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RESUMEN 

El cianato de sodio es un compuesto con propiedades 
antineoplásicas que se utiliza en el tratamiento de mielomas, 
hepatomas y en otras alteraciones de los eritrocitos, atribuído 
esto último a su capacidad de carbamilación irreversible en los 
residuos NH2-terminal de la valina de alfa y beta globulinas. Esta 
sal es biotransformada de forma selectiva a nivel de síntesis de 
proteínas en células tumorales; su presencia puede inhibir la 
incorporación de aminoácidos en las proteínas citoplasmáticas y 
nucleares. Inhibe la acción del benzo(a)pireno y del 
7'12'dimetilbenzo(a)antraceno. Aunque realmente no se conoce el 
mecanismo de acción del cianato de sodio, se sabe que actúa 
específicamente en células dañadas. 

Los objetivos de la presente tesis son: Evaluar la eficiencia 
de la prueba de mutación y recombinación somática (SMART), como una 
metodología para probar relaciones de sinergismo o antagonismo 
entre diversos compuestos en las células somáticas de Drosophila 
melanogaster y, 2) Determinar el efecto del cianato de sodio 
(CNNAO) sobre la genotoxicidad de la N-nitrosodimetilamina (DMN) y 
de la azida de sodio (NaN,). 

Larvas transheterocigóticas flr3 +/+ mwh de 72 horas de edad., 
obtenidas de la cruza entre 9 flr2/TM3,Ser X da mwh/mwh, se 
sometieron a los siguientes tratamientos. 

Se expusieron larvas de 72 i 4 horas a un primer tratamiento 
de 6 horas (tratamiento agudo) con sacarosa (58); DMN (10 y 12.5 
mM) ó NaN, (2.5, 7.5 y 12.5 mM) y un segundo tratamiento de 40 
horas (tratamiento crónico) con el cianato de sodio (10, 50 y 100 
ppm) obteniendo una exposición total de 6 X 48 horas. 

Se montaron laminillas con las alas de los organismos adultos 
transheterocigóticos, las cuales se revisaron a 40 X. Se registró 
el número, tamaño y tipo de manchas inducidas. El análisis 
estadístico se realizó con el programa de cómputo SMART a un nivel 
de significancia de o= 0.05. 

En este trabajo se encontró que el cianato de sodio no es 
genotóxico cuando se administra por alimentación a larvas de tercer 
estadio de Drosophila melanogaster en tratamiento crónico. Sin 
embargo muestra un comportamiento mitogénico en concentraciones 
mayores a 50 ppm. 

El cianato de sodio incrementó la genotoxicidad de la DMN en 
tratamientos combinados; y mostró interferencia negativa cuando se 
le administró con azida de sodio. 

El presente trabajo muestra que la prueba de mutación y 
recombinación somática (SMART) en células de alas de Drosophila 
melanogaster es una metodología sensible, versátil y económica para 
estudiar las interacciones entre varios compuestos. 
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INTRODUCCION 

Toxicología 

La toxicología estudia los efectos de sustancias nocivas 

(compuestos tóxicos) para los sistemas biológicos; además de 

intentar establecer la magnitud del daño inducido en función de la 

exposición a dichas sustancias. Se puede definir como tóxico 

ambiental a toda aquella sustancia potencialmente nociva que se 

encuentra diseminada en los diversos ecosistemas (Vega,1985). 

La exposición de los seres vivos a agentes químicos 

ambientales potencialmente peligrosos es frecuente. Se calcula que 

más de 100,000 productos químicos han sido elaborados para uso 

comercial e industrial, por ejemplo: aditivos de alimentos, 

cosméticos, medicamentos, plagicidas y otros más (De Serres, 1979) 

(Tabla I). 

De acuerdo con Timbren (1989), alrededor de 65,000 compuestos 

químicos se producen cada año en los Estados Unidos, y a éstos se 

suman entre 500 y 1000 sustancias nuevas anualmente. La presencia 

de estos compuestos en el ambiente es importante en la medida que 

se desconoce el riesgo genético que representan para los seres 

vivos. 

El impacto de los contaminantes en los organismos será 

diferente dependiendo del tipo de células afectadas. Cuando el 

efecto se localiza en células germinales, el daño se manifestará en 

las generaciones siguientes (Loprieno, 1980); mientras que la 

inducción de mutaciones génicas y aberraciones cromosómicas en 

células somáticas se ha asociado con el desarrollo de procesos 
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cancerosos (Loprieno, 1980; De Flora y Ramel, 1988). 

El aumento en la frecuencia de enfermedades y malformaciones 

congénitas ha impulsado el estudio de posibles factores ambientales 

asociados a la etiología de dichas alteraciones. El continuo 

incremento en las tasas de morbilidad y mortalidad por cáncer ha 

intensificado la búsqueda de alternativas terapéuticas enfocadas a 

identificar sustancias con propiedades específicas que puedan 

combatirlo, retrasar su desarrollo o prevenir su aparición. Así, se 

trabaja con gran variedad de sustancias, entre las que se incluyen 

de manera predominante productos naturales derivados de plantas y 

animales y otros compuestos que se han sintetizado con esta 

finalidad. 

La investigación de la actividad genotóxica de los compuestos 

que representan un riesgo mutagénico y/o carcinogénico para los 

seres humanos se ha multiplicado en los últimos años (Ames et al., 

1973; Clayson, 1980; Graf et al., 1984), centrándose en dos 

aspectos que han resultado reiterativos en diferentes estudios 

experimentales: existe una clara asociación entre la actividad 

recombinogénica y la carcinogénesis y, el inicio de un proceso 

canceroso frecuentemente está relacionado con cambios en la 

información genética de las células, es decir, tiene una base 

mutacional (Ames et al., 1973; Vogel et al., 1980; Cairns, 1981). 

Para detectar y cuantificar cantidades mínimas de compuestos 

ambientales potencialmente tóxicos se han desarrollado métodos 

analíticos de alta sensibilidad. La información así obtenida ha 

contribuido a determinar el significado toxicológico de la 



exposición a bajas concentraciones de contaminantes (Vega, 1985). 

Los compuestos ambientales de mayor interés en la toxicología 

genética, una rama Interdisciplinaria en la que confluyen áreas del 

conocimiento como toxicología, genética, química y medicina entre 

otras, son aquellos con capacidad mutagénica, carcinogénica y 

teretogénica; además de otros cuya acción tóxica se manifiesta como 

infertilidad, aborto espontáneo y/o muerte fetal. A este último 

tipo de manifestaciones en forma genérica se le denomina daño 

reproductivo. 

Así, un compuesto es considerado genotóxico si se ajusta a la 

definición propuesta por el comité de trabajo de la ICPEMC 

(International Commission for Protection Against Enviromental 

Mutagens and Carcinogens): "...un agente que produce una respuesta 

positiva en cualquier hioensayo que mida cualquier evento genético 

terminal...". Por lo anterior, para que un compuesto químico sea 

considerado no genotóxico se requiere su inactividad en las pruebas 

que miden los siguientes tipos de efectos: modificación de la 

secuencia de bases del ADN, rearreglos del ADN, alteraciones de la 

segregación de cromosomas y daño a la integridad cromosómica, entre 

otros (Brusick,1987). 

Uno de los objetivos principales de la genética toxicológica 

consiste en detectar y comprender las propiedades de un pequeño 

grupo de compuestos químicos altamente específicos para los ácidos 

nucléicos, y en particular para el ADN, que puede producir cambios 

en el material genético (Vogel, 1992). Para lograr lo anterior los 

esfuerzos en esta área se han centrado en: 
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1) implementar pruebas y métodos para evaluar el riesgo y definir 

el impacto de los agentes genotóxicos ambientales cuya presencia 

puede alterar la integridad del acervo genético humano (efectos en 

células germinales); 2) elucidar las relaciones entre genotoxicidad 

y la iniciación de neoplasias (inducción de tumores o cáncer) 

(Vogel, 1992). 

Muchos carcinógenos químicos muestran su actividad iniciadora 

a través de interacciones con el ADN nuclear que se pueden 

manifestar como daño genético permanente, del tipo de mutaciones y 

aberraciones cromosómicas. El rango de compuestos químicos 

potencialmente peligrosos va desde metales y compuestos inorgánicos 

hasta moléculas orgánicas muy complejas (Timbrell, 1989) (Fig.1). 

La iniciación de daño genético en células somáticas 

(carcinogénesis), o en células germinales (mutagénesis) está 

determinada por diferentes factores: 

A. La ruta de administración, forma de aplicación, tasa de 

absorción, adsorción, distribución y eliminación de los 

compuestos. 

B. La capacidad de biotransformación del organismo afectado 

(activación metabólica y desactivación). 

C. El tipo de interacción con el ADN (radicales libres, 

intercalación electrofílica). 

D. La tasa de reacción con el ADN y otras biomoléculas. 

E. El tipo y distribución de aductos en el ADN. 

F. La participación de daño secundario al ADN (ligamentos 

cruzados, sitios apurínicos, y otros). 

5 
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G. Reparación del daño al ADN (sujeta o libre de error, o la 

ausencia de reparación). 

H. Tasa de división celular. 

I. Expresión del daño genético. 

J. Tiempo transcurrido entre el tratamiento y el efecto genético. 

A su vez, estos eventos son modulados por una variedad de 

parámetros químicos asociados a los compuestos: lipofilicidad, 

factores estéricos, interacción con enzimas, reactividad absoluta 

y relativa, actividad óptica, mono y multifuncionalidad (Zijistra, 

1987; Waters et al., 1990). 

Los compuestos tóxicos pueden dividirse en: directos 

(compuestos genotóxicos terminales), ya que reaccionan con el ADN 

o las proteínas sin requerir biotransformación; e indirectos, que 

requieren de activación metabólica (compuestos precursores o 

promutágenos), los cuales pueden no tener propiedades genotóxicas 

per se, pero se convierten en especies genotóxicas al ser 

biotransformados (Vogel, 1991). 

Compuestos carcinogénicos y anticarcinogénicos 

Algunos compuestos han sido claramente identificados como 

inductores de modificaciones en el ADN, por lo que se han 

incorporado a la investigación experimental con la finalidad de 

reproducir efectos conocidos en condiciones controladas, tal es el 

caso de la N-nitrosodimetilamina (DMN). 

7 



N-nitrosodimetilamina (DMN) 

Es un líquido amarillo de baja viscosidad, altamente soluble 

en agua, alcohol, éter y en la mayoría de loe solventes orgánicos, 

incluyendo lípidos; es muy volátil. Su fórmula química es (CH3),NNO 

y está constituida por 32% de C, 8.16% de H, 37.82% de N, y 21.60% 

de O. Su peso molecular es 74.00 g/1 y su densidad es 1.0040 g/mi 

(Index Merck,1989). 

Con el descubrimiento de la actividad mutagénica y 

carcinogénica de la N-nitrosodimetilamina se ha reunido gran 

cantidad de información implicando de manera general a los 

compuestos N-nitroso y otros agentes alquilantes como clases 

representativas de compuestos carcinogénicos (Laval et al., 1990). 

La DMN so encuentra en trazas principalmente en el humo 

condensado de tabaco y en carnes curadas como tocino, pescado 

salado y productos ahumados. Se forma por la interacción del 

nitrito con dimetilamina, y por la acción de bacterias reductoras 

de nitrato. So le ha clasificado como una sustancia de acción 

indirecta ya que requiere de la participación del metabolismo para 

ser reactiva (Index Merck, 1989; Nouso et al., 1992) (Fig. 2). 

Se le utiliza como solvente, en la síntesis del combustible 1-

1 dimetil-hidrazida, en la industria del plástico y la fibra, como 

antioxidante, aditivo para lubricantes y en condensadores (para 

incrementar la constante dieléctrica); también se ha usado como 

nematicida (Index Merck, 1989). 

La DMN es considerada hepatocarcinogénica, ya que aumenta de 

manera significativa la proliferación celular de hepatocitos e 
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induce aductos en células de hígado de ratón (Jeong y Yang, 1992; 

Mirsalis et al., 1993). 

Brummer y habas, (1992) clasificaron alrededor de 49 tipos de 

tumores inducidos por le DMN en riñón de rata y reportaron que la 

cinética de proliferación celular varía para cada tipo de tumor. 

Además de su actividad mutagénica y carcinogénica en animales, se 

ha reportado que en plantas como Arabidopsis thaliana provoca 

alteraciones con atributos neoplásicos (Gichner et al., 1993). 

En anfibios, inhibe la regeneración, particularmente en los 

miembros inferiores de Triturus cristatus; el crecimiento y la 

morfogénesis son afectados de forma diferente dependiendo de la 

concentración que se administre del carcinógeno (Koussoulakos, 

1992). En células germinales de Drosophila melanogaster induce 

mutaciones letales recesivas ligadas al sexo, pérdida de cromosomas 

sexuales y, en menor grado no-disyunción, siendo mayor el efecto 

cuando se administra por alimentación (Vogel y Sobels, 1976). En 

células somáticas de las alas y de los ojos de la mosca induce 

mutación y recombinación cuando se trata a larvas de diferentes 

edades, aún a bajas concentraciones (Vogel et al., 1980; Graf et 

al., 1984; Ordaz, 1991). 

Anida de sodio (Naby 

Ea una sal que a temperatura ambiente forma cristales 

hexagonales; está constituida por 64.64% de N, 35.36% de Na. La 

azida de sodio es una sal altamente soluble en agua fría o 

10 
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caliente, e insoluble en éter; es relativamente estable, con un pK 

de 4,8, al descomponerse produce ácido hidrazoico por lo que puede 

considerarse que todas las soluciones de azida de sodio contienen 

cierto porcentaje de éste. Las soluciones ácidas son ricas en ácido 

hidrazoico no cargado, el cual tiene un punto de ebullición de 

37°C, por lo que se evapora rápidamente en soluciones acuosas 

(Kleinhofs et al., 1978; Beyer, 1987). 

Es usada en la preparación del ácido hidrazoico y en la 

síntesis de azida de plomo y sodio puro; en la selección 

diferencial de bacterias, en el contoo automático de células 

sanguíneas y como preservativo de reactivos de laboratorio. En la 

agricultura se usa como nematicida, fungicida, herbicida, 

estimulante de la germinación y desinfectante de granos (Index 

Merck, 1989). En la industria automotriz se le utiliza, por su gran 

reactivídad como generador de nitrógeno en las bolsas inflables de 

seguridad (Tomlinson, 1980; Index Merck, 1989). También se usa como 

conservador de vinos y do productos de diagnóstico para medicina y, 

al ser un potente vasodilator, para controlar la presión sanguínea 

en el tratamiento de la hipertensión. En la investigación 

biomédica, es un inhibidor respiratorio y un bactericida selectivo. 

En la industria, las azidas metálicas so usan como detonadores, en 

la producción de caucho, en la purificación de aleaciones de 

aluminio y de silicón con aluminio; para prevenir la oxidación del 

acero y/o reducir la coagulación de látex de estireno-butadieno 

(Hilan et al., 1973; Tomlinson, 1980; Index Merck, 1989). 

Los derivados de azida se han utilizan como compuestos de 

11 



fotoafinidad para estudiar la unión de ligandos a las proteínas 

(Kleinhofs et al., 1978; Beyer, 1987). 

Las azidas pueden clasificarse en dos grupos principales: 

inorgánicas, que tienen un grupo azida simétrico y cierto grado de 

unión jónica; y orgánicas, las cuales presentan una unión 

covalente. Las primeras pueden agruparse en cinco clases: 

1) Azidas simples, son azidas metálicas sencillas como la azida 

de sodio (NaN,), azida de potasio (KN,) y la azida de bario 

Ba(N,),. En estos compuestos todas las valencias están unidas 

al grupo anida, 

2) Azidas compuestas, formadas por un grupo azida y otros 

ligandos, como las azidas halidas y las anidas básicas (p. ej. 

el níquel hidróxido azida (OH)Ni(N3)). 

3) Hetero-azidas, estos compuestos contienen el grupo azida unido 

covalentemente a una estructura de al menos dos elementos de 

los grupos V y VI de la tabla períodica. 

4) Complejos azida, formados por un ión azida como la esfera 

ligando interior. 

5) Azidas metalorgánicas, representan una clase de compuestos que 

presentan una combinación metal-carbón y metal-azida 

(González, 1994). 

Hilan et al (1973) proponen que a pH bajos (ácidos) la azida 

actúa con mayor eficiencia; al ser una molécula neutra es probable 

que en estas condiciones pueda atravesar más fácilmente las 

membranas celulares. Se le puede encontrar como sal de sodio o de 

potasio, las cuales reaccionan con electrófilos y nucleófilos. La 
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descomposición de azidas inorgánicas por calor produce gas 

nitrógeno y un residuo metálico o nitritos, óxidos, hidroazidas y 

carbonatos (González, 1994). 

Kleinhofs et al (1978) sugieren que numerosas hemoproteínas, 

otras enzimas que contienen zinc y otros metales son inhibidas por 

la azida; entre las que se incluyen enzimas dependientes de fosfato 

de piridoxal o de grupos disulfuro. La azida de sodio inhibe a la 

catalasa, la respiración celular, la oxidación del citocromo c y la 

reacción indofenol. Los efectos se deben principalmente a la 

interacción de azida con proteínas o enzimas del grupo fiemo. Cuando 

el ión azida está involucrado (N-3) el pH se ubica por arriba del 

nivel fisiológico (7.5-8.5). Si además está el ácido libre (HN,) no 

disociado, el efecto del pH puede ser muy grande y la inhibición se 

incrementa al disminuir éste. 

Se han estudiado los efectos fisiológicos de azida de sodio en 

diversos organismos: bacterias, algas, ciliados, gusanos, 

crustáceos, insectos, plantas y algunos vertebrados; en la mayoría 

de los organismos tiene un fuerte efecto tóxico. La dosis letal 

cincuenta (1,050) que se ha reportado para ratas vía inyección i.p. 

es de 35-38 mg/kg de peso corporal; en éstas el ácido hidrazoico es 

letal en concentraciones superiores a 1160 ppm durante una hora 

(Kleinhofs et al., 1978). 

Gordon et al (1990) proponen que en humanos pequeñas dosis de 

azida de sodio provocan una marcada caída en la presión sanguínea. 

En monos, la administración frecuente y repetida de azida de 

sodio produce desmielinización y necrosis del nervio óptico, la 
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necrosis puede originarse de una dosis simple o por exposición 

crónica; y se asocia con inconsciencia prolongada. Las alteraciones 

producidas en la corteza cerebral por azida inyectada ocasionan 

ataxia debido a la destrucción cortical cerebral; hiperquinesis e 

hipoquinesis, que correlacionan con cambios morfológicos en el 

sistema nervioso central (Kleinhofs et al., 1978). En mamíferos se 

reporta como un potente agente hipotensivo que al estimular los 

mecanismos cardiovascular vagal y simpático afecta el cronotropismo 

y el inotropismo del corazón in vivo (Kleinhofs et al., 1970; 

Gordon et al., 1990). 

Gordon et al (1990) describen que las administraciones 

crónicas a individuos hipertensos (0.6-1.3 mg, 3-4 veces al día por 

más do dos años) producen un marcado descenso en la presión 

sanguínea hasta niveles normales, dosis mayores a los 4 mg/kg 

producen convulsiones y muerte. 

Existe controversia en relación a la genotoxicidad de la azida 

de sodio, por una parte se ha probado que es un potente mutágeno en 

algunos sistemas bacterianos (provoca transiciones A.1` 4 G.C), y en 

cebada (Kleinhofs et al., 1970); mientras que por otra, se lo 

considera no genotóxica en organismos superiores y aún, se le 

atribuye potencial antimutagénico. En células de mamíferos no 

induce aberraciones cromosómicas, intercambio de cromátidas 

hermanas, ni daño al ADN. Probablemente esta variedad de ejemplos 

se relaciona con la potente actividad de la azida de sodio como 

atrapador de oxigeno excitado (oxigeno singulete, '02), el cual 

induce daño oxidativo. 
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Existen reportes de la activación de la azida de sodio a un 

metabolito mutagénico. La ruta de biotransformación implica a la 

enzima 0-acetilserina sulfidrilasa, la cual convierte O-

acetilserina en presencia de azida a P-azidoalanina, que es la 

forma reactiva (Owais et al. 1901 b). No se ha excluido la 

posibilidad de que p-azidoalanina requiera bioactivación adicional. 

Kamra y Gollapudi (1979) no encontraron incrementos 

significativos en la frecuencia de mutaciones letales recesivas 

ligadas al sexo en machos de Drosophila melanogaster inyectados con 

soluciones amortiguadoras de azida de sodio (0.1, 1 y 5 mM) en un 

rango de pH 3.8 - 4.6. Sin embargo, en moscas alimentadas por tres 

días con azada de sodio [0.1 mM) a pH 4.6 observaron un ligero 

efecto mutagénico. 

En células somáticas de Drosophila, larvas expuestas a 

tratamientos agudos (6 horas) de azida de sodio (7.3 - 14.7 mM) 

mostraron una débil respuesta positiva en la frecuencia de mutación 

y recombinación somáticas (Delgado, 1990). Sin embargo, en 

tratamientos subcrónicos con bajas concentraciones se encontró que 

la azida de sodio es mutagénica e induce recombinación en células 

somáticas de Drosophila (González, 1994), probablemente la 

diferencia en la respuesta obtenida en estos reportes radica en la 

alta toxicidad del compuesto, especialmente en los tratamientos 

agudos en los que se utilizan concentraciones relativamente altas. 

CIANATO DE SODIO (CNNaO) 

Su fórmula molecular es CNNaO, es una sal, que contiene 35.36% 
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de Na, 24.61% de 0, 21.55% de N y 18.47% de C. Es soluble en agua 

y alcohol e insoluble en éter; se descompone en NaCO, y urea (Index 

Merck, 1989). 

El cianato de sodio no parece ser genotóxico en diversos 

organismos, sin embargo existen evidencias que muestran su 

potencial anticarcinogénico, por lo que se le usa en el tratamiento 

de mielomas, hepatomas y en algunas enfermedades de los eritrocitos 

(Cerami et al., 1973; Wattenberg, 1980). 

Esta sal es un inhibidor selectivo de la síntesis de proteínas 

en una gran variedad do células tumorales de mamíferos y tiene 

actividad antitumoral local en el sitio donde se inyecta (Shonouda 

y Hutchinson, 1993). 

En 1977, Allfrey et al. probaron quo esta sal requiere ser 

biotransformada para ser reactiva (acción indirecta). Los 

diferentes niveles de síntesis de proteínas de algunas células 

tumorales activan de forma selectiva a este compuesto. Cianato de 

sodio puede impedir la incorporación de aminoácidos en las 

proteínas citoplasmáticas y nucleares, además de inhibir la acción 

del benzo(a)pireno y del 7-12-dimetilbenzo(a)antraceno, que inducen 

neoplasias pulmonares en la cepa A/J de ratón. 

El cianato de sodio inhibe la proliferación de los eritrocitos 

en casos de leucemia, lo que se atribuye a su capacidad de 

carbamilación irreversible por los residuos de NH2  -terminal de la 

valina y de alfa y betas globulinas (Cerami y Manning, 1973). 

El cianato de sodio se ha empleado como un fármaco en el 

tratamiento de anemias. Cerami et al (1973) mostraron que 
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incrementa la afinidad por el oxígeno en la sangre de simios y 

perros. Sin embargo, la administración crónica del cianato do sodio 

puede traer consigo efectos tóxicos (Rivera et al., 1991); y llevar 

a la acumulación de grupos carbamil en la hemoglobina. Se ha 

probado que aproximadamente un grupo carbamil del tetrámero de la 

hemoglobina es alcanzado por el cianato de sodio (Cerami, et al; 

1973). En músculo esquelético de perro el cianato de sodio muestra 

alta afinidad por el oxígeno (02) (Kohzuki y Enoki, 1993). 

Aunque se desconoce el mecanismo de acción del cianato de 

sodio, se ha determinado que éste actúa específicamente en células 

que se encuentran dañadas. 

Drosophila melanogaster como sistema de prueba 

La mosca de la fruta Drosophila melarIggaster es el eucarionte 

mejor conocido genéticamente, razón por la cual se le emplea en 

diversos tipos de investigaciones; ofrece numerosas ventajas que 

permiten utilizarla como un sistema de prueba animal rápido, 

versátil y eficiente, con el que puede analizarse un amplio 

espectro de alteraciones genéticas inducidas por, agentes 

ambientales, tanto en células somáticas como en células germinales; 

se le puede mantener en espacios pequeños y el costo de su 

manutención es reducido, en comparación con los sistemas de 

mamíferos. Por la duración de su ciclo de vida, proporciona gran 

número de generaciones en corto tiempo, tiene un número cromosómico 

bajo (2n=6) y las larvas presentan cromosomas gigantes en sus 

glándulas salivales, los cuales se han utilizado en estudios 
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citogenéticos para mutagénesis y evolución (Ramos et al., 1993). 

Los compuestos se pueden administrar por diferentes rutas de 

exposición, además de que permite la detección de virtualmente 

todos los eventos genéticos inducidos: sustitución de pares de 

bases en el ADN, mutaciones gónicas o puntuales con efecto 

deletéreo, delecciones pequeñas, rearreglos cromosómicos como 

inversiones y translocaciones, no disyunción, recombinación en las 

células germinales y en las células somáticas, entre otras. 

Desde el momento en que la hembra oviposita el huevo hasta que 

emerge el imago (adulto), el ciclo de vida de Drosophila 

melanogaster es de 9.5 a 10 días, a 25 t 1 °C y 60 % de humedad 

relativa. La larva pasa por tres estadios y dos mudas larvales; la 

primera de ellas ocurre a las 25 h y la segunda, a las 48 h; el 

pupario se forma aproximadamente a las 96 h (Demerec, 1965; 

Roberts, 1986; Ramos et al., 1993) (Fig. 3). 

Pasado el desarrollo embrionario, eclosiona del huevo una 

larva (de primer estadio), la cual se encuentra formada por 12 

segmentos no aparentes (Demerec, 1965). La larva presenta dos 

linajes celulares diferentes; las células larvarias y las 

imagales. Las células larvarias forman todo el cuerpo de la larva, 

han perdido su capacidad de división y sólo aumentan de volumen; en 

algunas se presentan cromosomas politénicos, son poliploides y 

estan determinadas y diferenciadas genéticamente. Las células 

imagales se localizan en pequeñas estructuras denominadas discos 

imagales y no están involucradas de manera aparente con alguna 

función indispensable para la sobrevivencia de la larva, son 
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distinguibles de las células larvales por su menor tamaño, su 

constitución diploide y la retención de la capacidad do división 

celular; están determinadas genéticamente, pero sólo alcanzan su 

diferenciación cuando entran a metamorfosis (Demerec, 1965; 

Wilkins, 1986; WUrgler y Vogel, 1906; Pomerai, 1990; Ramos et al., 

1993). 

Durante la metamorfosis, la hormona ecdisona desencadena una 

serie de cambios en el organismo, los cuales involucran la 

destrucción de ciertos tejidos y órganos larvarios y la 

organización de las estructuras del adulto e partir de un complejo 

de células primitivas, los llamados discos imagales. La mayor parto 

de los órganos del adulto se forman a partir de éstos, o bien por 

células larvarias que se diferencian al ocurrir la reorganización 

del estado pupal. 

Las extremidades, ojos, antenas, alas y el aparato genital se 

diferencian a partir de su disco imagal respectivo, que sufre una 

histogénesis durante el desarrollo pupal dando origen a las 

distintas partes del cuerpo del adulto (Ramos et al., 1993) (Fig. 

4). 

Análisis bioquímicos realizados tanto en larvas como en 

organismos adultos de Drosophila, indican que en ellos se detectan 

complejos enzimáticos semejantes a los de la fracción S9 del hígado 

de los mamíferos, razón por la cual Drosophila se ha empleado en 

mutagénesis como modelo experimental in vivo, ya que la capacidad 

de biotransformación de promutágenos de este sistema de prueba es 

similar a la detectada en los mamíferos (Vogel y Zijlstra, 1907). 
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Para realizar la prueba de mutación y recombinación somáticas 

(SMART) en célulail de las alas de Drosophila melanogaster Be 

utilizan larvas transheterocigóticas para dos marcadores 

fenotípicos recesivos localizados en el tercer cromosoma que 

controlan el aspecto de los tricomas, o procesos unicelulares que 

forman las células diferenciadas de la superficie de las alas: 

pelos múltiples en el ala (multiple wing heir, mwh) y flama (fiare, 

flrl), ubicados a 0.0 y 39.0 unidades de mapa sobre el cromosoma 3, 

respectivamente; de tal forma que si durante el desarrollo de las 

alas ocurren cambios en la información de las células, se 

originarán clones celulares que se harán evidentes como manchas 

fenotípicas mutantes que podrán distinguirse del resto de las 

células -de tipo silvestre- a través de la expresión fenotípica de 

los tricomas en la mosca adulta (García-Bellido y Merriam, 1971). 

Esta prueba tiene valores más altos de sensibilidad (0.75-0.78) y 

especificidad (0.83-0.86) que la de letales recesivos ligados al 

sexo (SLRLT) (0.33-0.79 y 0.50-0.73, respectivamente) cuando se 

analizan compuestos no alquilantes (Vogel, 1987; Graf y Würgler, 

1988; Vogel y Szakmary, 1990). 

En la prueba de mutación y recombinación somáticas, aquellos 

eventos provenientes de mutación puntual, deleción, no disyunción 

y la recombinación entre los marcadores utilizados (flrl  y mwh), 

originarán una mancha simple en la que las células involucradas 

expresarán sólo uno de los marcadores mutantes (Fig. 5). Unicamente 

los eventos de recombinación que ocurren entre el marcador proximal 

(f1r1) y el centrómero, darán origen a manchas gemelas, en las 
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cuales las células expresarán los dos marcadores de manera 

independiente (Fig. 5). Por su origen, las manchas gemelas son 

indicadoras de recombinación, por lo que en la prueba SMART puede 

estimarse la capacidad inductora de recombinación do un compuesto 

en particular, al distinguirse entre éstos eventos y otros. Se ha 

determinado que aproximadamente el 80 % de los compuestos que 

inducen recombinación en bacterias son carcinógenos cuando se 

prueban en mamíferos (Ames et al., 1973; Vogel et al., 1980; Radman 

y Kinsella, 1980; Cairns, 1981). 

Los tratamientos en la prueba SMART pueden abarcar toda la 

fase larvaria o sólo una parte de éste. Los tratamientos agudos 

pueden seleccionarse para probar compuestos con vida media corta, 

para exposiciones a altas concentraciones, o cuando se desea 

localizar específicamente el efecto provocado. En adición a lo 

anterior, los tratamientos de mayor duración se utilizan para 

compuestos químicamente estables y exposiciones a bajas 

concentraciones por períodos prolongados. Debido a la duración de 

la fase larvaria, os posible exponer a las larvas a más de un 

tratamiento, de manera que puede determinarse si el orden en que 

éstos son aplicados modifica su genotoxicidad; o bien, administrar 

simultáneamente ambos compuestos (co-tratamientos), con lo que es 

posible estimar si la interacción química entre ellos altera el 

efecto inducido. 

Los tratamientos combinados pueden usarse, por ejemplo, en la 

determinación de la capacidad antimutagénica de algún compuesto, 

definida como la disminución del efecto inducido por otros 
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mutágenos. Este protocolo se ha utilizado exitosamente para probar 

el potencial antimutagénico de derivados vegetales en Drosophila 

(Muñoz, 1994). Y para comparar resinas obtenidas de la raíz de tres 

especies del género Ipomoea en relación con su capacidad para 

proteger a la mosca del daño inducido por el promutógeno alquilante 

N-nitrosodimetilamina (DMN). La prueba SMART mostró que una do 

ellas es antimutagénica, es decir, reduce el daño inducido por la 

DMN; otra de las resinas probadas no mostró protección alguna y, la 

tercera potenció el daño inducido por la DMN (Muñoz, 1994). 

Es importante continuar con la evaluación de las ventajas de 

este tipo de protocolos para llegar a establecer su aplicabilidad 

y limitaciones en el estudio de la antimutagénesis, lo que 

incrementará la obtención de información en este sentido; así como 

estudiar otro tipo de compuestos que se utilizan experimentalmente, 

y de los que no se conoce su mecanismo de acción. 

OBJETIVOS 

Este trabajo se realizó con un doble objetivo: 

1) Contribuir a evaluar la eficiencia de la prueba de mutación y 

recombinación somática (SMART), como una metodología para 

probar interacción entre diversos compuestos en las células 

somáticas de Drosophila melanoeaster. 

2) 	Determinar el efecto del cianato de sodio (NaNCO) Sobre la 

genotoxicidad de la N-nitrosodimetilamina (DMN) y de la azida 
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de sodio (Nati,). 

MATERIALES Y METODOS 

Compuestos químicos : 

Las sustancias y compuestos utilizados fueron: azida de sodio 

(NaN3) CAS (26628-22-81, N-nitrosodimetilamina (DMN) CAS [62-75-9), 

MercK y, Cianato de sodio (CNNaO) CAS [917-61-3) Janssen Chimica. 

Cruza y marcadores 

Se utilizaron larvas + flrl/mwh + de 72 i 4 h de edad; las 

cuales se obtuvieron de la cruza progenitora 99 fIrl/TM3 Ser X dd 

mwh/mwh. 

El marcador (flr2/TM3,Ser) "fiare" se localiza a 39 unidades 

de mapa en el cromosoma 3; es letal en condición homocigótica en 

células germinales, pero puede expresarse en células somáticas 

produciendo tricomas en forma de flama (García Bellido y Dapena 

1974). Para el mantenimiento de esta línea se usa el cromosoma 

balanceador TM3 Ser (el cual presenta múltiples inversiones que 

abarcan gran parte del cromosoma 3 y que no permiten recobrar 

eventos de recombinación, para distinguir a las moscas portadoras 

del cromosoma balanceador se utiliza el marcador "Serrata" (Ser), 

un gen letal dominante que produce indentaciones en el borde distal 

de las alas, de esta manera, las únicas moscas que sobreviven son 

las heterocigóticas para flrl y para Ser, por lo que se tiene un 

sistema de letales balanceados (Russell, 1992). El marcador mwh 

(múltiples pelos en el ala) se encuentra en el cromosoma 3 a 0.0 
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unidades de mapa; y se manifiesta fenotípicamente porque altera el 

número de tricomas por célula; produciendo múltiples tricomas, en 

lugar de uno como en el fenotipo silvestre (Lindsley y Zimm, 1992). 

Sincronización 

Después de tres días de realizada la cruza, los progenitores 

fueron transferidos a frascos con medio de cultivo fresco en los 

que se colectaron huevos por un período de O h. 

Tratamiento 

En la figura 6 se muestra un resumen del protocolo seguido. 

Por flotación se recuperaron larvas de 72 ± 4 h utilizando una 

solución saturada de sacarosa según el procedimiento de Nbthiger 

(1970), posteriormente se colectaron mediante un embudo de 

separación de 4 mm de diámetro, en una malla fina de nylon; se 

enjuagaron y se colocaron grupos de 100 e 200 larvas en tubos 

homeopáticos que contenían una malla de nylon en un extremo y un 

tapón de poliuretano en el otro para impedir que las larvas 

escaparan. Los tubos con las larvas fueron colocados durante 6 h 

(tratamiento agudo) en vasos de precipitado que contenían 12 mg de 

celulosa y 0.3 ml de una solución de: sacarosa 5% (testigo 

negativo), DMN [10 ó 12.5 mM) disuelto en sacarosa al 5%, ó NaN►  

[2.5, 7.5 ó 12.5 mM) disuelto en sacarosa al 5% (testigos 

positivos), respectivamente. Transcurrido este tiempo las larvas se 

enjuagaron con agua corriente y se transfirieron a medio de cultivo 
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fresco que contenía 0, 10, 50 ó 100 ppm de cianato de sodio 

(CNNaO), el cual se colocó previamente en el medio de cultivo 

líquido a 60 °C y se dejó enfriar. Las larvas se dejaron en este 

medio (aproximadamente 48 h) hasta que emergieron corno adultos 

(tratamiento subcrónico). 

Cada experimento se repitió dos veces bajo las mismas 

condiciones para verificar la reproducibilidad de la respuesta, 

después de determinar estadísticamente que no existían diferencias 

significativas entre los resultados obtenidos en cada repetición, 

so procedió a sumar los datos de ambas para aumentar el tamaño de 

muestra. 

Registro de las manchas. 

Las moscas adultas transheterocigóticas que se recuperaron de 

los frascos experimentales y testigos respectivos fueron 

sacrificadas por sobredosis de éter y se fijaron en alcohol al 70% 

(Fig. 7). Las alas fueron separadas del organismo con ayuda de 

pinzas de relojero y se montaron en portaobjetos empleando solución 

Faure (Graf et al., 1984). En cada laminilla se colocaron 10 pares 

de alas de hembras y 10 pares de alas de machos. Las alas se 

revisaron a 40X, cuantificando el número, tipo y tamaño de manchas. 

Se considera que dos manchas son independientes cuando se separan 

por más de 2 hileras de tricomas normales (G.xrcla-Bellido y 

Merriam, 1971; Graf et al., 1984). 
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Análisis estadístico. 

Para determinar si existían diferencias significativas entre 

las series testigo y tratadas, se comparó la frecuencia de manchas 

de cada lote mediante el programa de cómputo SMART (Freí y Würgler, 

no publicado), a un a = 0.05, y el procedimiento de decisión 

múltiple de Freí y Würgler (1988). 

La hipótesis nula (Ho), estipula que no existe diferencia 

entre la frecuencia de mutación de las series testigo y las 

tratadas; por esta razón, su aceptación Indica que el tratamiento 

no altera la frecuencia de mutación basal. El rechazo de esta 

hipótesis indica que hay un incremento estadístico significativo en 

la frecuencia de mutación basal. 

La hipótesis alternativa (H.) propone que el tratamiento 

incrementa m veces la frecuencia basal de mutación. Su rechazo 

indica que la frecuencia de mutación inducida no alcanza el 

incremento de frecuencia postulado (m), mientras que su aceptación 

señala un efecto positivo del tratamiento. El incremento propuesto 

m, indica el número de veces que debe aumentarse la frecuencia de 

mutación del lote testigo. m = 2 para manchas simples chicas y 

manchas totales, debido a que la frecuencia basal de este tipo de 

manchas es alta; y m = 5 para manchas simples grandes y manchas 

gemelas, debido a que la frecuencia de estos eventos es muy baja. 

Los resultados que pueden obtenerse del análisis son los 

siguientes: negativo (-), si se acepta la H. y se rechaza la H.; 

positivo (+), si se rechaza la H. y se acepta la H.; débil positivo 

(d+), si se rechazan ambas hipótesis, en cuyo caso la frecuencia de 
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mutación será mayor de la del lote testigo, pero no alcanzará el 

incremento propuesto; e, indeterminado (i), si se aceptan ambas 

hipótesis, ya que esto no puede ser cierto simultáneamente. 

RESULTADOS 

Se realizaron al menos dos repeticiones de cada tratamiento y 

se compararon los resultados obtenidos en cada una; al no 

encontrarse diferencias significativas, se procedió a sumar los 

datos de cada repetición para incrementar el tamaño de muestra. 

El cianato de sodio fue probado por separado: 1) en loe 

tratamientos con DMN y 2) en los tratamientos con anida de sodio. 

La frecuencia de manchas inducidas en larvas de Drosophila  

melanogaster por DMN y cianato de sodio, sólos y en combinación, se 

muestra en la tabla II y en la figura 8. 

La administración crónica de cianato de sodio en ausencia de 

DMN, no resultó genotóxica para las larvas en ninguna de las 

concentraciones probadas. Las frecuencias recobradas en las series 

tratadas para manchas simples chicas y grandes, manchas gemelas y 

manchas totales fueron similares a las obtenidas en el testigo 

negativo (0.25, 0.06, 0.01 y 0.32, respectivamente) (Fig. 8a-8d). 

En las dos últimas columnas de la tabla II, en las que se estima la 

frecuencia de clones inducidos por 10-5  células (frecuencia 

observada y frecuencia corregida -al restar el valor del lote 

testigo-), no se detectó inducción de clones. 

En los tratamientos combinados: La DMN [10 mM) + cianato de 
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Tabla II. 1142222 7 ira-ame:La 0.~d.8 122=1$1•2 por OMR (t_rateolacte aguda) • Cianato de 0112 (t.rataalocto  0262122). 222201m162. 72 2 6 2 42 hr. 

Nana:has per ala ~ere 82 manclual 
DiagnOrsion estadlatico. 

 

71120222012 de 
for:mecida de clame 

10-5  

   

   

DM DOMO 782. Mancttaa 	Machas 	 machas 	Plancbas 1102.d. Clae• onaar- corre- 
0911 	Inal 	dm 	212p11.2 chica. 	2122102 	 gemela» 	 tetalem 	clon. 	cloral 	varia 	gida 

•142 	(1-2 cele.) 	granelas 	 nen 	2622. 
2.2 	 (> 2 0.12.) 	 2.5 	 2.2 

2.5 

0 	0 	118 	30 (0.25) 	7 (0.06) 	1 (0.01) 	38 (0.32) 	38 	1.79 	1.3 

Id 	120 	32 (0.17)- 	8 (0.07)- 	2 (0.02)- 	42 (0.35)- 	40 	1.85 	1.4 	0.1 

50 	120 	19 (0.16)- 	7 (0.06)- 	4 (0.03)- 	30 (0.25)- 	29 	2.36 	1.0 	-0.3 

100 	120 	32 (0.27)- 	7 (0.06)- 	1 (0.01)- 	40 (0.33)- 	40 	2.17 	1.4 	0.1 

10 	0 	120 	152 (1.32) 	385 (3.21) 	55 (0.451 	598 (4.98) 	435 	3.30 	14.9 

10 	120 	180 (1.50)- 	412 (3.43)- 	157 (1.31)1 	749 (5.24)0 	622 	3.36 	21.3 	6.4 

SO 	116 	200 (1.72)- 	372 (3.21)- 	111 (0.96)1 	683 (5.89)- 	534 	3.20 	18.9 	4.0 

100 	120 	158 (1.32)- 	352 (2.93)- 	93 (0.77)1 	603 (5.03)- 	457 	3.20 	15.6 	0.2 

12.5 	0 	120 	146 (1.22) 	327 (2.72) 	70 (0.58) 	543 (4.53) 	416 	3.34 	14.2 

10 	118 	147 (1.25)- 	341 (2.19)- 	94 (0.00)- 	562 (4.93)- 	435 	3.36 	15.1 	0.9 

50 	120 	220 (1.23)- 	413 (3.44)- 	123 (1.02)- 	756 (6.30)- 	563 	3.23 	19.2 	5.0 

100 	116 	227 (/.92)- 	476 (4.03)- 	102 (0.86)- 	805 (6.82)- 	638 	3.29 	22.2 	8.0 

• Amallsis estad/silco de acuerd0 0m 7221 y 6069180, 1988 (no publicadn)so, positivo; -, negativo; 0, inconcl820; con un nivel de 9206862lided: 
alfa - b2ta - 0.05. 



sodio (0, 10, 50 y 100 ppm); el cianato de sodio no modificó de 

manera significativa la genotoxicidad inducida por la DMN: las 

frecuencias de manchas simples chicas y grandes en las 

combinaciones 10-10, 10-50 y 10-100 fueron similares a la del 

testigo positivo correspondiente (1.32 y 3,21, respectivamente) 

(Fig. 8a y b); no así la frecuencia de manchas gemelas, que se 

incrementó ligeramente y en relación inversa a la concentración de 

cianato de sodio, aunque el diagnóstico estadístico para el 

incremento fue indeterminado (Fig. 8c); la frecuencia de manchas 

totales no fue modificada con ninguna de las concentraciones (Fig. 

Od). La frecuencia observada de formación do clones por 10'5  se 

incrementó de manera inversa a la concentración en todas las 

combinaciones probadas, obteniéndose la mayor inducción en la 

combinación 10-10 (6.4). 

En los tratamientos combinados: DMN 12.5 mM + cianato de sodio 

(0, 10, 50 ó 100 ppm], la presencia del cianato de sodio incrementó 

la frecuencia de todos los tipos de manchas conforme se incrementó 

su concentración, sin embargo, en ningún caso el incremento fue 

significativo (Tabla II y Figs. 8a-8d). La frecuencia observada de 

formación de clones X 10'5  se incrementó en relación con la 

concentración de cianato de sodio, con la mayor inducción de clones 

en la combinación 12.5-100 (0.0). 

En la figura 9 se presentan la frecuencia de manchas totales 

y la clase clonal promedio obtenidas con los tratamientos 

combinados: DMN y cianato de sodio. En ausencia de la DMN (Fig. 

9a), la frecuencia de manchas por ala no se modifica, sin embargo, 
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la clase clonal promedio se incrementa a 50 y 100 ppm, En los 

tratamientos combinados con DMN-cianato (Fig. 9b y c), la 

administración de cianato de sodio no modificó la clase clonal 

promedio obtenida con DMN a 10 y 12.5 mM, sin embargo, la 

frecuencia de manchas por ala fue ligeramente mayor a la del 

testigo positivo en las combinaciones 10-10 y 10-50, así como en 

12.5-50 y 12.5-100. Finalmente, en la figura 10 se compara la 

distribución de manchas por mosca obtenida para cada una de las 

combinaciones analizadas. En el testigo negativo [0-0], 

aproximadamente el 50 8 de las moscas no tienen manchas sobre sus 

alas, una proporción menor de moscas tienen 1 mancha, y aún menos 

moscas tienen 2 o 3 manchas sobre sus alas. El cianato de sodio 

sólo incrementó ligeramente el número de manchas por mosca a 50 y 

100 ppm, concentraciones en que se encontraron moscas con 4 y 5 

manchas (Fig. 10a). 

La diferente capacidad metabólica de las moscas utilizadas se 

hace evidente al ser tratadas con compuestos como la DMN, que 

requiere ser biotransformada para ser reactiva. La figura 10b 

muestra que la distribución del número de manchas por ala se 

modifica drásticamente en las moscas tratadas con DMN, obteniéndose 

moscas que tienen solamente 1 mancha y otras que presentan hasta 21 

manchas en sus alas. Al administrarse las diferentes 

concentraciones de cianato de sodio se observó mayor heterogeneidad 

en la distribución de manchas, con un rango de 1 a 28 manchas por 

mosca en la combinación 10-10; 2 a 19 manchas/mosca en 10-50; y 1 

a 26 en 10-100. Al aumentar la concentración de DMN a 12,5 mM el 
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rango de manchas/mosca fue de 2 a 23, y en las diferentes 

combinaciones fue O a 30, 0 a 25 y 2 a 36 manchas por mosca en las 

combinaciones 12.5-10, 12.5-50 y 12.5-100, respectivamente (Fig. 

10c). 

En la tabla III se muestran los resultados obtenidos en los 

tratamientos con cianato de sodio, sólo y en combinación con azida 

de sodio. 

La respuesta obtenida en el tratamiento de cianato de sodio 

fue similar a la de la serie anterior, sin embargo, se incremento 

la frecuencia de manchas simples grandes con 0-50 y 0-100 mM de 

cianato de sodio, sin embargo sólo en la primera combinación la 

diferencia fue significativa (P<0.05). Las diferentes combinaciones 

de azida de sodio-con cianato de sodio no indujeron incrementos en 

la frecuencia de los distintos tipos de manchas, pero sí resultaron 

tóxicas para las larvas ya que conforme se incrementó la 

concentración de la azida de sodio, la cantidad de larvas 

recobradas fue cada vez menor, de manera que en la concentración 

12.5 mM de azida de sodio no se dispuso de moscas tratadas en 

cantidad suficiente para hacer algún análisis, razón por la que no 

se muestran resultados para esta combinación. En la figura lla-d se 

muestra la frecuencia de todos los tipos de manchas obtenidas en 

esta parte de los experimentos, aunque se observan variaciones en 

el número de manchas, es importante aclarar que en ninguna de las 

concentraciones las diferencias fueron significativas. En la figura 

12 se comparan la frecuencia de manchas y la clase clonal promedio 

do las tres combinaciones de azida-cianato de sodio. En esta serie 
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Tabla 021. ~men y frecneacia da maces indaddaa p. Mei, (trateatamto aguda) • Cianato da emlLn (tratamiento crómicn). exposición:  72 X 6 X 4.1% br. 

Maneta. por ala (Faro do manchad) 
DiagnUtion ~adía:len. 

 

Procuencia de 
formación da clon.. X 

10-0  

   

8a83 	01940 	Ea. 	Manchas 	Manchad 	Manchas 	Mancha. 	Fab.da 	01~ 	obwer- 	Corre- 
(M9) 	d 	alarnos 	wleple• 	camela. 	total** 	clon.. 	clown 	veda 	cid. 

Poi) 	 alas 	cnicaa 	granda. 	 mon 	prom. 
(1-2 cele.) 

0.2 
(s. 2 cale.) 

m.5 
14.5 0.2 

0 80 26 (0.32) 1 (0.01) 1 (0.01) 28 (0.35) 28 1.50 1.4 

10 SO 26 (0.32)- 3 (0.04)1 0 (0.00)1 29 (0.36)- 29 1.55 1.5 	 0.1 

50 SO 19 (0.24)- 7 (0.09). 4 (0.05)1 30 (0.37)- 29 2.31 1.5 	 0.1 

100 80 20 (0.25)- 6 (0.08)1 1 (0.01)1 27 (0.34)- 27 2.52 1.4 	-0.1 

2.5 O 80 23 (0.29) 8 (0.10) 2 (0.03) 33 (0.41) 32 2.03 1.7 

10 80 22 (0.28)- 2 (0.03)- 0 (0.00)- 24 (0.30)- 24 1.83 1.2 	-0.5 

50 80 14 (0.17)- 3 (0.04)- 0 (0.00)- 17 (0.21)- 17 1.76 0.9 	-0.8 

100 80 25 (0.31)- 4 (0.05)- 1 (0.01)- 30 (0.31)- 30 1.73 1.5 	-0.2 

7.5 0 80 23 (0.29) 4 (0.05) 2 (0.03) 29 (0.36) 29 1.97 1.5 

10 80 17 (0.21)- 4 (0.05)- 2 (0.03)- 23 (0.29)- 23 2.35 1.2 	-0.1 

50 80 16 (0.20)- 5 (0.06)- 1 (0.01)- 22 (0.28)- 22 2.45 1.1 	-0.4 

100 80 11 (0.14)- 1 (0.01)- 1 (0.01)- 13 (0.16)- 13 1.77 0.7 	-0.8 

• Anallásia ertedforcien da acuerdo coa Yrial y alrgler no publicado (1988). peeltleo; -, negativo; 1, 1nconclumm; can un nivel de pr.obabilidad. 
alfa - beta - 0.05. 
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de experimentos se observó un ligero aumento en la clase clonal 

promedio en 0-50 y 0-100 mM de cianato de sodio, sin modificación 

en la frecuencia de manchas totales; la presencia del cianato de 

sodio disminuyó ligeramente (p>0.05) la frecuencia de manchas 

totales por ala (Fig. 12b y 12c); por su parte, la clase clonal 

promedio tendió a disminuir en las combinaciones con 2.5 mM de 

azida de sodio, pero aumentó en los tratamientos combinados 7.5-10 

y 7.5-50. Finalmente, la figura 13 muestra la distribución de 

manchas por mosca obtenida en los tratamientos combinados 

anteriores. En todos los casos, la distribución resultó similar a 

la de su lote testigo correspondiente. 

DISCUSION 

La investigación enfocada a combatir o prevenir el cáncer ha 

explorado diversas alternativas, intentando encontrar compuestos 

menos tóxicos y mas efectivos que contribuyan a alcanzar este 

objetivo. Así, históricamente se han utilizado compuestos con 

actividad anticancerígena que se asocian con mecanismos de acción 

variados. Los hay alquilantes, como la mitomicina-C; 

antimetabolitos, como las aminopterinas; hormonas, como propionato 

de testosterona; enzimas, como L-asparaginasa; antibióticos, como 

la bleomicina; y productos extraídos de las plantas, como 

vinblastina y vincristina (Stock, 1970; Hellman, 1972; Carter y 

Livingston, 1976; Pratt y Ruddon, 1979; Adler, 1981). 
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En ocasiones se recurre al uso de sustancias a las que se les 

ha encontrado un efecto particular, aunque se desconozca en 

general, su forma de acción. Tal es el caso del cianato de sodio, 

un antineoplásico utilizado en el tratamiento de hepatomas, 

mielomas y leucemia, del cual se ignora el mecanismo relacionado 

con su efecto antineoplásico. 

En forma paralela a la búsqueda de alternativas útiles en la 

terapia del cáncer se han desarrollado modelos biológicos que 

aceleren el análisis de antineoplásicos potenciales, proporcionando 

información sobre estos compuestos con una inversión de tiempo y 

costo menores a los requeridos en sistemas de mamíferos. Además de 

los requisitos anteriores, un modelo debe reproducir los eventos 

biológicos relacionados con el desarrollo de procesos malignos. 

La iniciación de procesos cancerosos se asocia con cambios en 

la información genética de las células afectadas, de manera que 

aproximadamente el 80 % de los compuestos carcinogénicos son 

además, mutágenos activos (Cairns., 1981). Otro de los eventos 

relacionados con la carcinogénesis es la capacidad de los 

compuestos químicos para inducir recombinación. 

La prueba de mutación y recombinación somáticas (SMART) que 

utiliza células de las alas de Drosophila fue propuesta 

originalmente como una alternativa para estudiar la actividad 

genotóxica de los diversos compuestos sobre células somáticas (Graf 

et al., 1984). A medida que se ha acumulado información relacionada 

con la sensibilidad y reproducibilidad de este sistema de prueba, 

se ha aceptado con esta metodología se puede determinar de manera 
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preliminar la genotoxicidad de sustancias pertenecientes a grupos 

diversos de compuestos químicos. 

El cianato de sodio fue probado en dos ocasiones mediante la 

prueba SMART, en ambos casos la respuesta obtenida para este 

compuesto indicó que no resulta genotóxico para Drosophila, no 

obstante que en la segunda serie de experimentos se incrementó la 

frecuencia de manchas grandes a 50 y 100 ppm, siendo el incremento 

significativo sólo en el primer caso (aunque en el límite de 

decisión) e inconcluyente en el segundo. Es importante mencionar 

que en los experimentos realizados en combinación con anida de 

sodio el tamaño de muestra fue de 80 alas (Tabla III) y no de 120 

como en los experimentos realizados con la DMN (Tabla II), la 

diferencia en el tamaño de muestra utilizado se debió a que en los 

experimentos con anida de sodio no se recobraron suficientes 

organismos, probablemente debido a la toxicidad do este compuesto. 

Por otro lado, se ha determinado que el tamaño de muestra óptimo 

para tomar decisiones estadísticas en la prueba SMART es de 55 

moscas (110 alas) (Frei y Würgler, 1995), de manera que no se 

descarta la posibilidad de que al aumentar el tamaño a 120 alas el 

resultado pudiera modificarse, esto basado en que Jiménez et al. 

(1995) estudiando la interacción entre la exposición a sulfato de 

níquel y cianato de sodio, trataron larvas de Drosophila en las 

mismas condiciones que las referidas para este trabajo pero 

utilizando 10, 100 y 1000 ppm de cianato de sodio y no encontraron 

incremento en la frecuencia de ningún tipo de manchas (P>0.05). 

En los experimentos combinados DMN-cianato de sodio no se 
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registraron incrementos significativos en la frecuencia de los 

diferentes tipos de manchas, sin embargo las manchas gemelas 

(surgen por recombinación) y las manchas totales fueron más 

frecuentes en relación inversa a las concentraciones probadas, en 

las combinaciones con cianato que en tratamiento con la DMN a 10 

mM. Al incrementar la concentración de DMN a 12.5, nuevamente la 

frecuencia do todos los tipos de manchas fue mayor en las moscas 

tratadas con DMN-Cianato, pero ahora el incremento fue, en general, 

dependiente de la concentración (excepto en la combinación 12.5-

100). Allfrey et al (1977) probaron que el cianato de sodio 

requiere ser biotransformado para ser reactivo (acción indirecta) 

aunque se ha determinado que la activación de este compuesto ocurre 

específicamente en células dañadas, se desconoce la forma en que 

dicha activación se lleva al cabo, aunque se ha asumido que podría 

estar relacionada con la actividad diferencial de las células 

tumorales, particularmente en relación con los niveles de proteínas 

que son sintetizados (Cerami et al. 1973; Kohzuki y Enoki., 1993). 

Debido a que la actividad de la DMN también es dependiente del 

metabolismo, es posible que el efecto observado en los tratamientos 

combinados DMN-cianato de sodio se deba al efecto aditivo de los 

dos compuestos sobre el metabolismo, si bien se requiere de más 

evidencia experimental que determine si en el caso de Drosophila 

esta activación se produce de manera específica en células 

alteradas. 

Rivera et al. en 1991 reportaron que la administración crónica 

de cianato de sodio puede traer consigo efectos tóxicos. En el caso 
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de Drosophila este compuesto no ha mostrado inducir toxicidad aún 

a 1000 ppm (Jiménez et al., 1995), sin embargo es posible que en 

combinación con otros compuestos sí resulte tóxica. En el caso de 

DMN no se observó mortalidad aparente en las larvas tratadas, no 

así en el caso de los tratamientos combinados con azida de sodio en 

los que la toxicidad se hizo evidente en todas las combinaciones, 

incrementandose ésta en relación con la concentración de ambos 

compuestos, razón por la quo no se recobraron moscas en cantidad 

suficiente para realizar algún análisis de genotoxicidad en la 

combinación 12.5-100. 

La azida de sodio, un veneno de la cadena respiratoria, 

potente inductor de estrés químico y atrapador de oxígeno exitado 

(oxígeno singulete, 102), ha probado ser un mutágeno recombinogénico 

en Drosophila a concentraciones tan bajas como 0.25 mM, con un 

efecto localizado en la inducción de manchas grandes, cuando se 

alimenta crónicamente (durante 48 h) a larvas de tercer estadio 

(González y Ramos, 1996). En tratamientos agudos (6 h) incrementa 

la frecuencia de manchas simples chicas a 9.8 m14 y la de manchas 

grandes a 14.7 mM, no tiene efecto sobre las manchas gemelas 

(Delgado, 1990). 

En este trabajo se decidió probar el efecto combinado de azida 

de sodio y cianato de sodio debido a la afinidad por el oxígeno de 

ambos compuestos. Los resultados obtenidos muestran que la 

presencia del cianato de sodio no sólo no incrementó la 

genotoxicidad de azida, sino que disminuyó la frecuencia de manchas 

recobradas (Fig. 11). La reducción en la frecuencia de manchas en 
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tratamientos combinados usando la prueba SMART se ha interpretado 

como un posible efecto antimutagénico, sin embargo, en este caso, 

no puede explicarse como un efecto protector sino probablemente sea 

debida a la incapacidad de las células para reparar el daño 

inducido por la azida de sodio, esto se comprobó con la escasa 

viabilidad de las larvas tratadas conforme se incrementó la 

intensidad de los tratamientos. A partir de estos resultados se 

sugiere que la toxicidad, mas no la genotoxicidad de azida de sodio 

se incrementa en presencia de cianato de sodio. Lo anterior sugiere 

dos posibilidades: 1) en la genotoxicidad de la azida de sodio 

estan implicados otros factores además de su afinidad por oxígeno 

ya que la demanda de éste en las larvas tratadas con la azida y el 

cianato de sodio no se expresó en mayor daño en las células de las 

alas, 2) que en el efecto recombinogónico inducido por la azida de 

sodio el tiempo puede ser un factor importante para que el daño se 

exprese, lo que no excluye que la demanda de oxígeno sea el factor 

primario en la inducción de daño. Ambas posibilidades requieren ser 

investigadas. 

En las moscas adultas, las manchas constituyen la expresión 

fenotípica de alteraciones genotípicas en las células precursoras 

de las alas (células del disco imagal del ala); se ha determinado 

que para alcanzar el número de células que forman cada ala se 

requiere el concurso de 15.6 divisiones celulares, asumiendo que la 

duración del ciclo celular de las células precursoras es de 0 h 

(García-Bellido y Merriam, 1971; Szabad et al., 1903). Así, una 

célula precursora (sólo se ejemplifica con 1 célula) que inicia la 
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serie de divisiones mitóticas para la formación del ala se 

encontraría en 2°  ciclos = 1 célula; después de le primera división 

se tendrían 2' ciclos = 2 células; en la siguiente división, 22  

ciclos = 4 células, y así sucesivamente, de manera que se puede 

estimar cuántos ciclos de división pasaron desde que se originó el 

cambio en la información genética de la célula precursora, ya que 

esto determinará el tamaño de la mancha en la mosca adulta, este 

valor recibe el nombre de clase clonal promedio (Tabla IV). 

No obstante lo anterior, en la mosca adulta el tamaño de la 

mancha no siempre corresponde con el valor que puede esperarse con 

base en la edad de la larva al momento del tratamiento y con el 

tipo de acción de un agente mutagénico (mutágeno o promutágeno), de 

manera que variaciones en la clase clonal promedio pueden indicar 

interferencia en la proliferación de las células precursoras. 

Cuando en las series tratadas se obtienen valores menores a 

los del testigo correspondiente es posible que el efecto del 

tratamiento provoque atraso o impida la proliferación; por otra 

parte, valores mayores podrían resultar por ejemplo, de la 

inducción de más ciclos de división (compuestos mitogénicos). El 

análisis de la clase clonal promedio debe realizarse en combinación 

con otros parámetros, como la frecuencia de manchas totales y la 

frecuencia de inducción X 10-s  células. 

La frecuencia de inducción X 10-5  células, estima cuántos 

clones nuevos se inducen con base en un número de células 

constante. En la frecuencia de inducción corregida X 10-5  se restan 

los clones del lote testigo, de manera que el resultado es 
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Tabla IV . Número de células por clon y número de ciclos celulares 
precursores de un ala de Drosophila melanogaster. 

No. de Ciclos 
Celulares 

No. de Células 
por clon 

2° 1 
21  2 
22  4 
2' 8 
24  16 
25  32 
26  164 
27  128 
26  256 
26  512 
212  1024 
2" 2048 
2u  4096 
2" 8192 
2" 16384 
2" 32768 
216  65536 



indicativo de los clones producidos sólo por el tratamiento. 

En las dos series de experimentos, cianato de sodio incrementó 

la clase clonal promedio en 50 y 100 ppm, sin incrementar la 

frecuencia de manchas, ésto implica que sin que se produzcan nuevos 

clones, el tamaño de éstos tiende a ser mayor. La frecuencia de 

inducción por 10-5  indica que el cianato de sodio no induce la 

formación de clones extras a los que surgen de manera espontánea. 

La ocurrencia de divisiones celulares extras, han sido reportadas 

para células en cultivo (Murray y Hunt, 1993) y mediante el uso de 

líneas mutantes en Drosophila (Lawrence, 1992) cuando, por muerte 

de células afectadas o ciclos de división de mayor duración, las 

células vecinas tienen 1 a 2 divisiones celulares extras (Szabad, 

1983). Otra posibilidad implicaría el tiempo utilizado en la 

reparación del daño inducido, es decir, que la reparación se 

realizara en menor tiempo, lo que evitaría el retraso en la entrada 

a la siguiente mitosis, de esta manera las células que forman parte 

de una clona mutante no se retrasarían de manera importante en 

relación con las células vecinas no afectadas. Así, el cianato de 

sodio parece tener un efecto mitogénico a partir de 50 ppm, sin 

embargo en los tratamientos combinados no se encontraron evidencias 

de inducción mitogénica, ya que aunque en la serie de experimentos 

con la anida de sodio a 7.5 mM se incrementó la clase clonal 

promedio con 10 y 50 ppm de cianato, este incremento estuvo 

acompañado con disminución en la frecuencia de manchas por lo que 

otros factores como la pérdida de algunas clones afectadas, debido 

a la toxicidad alcanzada en estos tratamientos podría estar 
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produciendo un falso efecto mitogénico, se recomienda estudiar este 

aspecto con una o varias metodologías diseñadas para determinar 

este tipo de efecto. 

Los organismos utilizados en mutagénesis, al igual que en 

áreas experimentales similares, deben reunir una serie de atributos 

que les definen como pertenecientes a la población de interés. Sin 

embargo, desde los primeros resultados obtenidos en los estudios de 

toxicología genética ha sido evidente la diferente capacidad de 

respuesta de organismos pertenecientes a la misma especie y aún 

aquellos del mismo sexo, edad y dote genética similar. Esta 

variabilidad inherente a las poblaciones biológicas constituye un 

atributo adicional de las mismas y podría relacionarse parcialmente 

con la capacidad que tiene cada organismo para biotransformar 

xenobióticos. La heterogeneidad en la detección de un xenobiótico 

está en relación directa con los requerimentos de activación 

metabólica por parte del organismo, por lo que ante la presencia de 

un promutágeno como la DMN, compuesto que requiere ser 

biotransformado para ser reactivo (Nouso et al., 1992) una 

proporción de los organismos mostrarán indicios del efecto inducido 

aún a bajas concentraciones, mientras que otros requieren de 

cantidades considerables para mostrar daño alguno; teóricamente, la 

distribución de los niveles de detección que se obtendría 

involucraudo grandes cantidades de organismos adquirirá la forma de 

una distribución normal, con la mayor proporción de los organismos 

respondiendo a valores intermedios. 

En la prueba SMART, cada mancha sobre las alas indica la 
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inducción de una alteración, de manera normal, la mayoría de las 

moscas no presentarán manchas mutantes, sin embargo, algunas 

mostrarán 1 o varios eventos que se han producido sin que las 

moscas hayan sido expuestas. La distribución del número de manchas 

por mosca sigue una distribución de tipo Poisson. Se ha observado 

que en las moscas tratadas esta distribución se modifica y 

principalmente ante la exposición a promutágenos la dispersión de 

la distribución se incrementa notablemente, lo que probablemente 

es una manifestación de los diferentes niveles de respuesta que 

pueden existir en esa población (Muñoz y Ramos, 1995). 

En los tratamientos combinados, el cianato de sodio incrementó 

la dispersión de la distribución de manchas por mosca producida por 

las dos concentraciones de DMN utilizadas, probablemente lo 

anterior puede deberse a que el cianato de sodio también es 

biotransformado (Ceraml et al., 1973) por lo que su presencia 

induciría la producción de enzimas involucradas en la 

desintoxicación, las cuales al sumarse a las inducidas por la DMN 

podrían felicitar la conversión de este último a su forma reactiva, 

de manera que habría mayor cantidad de compuesto reactivo 

disponible lo que incrementaría el número de manchas totales en los 

tratamientos combinados. 

En cambio, en combinación con azida de sodio, compuesto que 

también requiere ser biotransformado (Kleinhofs et al., 1975) el 

cianato do sodio no mostró efectos aparentes sobre la distribución 

del número de manchas por mosca. Al respecto, hay que considerar 

que los dos compuestos referidos presentan afinidad por oxigeno 
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(Cerami et al., 1973; Kohzuki y Enoki., 1993) y son inductores 

enzimáticos probados (Conger y Carabia, 1977; La Velle y Mangoid, 

1987) y a la vez, inhibidores de síntesis de proteínas (Shenouda y 

Hutchinson., 1993), por lo que el efecto sobro las larvas expuestas 

pudo haberse expresado como interferencia en la reparación del daño 

inducido por la azida de sodio lo que podría llevar a la no 

viabilidad de las células afectadas. En la figura 13b y 13c se 

muestra que a medida que aumenta la concentración de cianato en 

presencia de azida, la dispersión de la distribución del número de 

manchas por mosca se reduce, siendo inclusive menor que la del 

testigo negativo, en consecuencia, el número de moscas que no 

presentan manchas se incrementa lo que podría indicar que en estas 

moscas las células afectadas al no poder reparar el posible daño 

inducido no proliferan o mueren y por esa razón no se recobran. 

La prueba SMART es una alternativa valiosa para estudios de 

mutagénesis en células somáticas porque proporciona información 

sobre distintos eventos genéticos, sin embargo, en el análisis de 

los efectos recobrados es importante que se consideren diversos 

aspectos para obtener información consistente con todos ellos. Es 

necesario continuar utilizando los protocolos combinados para 

determinar si este sistema logra distinguir entre la genotoxicidad 

particular de los compuestos utilizados, así como la producida por 

la interacción entre éstos. El análisis de la susceptibilidad 

individual vista a través del número de manchas por mosca requiere 

ser validada utilizando compuestos con diferentes mecanismos de 

acción para comprender la utilidad de su aplicación en el estudio 
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del impacto de xenobióticos en las poblaciones analizadas. 

CONCLUSIONES 

1. 	El cianato de sodio administrado crónicamente por alimentación 

no induce mutación y recombinación somáticas en larvas de 

Drosophila melanogaster. 

2. En apariencia, el cianato de sodio es un compuesto mitogénico 

en concentraciones superiores a 50 ppm. 

3. El cianato de sodio potencia la genotoxicidad de la DMN en 

tratamientos combinados. 

4. El cianato de sodio incrementa la proporción de moscas con 

manchas sobre sus alas producida por DMN. 

5. La interferencia negativa del cianato de sodio con la 

genotoxicidad de azida de sodio, podría estar asociada con la 

toxicidad alcanzada en los tratamientos combinados con estos 

compuestos. 

6. La SMART es una metodología sensible y versátil para estudiar 

el efecto combinado de compuestos de interés. 
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