

62.5 283 46(0.16) 46(0.16) 

125 246 6(0.024) 87(0.4) 93 (0.38)' 

"'" o 
•Pruebo de Kastenbaum-Bowman P=ODS 
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Grólica 1. Indice de sobrevivencla obteródo en los lratamiento1 con clorlidralo de slbutramlna. 
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Gráfica 2. Índices Sexuales obtenido en los tratamientos con clofhldtafo de slbutramlna. 
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Gráfico 3. Frecuencia de alteraciones obtenidas en los !rclcmienfo; con 
clorhidrclo de sibulramina en Orosophilo melanogaster. 
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