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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Los metales pesados 

La corteza terrestre contiene muchos metales que, ya desde tiempos remotos, 

han resultado de gran importancia en el desarrollo y progreso de las 

civilizaciones, hasta tal punto que sería muy difícil imaginar nuestra sociedad 

actual sin un extenso empleo de utensilios y herramientas elaborados con 

metales. De los elementos químicos que hoy conocemos, aproximadamente un 

75% son metales, de entre los que destacan los denominados metales 

pesados. Éstos son un grupo de elementos químicos que presentan una 

densidad relativamente alta y cierta toxicidad para el ser humano. Aunque el 

término metal pesado no está bien definido, la descripción más aceptada 

corresponde a que los metales pesados son un grupo de elementos que tienen 

un peso molecular comprendido entre 63,5 y 200,6 con una distribución 

electrónica similar en su capa externa (Rainbow, 1993). 

Los metales están siempre presentes en nuestro ambiente debido tanto 

a fuentes naturales como antropogénicas. Esta ubicuidad hace que estos 

elementos se encuentren prácticamente en todos los organismos vivos, donde 

ejercen un amplio rango de funciones biológicas importantes, tales como 

componentes enzimáticos y sistemas de óxido-reducción, activadores 

enzimáticos, etc. Sin embargo, hay una serie de elementos que en alguna de 

sus formas químicas pueden suponer un serio problema para la salud de la 

población y del medioambiente. 

Desde un punto de vista biológico y toxicológico los metales pueden ser 

clasificados en cuatro grupos: (1) metales con toxicidad aparente y con amplia 

distribución en el ambiente (p. ej. arsénico, cadmio, plomo, mercurio y uranio); 

(2) metales traza esenciales (cromo, cobalto, manganeso, selenio y zinc); (3) 

otros metales con importancia biológica (níquel y vanadio); y (4) metales con 

interés farmacológico (aluminio, galio, litio y platino). 

En las últimas décadas, la concentración de metales en el ambiente ha 

aumentado considerablemente, debido a las variadas actividades de origen 
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antropogénico, de manera que actualmente estos metales representan una 

clase importante de contaminantes ambientales. 

Las rutas de exposición a los metales pesados pueden ser variables. 

Así, a través de la respiración se puede estar expuesto a distintos metales 

procedentes de procesos de combustión industrial. Otros se depositan en la 

tierra y las lluvias ayudan a la filtración y, finalmente, llegan al ser humano a 

través del agua de consumo. Además, los metales se pueden fijar en los 

vegetales y así pasar a la cadena trófica, afectando también a los animales y 

humanos, situados en la cima de esta cadena. 

En general, algunos metales pueden tener efectos positivos como 

micronutrientes esenciales a bajas concentraciones y efectos tóxicos a niveles 

altos. Estos efectos pueden observarse a nivel histológico, celular o molecular. 

Entre los efectos a corto plazo causados por los metales de transición destacan 

la neurotoxicidad, la hepatoxicidad y la nefrotoxicidad, sin olvidar su potencial 

cancerígeno. 

 

1.1.1. Toxicidad de los metales pesados 

Como se ha comentado, los metales pesados constituyen un serio problema 

tanto para el medioambiente como para los organismos vivos que lo habitan, 

debido principalmente a sus efectos tóxicos. Los metales pesados muestran 

toxicidad cuando no son metabolizados por el organismo y cuando, 

consecuentemente, se acumulan en los tejidos. Las rutas de exposición a los 

metales son múltiples, ya que éstos pueden entrar en el cuerpo humano a 

través de los alimentos, agua, aire o por la absorción a través de la piel. 

Aunque los niveles de exposición generalmente son bajos, éstos pueden 

incrementar considerablemente por razones de índole laboral o como 

consecuencia de accidentes. 

Las propiedades toxicológicas de los metales dependen altamente del 

elemento metálico involucrado, pero éstas se ven modificadas drásticamente 

en función del tipo de compuesto formado, de si es orgánico o inorgánico, así 

como de sus características hidrofílicas o lipofílicas; estos factores determinan 
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significativamente su toxicinética y, por lo tanto, sus posibilidades de alcanzar 

sus dianas biológicas (Hartwing, 1998). 

Potencialmente, todos los metales pesados pueden causar toxicidad 

cuando son ingeridos en cantidades suficientemente altas, pero hay algunos 

metales con características especiales, los cuales pueden tener una gran 

capacidad de penetración o producir toxicidad a concentraciones bajas. A 

pesar de que la toxicidad de los metales ha sido ampliamente investigada en 

las últimas décadas, todavía existen múltiples incógnitas sobre sus 

mecanismos de acción. 

En general, los metales pesados suelen ejercer su toxicidad por la 

formación de complejos con compuestos orgánicos. Estas moléculas biológicas 

modificadas pierden sus capacidades funcionales propias, provocando el 

malfuncionamiento o la muerte de las células afectadas. La mayoría de los 

grupos involucrados en la formación de complejos son el oxigeno, el azufre, y 

el nitrógeno. Cuando los metales se unen a estos grupos pueden inactivar 

sistemas enzimáticos importantes o afectar las estructuras proteicas. 

Los metales pesados poseen una elevada reactividad biológica dada su 

capacidad para unirse con diversos tipos de moléculas orgánicas. Los procesos 

de bioacumulación de los metales se deben básicamente a la imposibilidad, por 

parte del organismo afectado, de mantener los niveles necesarios de excreción 

del contaminante, por lo que sufre una acumulación en el interior del mismo. El 

proceso se suele agravar a lo largo de las cadenas tróficas, debido a que los 

niveles de incorporación experimentan un fuerte incremento a lo largo de sus 

sucesivos eslabones, siendo en los superiores donde se hallan los mayores 

niveles de contaminantes. Una vez incorporados a los tejidos, los metales son 

capaces de reaccionar con una gran variedad de moléculas, y sus efectos 

tóxicos específicos sobre un sistema biológico dependen de reacciones con 

complejos que son esenciales para la función normal de ese sistema. Así, los 

metales muestran gran afinidad por los grupos sulfhidrilo y, en menor medida, 

por los radicales amino, fosfato, carboxilo, imidazol e hidroxilo, pertenecientes a 

enzimas u otras proteínas esenciales.  
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Por otro lado, diversos estudios previos demuestran que algunos de los 

denominados metales de transición (plomo, cadmio, mercurio y arsénico) 

actúan como catalizadores de reacciones de oxidación de macromoléculas 

biológicas; por lo tanto, la toxicidad asociada a estos metales se podría deber 

también al daño oxidativo inducido en los tejidos (Stohs y Bagchi, 1995). Tanto 

los metales que poseen actividad óxido-reductora (hierro, cobre y cromo), como 

los que no la poseen (plomo, cadmio y mercurio), pueden causar incrementos 

importantes de los niveles de especies reactivas de oxígeno (EROs), tales 

como los radicales hidroxilo (OH-), superóxido (O2
-) y peróxido de hidrógeno 

(H2O2). Las células bajo condiciones de estrés oxidativo muestran un amplio 

rango de alteraciones debidas a lesiones causadas por las EROs en los lípidos, 

proteínas y DNA, lo que sugiere que la toxicidad de los metales pesados puede 

ser explicada, al menos en parte, por la capacidad de inducir estrés oxidativo 

en las células (Ercal et al., 2001). 

Al analizar los efectos tóxicos de los metales pesados debemos 

considerar que también la genotoxicidad es un tipo específico de toxicidad, ya 

que muchos de estos metales tienen la capacidad de interactuar con el DNA, 

ya sea de forma directa o indirecta, provocando efectos biológicos nocivos para 

las células y, en consecuencia, para los organismos. 

 

1.1.2. Genotoxicidad de los metales pesados 

Los metales pueden inducir genotoxicidad por múltiples vías, ya sea por sí 

solos o por la potenciación de los efectos de otros agentes, es decir, por la 

interacción entre agentes (Beyersmann y Hartwig, 1994). Se ha descrito que 

casi todos los metales causan daño en el DNA por la generación de estrés 

oxidativo en las células (Valko et al., 2005), principalmente por las especies 

reactivas de oxígeno, las cuales pueden inducir la peroxidación de lípidos, daño 

en el DNA, la reducción de grupos sulfhidrilo, así como alteraciones de las vías 

de señalización celular y de la homeostasis del calcio. Los radicales libres y 

otras especies reactivas de oxigeno y de nitrógeno generados por los metales 

pueden promover distintos tipos de daño en el DNA, tales como roturas de 

cadena simple y modificaciones de las bases del DNA. Sin embargo, los 
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metales también pueden inducir genotoxicidad debido a su habilidad para 

inhibir los mecanismos de reparación del DNA (Ercal et al., 2001). Por ejemplo, 

metales como el níquel y el plomo pueden ser comutagénicos e interferir con 

los mecanismos de reparación por excisión de nucleótidos (NER) y de bases 

(BER). La disminución de la habilidad para eliminar el daño genético causado 

por los metales puede incrementar el riesgo de cáncer. Además, se ha 

demostrado que los metales afectan la fidelidad de la replicación del DNA 

(Wedrychowski et al., 1986; Singh y Snow, 1998; Vaisman et al., 2001), debido 

a que son capaces de inhibir las enzimas involucradas en la replicación y en la 

síntesis de los nucleótidos, así como alterar los procesos de metilación del 

DNA y de los componentes del complejo de replicación del DNA. 

Aunque existen numerosos estudios que han evaluado los efectos 

genotóxicos y carcinogénicos de diferentes metales pesados, aún se 

desconocen los efectos que pueden provocar algunos metales y, 

fundamentalmente, los mecanismos por los cuales pueden causar 

genotoxicidad. De esta manera, nuevos estudios que utilicen ensayos sensibles 

y capaces de detectar un amplio rango de mutaciones ayudarán a dilucidar y 

conocer más profundamente los efectos de los metales o metaloides sobre el 

material genético. De entre todos los metales pesados existentes, en esta tesis 

doctoral nos vamos a dedicar a detallar los efectos inducidos por tres metales: 

mercurio, plomo y níquel. 

 

1.1.2.1. Genotoxicidad del mercurio 

El mercurio es un metal abundante en la corteza terrestre y ampliamente 

utilizado por el hombre, que ha provocado graves efectos sobre el medio 

ambiente y sobre los organismos vivos que lo habitan. Este metal ha 

demostrado ser extremadamente tóxico, tanto en procariotas como en 

eucariotas, y en humanos expuestos este metal puede ser altamente tóxico, 

afectando principalmente el sistema nervioso central (Crespo-López et al., 

2005). En los últimos años se han llevado a cabo numerosos estudios sobre los 

posibles efectos genotóxicos de los compuestos de mercurio dirigidos, 

principalmente, a aclarar su posible potencial carcinogénico. 
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Así, la genotoxicidad de los compuestos de mercurio se ha investigado 

en una gran variedad de blancos genéticos, utilizando tanto organismos 

procariotas como eucariotas (De Flora et al., 1994). Sin embargo, los 

resultados obtenidos son poco consistentes y no muestran una tendencia clara. 

Así, se podría decir que los compuestos de mercurio, en general, no inducen 

efectos mutagénicos en ensayos con bacterias, pero pueden ejercer 

genotoxicidad sobre los cromosomas de las células eucariotas, provocando 

aberraciones cromosómicas, clastogenicidad y efectos aneugénicos (De Flora 

et al., 1994; Akiyama et al., 2001; Thier et al., 2003). 

Los estudios de biomonitorización en humanos expuestos al mercurio 

han mostrado un incremento en las frecuencias de aberraciones cromosómicas 

y de micronúcleos en linfocitos de sangre periférica (Franchi et al., 1994; 

Amorim et al., 2000). Sin embargo, en otros casos también se han encontrado 

resultados negativos y/o discordantes, poniéndose de manifiesto que los 

estudios citogenéticos de individuos expuestos a este metal no son muy 

específicos (De Flora et al., 1994; Celbulska-Wasilewska et al., 2005; Silva-

Pereira et al., 2005). 

Respecto a los mecanismos involucrados en la genotoxicidad del 

mercurio, se ha considerado que ésta es debida a la capacidad del metal de 

reaccionar con los grupos sulfhidrilo de la tubulina, afectando las funciones del 

huso mitótico y produciendo errores en la segregación de los cromosomas 

durante la división celular lo que provoca, como consecuencia, aberraciones 

cromosómicas y poliploidía (De Flora et al., 1994). Por otro lado, muchos 

estudios in vitro e in vivo sugieren que la genotoxicidad de las formas 

inorgánicas y orgánicas de mercurio se debe a la generación de radicales libres 

(De Flora et al., 1994; Rao et al., 2001). Una elevada formación de complejos 

entre el mercurio y el glutation, principal antioxidante de las células, produciría 

un daño en el DNA, indirectamente, a través de la acumulación de especies 

reactivas de oxígeno, las cuales son eliminadas normalmente por el glutation 

(De Flora et al., 1994; Ercal et al., 2001; Valko et al., 2005). 

Aunque se ha detectado alguna evidencia de que tanto el mercurio 

inorgánico como el orgánico pueden causar tumores renales en roedores 
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(National Toxicology Program, 1993), no existe evidencia suficiente que 

demuestre que los compuestos de mercurio puedan causar carcinogenicidad 

en humanos (Boffeta, 1993; De Flora et al., 1994). Sin embargo, algunas 

observaciones han mostrado un cierto grado de riesgo de glioblastoma en 

dentistas y enfermeros dentales que utilizan amalgamas que contienen 

mercurio (Ahlbom et al., 1986).  De esta manera, y de acuerdo con la 

información acumulada sobre los efectos genotóxicos y carcinogénicos del 

mercurio, la Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer (IARC) (ver 

Boffeta, 1993) ha clasificado los compuestos de mercurio en los siguientes 

grupos:  

 Compuestos de metilmercurio en el grupo 2B, que corresponden a los 

compuestos que son posibles carcinógenos. 

 Los compuestos inorgánicos de mercurio y el mercurio metálico en el 

grupo 3, que son los compuestos considerados no carcinogénicos en 

humanos.  

 

1.1.2.2. Genotoxicidad del plomo 

El plomo es uno de los metales más comúnmente utilizados en múltiples 

aplicaciones industriales y presenta una elevada toxicidad en la mayoría de los 

organismos. Debido al amplio uso industrial y a las continuas emisiones al 

medioambiente, el plomo ha sido uno de los metales más estudiados desde el 

punto de vista carcinogénico y genotóxico (Cohen et al., 1996).  

La genotoxicidad de diferentes compuestos de plomo se ha evaluado y 

discutido ampliamente durante las dos últimas décadas (Gerber et al., 1980; 

Winder y Bonin, 1993; Cohen et al., 1996; Steenland y Boffetta, 2000). Los 

estudios de mutagenicidad en bacterias han demostrado que los compuestos 

de plomo son mutágenos débiles, mientras que los estudios llevados a cabo en 

células de mamífero han mostrado diferentes efectos, y los resultados son 

ambiguos. Las razones de esta situación pueden estar relacionadas con 

problemas de solubilidad de los compuestos de plomo, su capacidad para 

disolverse en fluidos biológicos, interferencias químicas, uso de ensayos no 
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específicos o a que la genotoxicidad se produzca a través de mecanismos 

indirectos (Winder y Bonin, 1993; Hartwig, 1994). 

En eucariotas se ha visto que altas concentraciones de plomo inorgánico 

pueden inducir aberraciones cromosómicas, intercambios entre cromátidas 

hermanas y micronúcleos (Johnson, 1998). Además, algunos estudios en 

humanos expuestos al plomo muestran un incremento en el daño cromosómico 

(efectos clastogénicos y aneugénicos) (Vaglenov et al., 2001; Palus et al., 

2003), lo cual indica que el plomo produce efectos citogenéticos in vivo. 

A pesar de que los mecanismos de acción genotóxica de los 

compuestos de plomo aún no están claros, algunos estudios indican que los 

mecanismos de acción mutagénica del plomo podrían ser por efectos 

indirectos. Se ha documentado que el plomo puede afectar principalmente a los 

ciclos de óxido-reducción en las células, inhibiendo la reparación del DNA, lo 

que puede alterar la organización de los microtúbulos en las células y modular 

los mecanismos epigenéticos (Skerfving y Bergdahl, 2007). 

De acuerdo con la IARC, el plomo y los compuestos inorgánicos de 

plomo presentan evidencias de producir cáncer en animales, aunque en 

humanos éstas son insuficientes; es por esto que se les clasifica en el grupo 

2B, es decir posibles carcinógenos en humanos. En cambio la IARC clasifica 

los compuestos orgánicos de plomo en el grupo 3, que corresponde a los 

compuestos considerados no carcinogénicos en humanos (Boffeta, 1993). 

 

1.1.2.3. Genotoxicidad del níquel 

El níquel es también un metal muy abundante que ha probado ser tóxico y 

carcinogénico en diversos órganos (Kasprzak et al., 2003). La combustión de 

combustibles fósiles y la contaminación por las industrias del níquel son las 

principales fuentes que aportan níquel al medio ambiente. Específicamente, las 

fuentes de níquel provienen de la quema de carbón, la incineración de basuras, 

la minería y la industria del acero y la galvanoplastia (Klein y Costa, 2007). Los 

efectos más graves sobre la salud, provocados por exposición al níquel, son 
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alergias, bronquitis crónica, disminución de la función pulmonar y cáncer de 

pulmón y de los senos nasales (Lu et al., 2005). 

A pesar de que numerosos estudios realizados tanto in vitro como in vivo 

en células de mamíferos han documentado daño en el DNA y en los 

cromosomas, el potencial mutagénico de los compuestos de níquel en células y 

tejidos expuestos es considerado bajo y restringido a compuestos poco 

solubles (Hartwing, 1995; Kasprzak et al., 2003). Sin embargo, existen algunos 

datos que sugieren que el níquel puede actuar como un potente comutágeno 

en combinación con otros agentes que dañan el DNA, incluyendo la radiación 

UV, los rayos X, los agentes alquilantes y el benzo[α]pireno (Hartwig et al., 

1994b; Hartwing, 1995). Esto sugiere que el níquel puede tener un papel 

importante en la alteración de los mecanismos involucrados en la reparación 

del DNA. Por otro lado, algunos estudios han demostrado que los compuestos 

de níquel pueden inducir daño oxidativo en el DNA, a través de la generación 

de EROs (Sugiyama, 1994; Kasprzak, 1995). No obstante, estos resultados 

indican que el daño oxidativo en el DNA solamente se produce a 

concentraciones altas y citotóxicas. 

De acuerdo con la IARC (Boffeta, 1993), el níquel metálico no muestra 

evidencias suficientes de carcinogenicidad en humanos, mientras que los 

diversos compuestos de níquel sí que presentan evidencias suficientes de 

producir cáncer en humanos. Estos datos se basan fundamentalmente en 

estudios con trabajadores expuestos al níquel, en los que se observó una alta 

incidencia de cáncer de pulmón y nasal. 

Finalmente, dado que no existe una correlación directa y que las 

evidencias existentes entre mutagénesis y carcinogénesis son débiles, los 

datos sugieren que la inducción de una actividad mutagénica directa del níquel 

es la primera causa de la carcinogenicidad de este metal. Estudios recientes 

muestran que la carcinogenicidad del níquel puede estar relacionada con la 

producción de alteraciones significativas en el metabolismo celular, tales como 

la estimulación de la actividad glicolítica, alteración de la homeostasis del 

hierro, reducción del ascorbato y estrés hipóxico. Estos factores pueden 

producir claramente una modulación de la expresión genética (cambios 
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epigenéticos). De esta manera, estos mecanismos más bien de tipo indirecto 

podrían ser relevantes a la hora de explicar la carcinogénesis del níquel 

(Salnikow y Costa, 2000; Kasprzak et al., 2003; Salnikow y Zhitkovich, 2008). 

 

1.2. Detección del daño genotóxico 

La gran trascendencia que tienen los efectos adversos causados por los 

metales pesados (y otros agentes) sobre el DNA, ha hecho que los científicos 

se hayan movilizado en la obtención de herramientas que permitan detectar 

con la mayor rapidez y sencillez posibles si un determinado agente es 

genotóxico o no, y aportar información sobre los mecanismos mediante los 

cuales ejercen su potencialidad genotóxica. 

Así, para detectar los posibles agentes genotóxicos se ha desarrollado 

una amplia variedad de ensayos que utilizan organismos de complejidad muy 

variada, abarcando desde organismos unicelulares simples, como las 

bacterias, hasta mamíferos y cultivos de células humanas. Cada ensayo tiene 

la capacidad de detectar diferentes alteraciones en el DNA, lo que permite que, 

al utilizar distintos ensayos en paralelo, se pueda tener una evaluación 

genotóxica completa del potencial de un determinado agente. 

Entre los distintos ensayos, los ensayos de mutación reversa con 

bacterias son muy utilizados para la evaluación mutagénica de las sustancias 

químicas, especialmente para hacer un primer análisis de sus propiedades 

genotóxicas. Por su sencillez y rapidez, estos ensayos son unos de los más 

utilizados a la hora de evaluar nuevos productos químicos (p. ej. cosméticos, 

aditivos alimentarios, medicamentos, etc.), ya que permiten identificar 

sustancias capaces de causar, fundamentalmente, sustituciones de bases o 

adiciones y deleciones. Las especies bacterianas más utilizadas para este tipo 

de ensayos son Salmonella typhimurium y Escherichia coli. 

Dadas las diferencias existentes entre bacterias y mamíferos, tanto en la 

organización del genoma como en la complejidad genética, los ensayos 

bacterianos se han de complementar con ensayos que utilizan cultivos de 
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células eucariotas, principalmente de mamíferos. Mediante el uso de estas 

células se pueden estudiar prácticamente todos los tipos de daño (incluyendo 

las aberraciones cromosómicas y las alteraciones en la segregación 

cromosómica). 

En general, los ensayos de mutagénesis in vivo con mamíferos son 

menos sensibles que los realizados in vitro. Sin embargo, se trata de ensayos 

que miden los efectos reales en organismos superiores y, por lo tanto, cumplen 

un papel muy importante a la hora de la evaluación final de un determinado 

compuesto. La razón de esta menor sensibilidad se debe, sin duda alguna, a 

los diversos mecanismos/barreras involucrados en el metabolismo/excreción de 

dichos compuestos por los organismos complejos, lo que impide que muchos 

de ellos puedan llegar a alcanzar el blanco esperado (DNA) y producir efectos 

genotóxicos. 

Entre las pruebas de mutagénesis que utilizan sistemas in vivo, hay que 

destacar aquellas que emplean Drosophila melanogaster como organismo de 

ensayo, especialmente si nos referimos a la investigación básica. La 

simplicidad de Drosophila frente a los mamíferos, junto con la elevada 

información que se posee de esta especie modelo, la hace particularmente útil 

en los estudios de genotoxicidad. A pesar de que están en regresión, los 

ensayos con Drosophila todavía ocupan un lugar importante en las baterías 

mínimas de ensayos de corta duración para la evaluación genotóxica. 

 

1.3. Drosophila melanogaster: características y ciclo biológico 

D. melanogaster (Meigen, 1830) es un insecto del orden de los dípteros (dos 

alas), que se caracteriza por tener ojos rojos, un cuerpo de color amarillo-

marrón y anillos negros transversales que cruzan su abdomen. Presenta 

dimorfismo sexual: las hembras tienen un tamaño aproximado de 2,5 mm, los 

machos son un poco más pequeños y la parte trasera de su cuerpo es más 

oscura. Los machos se distinguen fácilmente de las hembras por la diferencia 

de color (los machos tienen los segmentos terminales de su abdomen 
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melanizados); además, los machos tienen peines sexuales en las patas 

delanteras que les permiten sujetar a la hembra durante el apareamiento. 

D. melanogaster es uno de los organismos más usados en la 

investigación biológica, particularmente en el área de la genética. Además, 

cabe señalar que las primeras evidencias de mutagénesis física (rayos-X) y de 

mutagénesis química (gas mostaza) en eucariotas fueron obtenidas 

precisamente por medio del empleo de D. melanogaster (Müller, 1927; 

Auerbach y Robson, 1947). A continuación se mencionan algunas de las 

razones de su amplia utilización: 

 Es pequeña y de fácil mantenimiento y crecimiento en el laboratorio. 

 Tiene un periodo de generación corto y una alta fertilidad (las hembras 

pueden llegar a poner 100 huevos en 1 día). 

 Las larvas de tercer estadio presentan cromosomas gigantes en las 

glándulas salivales, llamados cromosomas politénicos, que permiten 

visualizar regiones de transcripción y, por lo tanto, de actividad génica. 

 Sólo presenta cuatro pares de cromosomas: tres autosomas y uno 

sexual. 

 Los machos no muestran recombinación meiótica, facilitando los 

estudios genéticos. 

 Alrededor del 61% de las enfermedades genéticas conocidas en el 

hombre corresponden a alteraciones con un parecido reconocible en la 

secuencia genética de la mosca de la fruta y un 50% de sus secuencias 

proteicas tiene un análogo en mamíferos. 

 Su genoma fue secuenciado en 1998, con 132 millones de bases y 

13.376 genes, aproximadamente. 

 

Su ciclo de vida comprende un período de embriogénesis dentro del huevo y 

una sucesión de estadios larvarios que culminan con una metamorfosis 

completa (en el interior de la pupa), de la que finalmente emerge un imago o 

adulto (Figura 1). La duración del ciclo de vida completo es de 9 a 10 días en 

condiciones de laboratorio a 25 ºC de temperatura y una humedad relativa del 

60% (Tabla 1). 
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Las moscas adultas tienen la capacidad de aparearse pocas horas 

después de su salida de la pupa, y la puesta de huevos fecundados comienza 

inmediatamente después del apareamiento. Después de un día de desarrollo 

embrionario, eclosiona del huevo una pequeña larva, iniciándose así el 

desarrollo post-embrionario. 

La fase de larva corresponde a un crecimiento muy rápido del 

organismo, lo que hace que las larvas sean muy activas y voraces. Pasan por 

dos mudas, pudiéndose distinguir, por lo tanto, tres estadios larvarios. 

La pupa es una fase estacionaria en la que se produce la metamorfosis 

de larva a adulto, un proceso que supone la casi completa degeneración del 

tejido larvario y la posterior formación de nuevos tejidos y órganos adultos 

derivados de los discos imaginales. 

Los adultos o imagos emergen con las alas plegadas y con el cuerpo 

alargado, delgado y poco pigmentado. Las alas se expanden aproximadamente 

en el intervalo de una hora y la pigmentación aparece al cabo de 2 ó 3 horas 

después de la eclosión. Transcurrido este tiempo los machos ya pueden 

aparearse, mientras que el tiempo que requieren las hembras para adquirir la 

madurez sexual y poder ser fecundadas es de unas 6 horas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Introducción 

14 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Ciclo de vida de D. melanogaster (Modificado de Weigmann et al., 2003). 
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Tabla 1. Cronología del desarrollo de D. melanogaster 

Día Horas Estadio y/o suceso del desarrollo 

0 0 Huevo 

1 22 Primer estadio larvario 

2 47 Segundo estadio larvario 

3 70 Tercer estadio larvario 

5 118 Formación de la pupa: pupa blanca 

5 119 Pupa amarilla 

5 120 Pupa pigmentada 

5 122 Muda prepupal 

5,5 130 Pupación: formación de la cabeza, alas y patas 

7 167 Pigmentación de los ojos 

7,5 187 Pigmentación de las quetas 

9 214 Emergencia del adulto con las alas plegadas 

9 215 Adulto con las alas desplegadas 

Según Strickberger, 1962; Bodenstein, 1965. 
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1.4. Ensayos de genotoxicidad en Drosophila 

El objetivo básico de todo ensayo de genotoxicidad es contribuir a la evaluación 

del riesgo que puede suponer un determinado agente para los seres humanos. 

Para tratar de identificar la gran variedad de mutágenos, se han diseñado 

distintos ensayos que utilizan diferentes sistemas biológicos de complejidad 

muy variable, abarcando desde bacterias hasta mamíferos y cultivos de células 

humanas. Sin duda alguna, es indiscutible la importancia de los mamíferos en 

los estudios de toxicología genética, sobre todo por su estrecha relación 

filogenética con el hombre, que nos permite extrapolar los resultados con una 

buena fiabilidad. Sin embargo, los mamíferos presentan muchos 

inconvenientes para ser usados de manera generalizada en dichos estudios 

por varias razones: su ciclo reproductor es largo, la descendencia es poco 

numerosa, tienen un alto de costo de mantenimiento y ocupan gran espacio. 

Por la importancia de los estudios in vivo y por la falta de información directa 

sobre el ser humano, se han establecido una serie de ensayos con diferentes 

organismos vegetales y animales, dentro de los cuales destaca D. 

melanogaster, conocida vulgarmente como mosca de la fruta o del vinagre. 

Históricamente, las primeras pruebas para la detección de agentes 

mutagénicos fueron realizadas utilizando D. melanogaster como organismo 

modelo (Müller, 1927; Auerbach y Robson, 1947). Desde entonces, numerosos 

compuestos han sido evaluados con este organismo y, además, ha sido 

ampliamente utilizado en las baterías de ensayos de mutagenicidad propuestas 

por diversas entidades internacionales. La presencia de D. melanogaster 

dentro de las baterías mínimas de ensayo viene determinada por sus múltiples 

ventajas en este tipo de estudios. 

Las ventajas que posee la mosca de la fruta en los estudios de 

toxicología genética se pueden resumir de la siguiente manera: 

 Posee un tiempo de generación corto y una progenie numerosa. 

 Es un organismo muy bien estudiado genéticamente, del cual se 

conocen muchas mutaciones con efectos fenotípicos claramente visibles 

que son utilizados como marcadores genéticos. 
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 Se puede detectar un amplio rango de efectos genéticos tales como: 

mutaciones letales dominantes, mutaciones letales recesivas ligadas al 

sexo, deleciones, translocaciones, recombinación mitótica y/o meiótica, 

no disyunción, pérdida de cromosomas, etc. (Sobels y Vogel, 1976a). 

 Tiene la capacidad metabólica de activar o inactivar promutágenos y sus 

metabolitos, siendo comparable a la versatibilidad metabólica del hígado 

de los mamíferos, pudiendo transformar muchos compuestos, entre 

otros menos tóxicos y/o biológicamente más activos (Vogel y Sobels, 

1976; Zijlstra et al., 1979). 

 Es un organismo eucariota con reproducción sexual que presenta unos 

estadios germinales paralelos a los de mamíferos y resulta relativamente 

sencillo evaluar la actividad mutagénica de un determinado agente. 

 Posee cromosomas politénicos en las glándulas salivares de las larvas, 

las cuales permiten detectar con mayor facilidad cualquier tipo de 

reordenación cromosómica. 

 

Como se ha indicado anteriormente, D. melanogaster ofrece un conjunto de 

ventajas que le hacen un organismo modelo para los estudios de 

genotoxicidad, habiendo desempeñado un papel muy importante en el 

desarrollo de la Toxicología Genética. Además, la mosca de la fruta ofrece 

muchas ventajas a la hora de detectar actividades mutagénicas de agentes 

potencialmente carcinogénicos (Sobels y Vogel, 1976b).  

Los ensayos más utilizados en D. melanogaster, si se mide la inducción 

de mutaciones en la línea germinal, son los siguientes: 

 La prueba de letales recesivos ligados al sexo. 

 La prueba de letales dominantes. 

 El ensayo de pérdida de los cromosomas sexuales X o Y. 

 La prueba de translocaciones entre los cromosomas 2 y 3. 

 

A pesar de la variedad de ensayos de corta duración existentes en Drosophila, 

el ensayo de detección de mutaciones letales recesivas ligadas al sexo (Sex-

Linked Recessive Lethal Test, SLRLT) en células germinales de D. 



Introducción 

18 
 

melanogaster ha sido, durante mucho tiempo el ensayo más utilizado con este 

organismo (Sobels y Vogel, 1976a). Se trata de un ensayo muy bien 

establecido y estandarizado, que hasta el momento es el mejor validado en 

Drosophila. Los tipos de daño genético que se pueden detectar con este 

ensayo son: mutaciones puntuales, deleciones y ciertos tipos de aberraciones 

cromosómicas. Así, una gran parte de los datos disponibles sobre la 

genotoxicidad de un total de 750 compuestos químicos evaluados provienen de 

la información generada por el SLRLT (Vogel et al., 1999). No obstante, como 

ensayo in vivo no está muy claro su poder predictivo en relación a la 

carcinogenicidad en mamíferos, debido probablemente a que no es adecuado 

realizar esta extrapolación. Por otro lado, es un ensayo que consume bastante 

tiempo y también es costoso de realizar en el laboratorio, por la elevada 

cantidad de material que se requiere. 

Otras desventajas del SLRLT son las siguientes: 

 Para mutágenos débiles o no mutágenos se debe analizar un número 

elevado de cromosomas antes de poder confirmar un resultado. 

 Existe la posibilidad de que las células portadoras de mutaciones sean 

eliminadas durante alguna de las fases del proceso de meiosis y, por lo 

tanto, pase desapercibida la actividad genotóxica del agente evaluado. 

 Tiene una baja sensibilidad cuando se ensayan compuestos que no son 

agentes de acción directa o promutágenos de activación simple. 

 

De esta manera, y por las razones anteriormente mencionadas, durante los 

últimos años los ensayos de mutagenicidad que utilizan células somáticas (en 

lugar de células germinales) han ido adquiriendo más importancia y un mayor 

interés no sólo por el hecho de que representan un complemento, sino porque 

también son una atractiva alternativa al SLRLT, dada su rapidez y capacidad 

para detectar una gran variedad de alteraciones genéticas, incluyendo la 

recombinación mitótica (Graf et al., 1984). 
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1.4.1. Ensayos de mutación y recombinación somáticas (SMART) 

Los ensayos de mutación y recombinación somáticas en D. melanogaster son 

ensayos in vivo que permiten la detección rápida y barata de agentes 

genotóxicos. Se basan en la detección y cuantificación de eventos 

mutacionales y recombinacionales en células somáticas de un organismo 

eucariota. 

Se han descrito dos sistemas de ensayo diferentes, uno que emplea 

marcadores de las alas (Graf et al., 1984) y el otro que emplea marcadores que 

afectan la pigmentación de los ojos (Vogel y Zijlstra, 1987a). Estas pruebas se 

basan en la pérdida de heterocigosidad de los genes normales en las células 

de los discos imaginales de las larvas, lo que causa la formación de clones o 

sectores de células mutantes, expresándose fenotípicamente en clones 

mutantes en las alas o en los ojos de las moscas adultas. 

Los principales ensayos SMART descritos son los siguientes: 

a) El ensayo UZ (white-zeste inestable) 

Éste fue desarrollado por Rasmuson et al. (1978) y se basa en la detección de 

mutaciones somáticas en el locus white inestable, dando lugar a sectores rojos 

sobre el fondo amarillo del ojo. La inestabilidad es causada por un elemento 

transponible insertado dentro de la región reguladora del locus white, cuya 

movilización (espontánea o inducida) produce el cambio del fenotipo zeste 

(amarillo) al salvaje (rojo) (Xamena et al., 1988). Las alteraciones genéticas 

detectadas en este ensayo son mutaciones génicas y pequeñas deleciones. 

b) El ensayo w/wi (white/white-ivory) 

Desarrollado por Green et al. (1986), se basa en la reversión somática del 

fenotipo salvaje (w+) del color del ojo wi (blanco-amarillo). Para incrementar el 

número de células diana, se utiliza una cepa portadora de una tetraplicación en 

tándem del alelo wi. Los análisis moleculares apuntan a que la inducción de 

reversiones (espontáneas o inducidas) está asociada a la pérdida total o parcial 

de un fragmento de 2,9 kb originada en la mutación wi por un mecanismo 

todavía no muy bien establecido (Suárez et al., 1996). 
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c) El ensayo w/w+ (white/white+) 

Descrito por Vogel y Zijlstra (1987b), se basa en la pérdida de heterocigosidad 

y la consiguiente expresión del alelo white, dando lugar a clones mutantes que 

se cuantifican por la aparición de sectores blancos en los ojos (rojos) de 

individuos adultos. Estas alteraciones son producidas, principalmente, por 

recombinación mitótica entre cromosomas homólogos o mutación puntual. 

d) El ensayo mwh/flr3 (multiple wing hairs/flare) 

Esta prueba fue desarrollada por Graf et al. (1984) y constituye el único ensayo 

descrito que utiliza marcadores de alas para el estudio de mutación y 

recombinación somáticas. El ensayo se lleva a cabo con larvas trans-

heterocigóticas para los marcadores multiple wing hairs y flare y se basa en la 

pérdida de heterocigosidad (LOH), dando lugar a la expresión de los genes 

recesivos mwh y flr3 sobre el fondo normal del ala. 

 

1.4.2. El ensayo SMART en alas 

Las células diana utilizadas en este ensayo son los discos imaginales, los 

cuales corresponden a los primordios celulares presentes en las larvas y que 

dan lugar a diferentes partes del cuerpo durante el proceso de pupación, en 

particular, las que dan origen al ala en el adulto. Como ya se ha comentado 

previamente, este ensayo se basa en el principio de la pérdida de 

heterocigosidad de genes marcadores (mwh y flr3) en las células de los discos 

imaginales de las larvas, que pueden dar lugar a la formación de clones 

mutantes que se expresarán como sectores distinguibles por su aspecto 

fenotípico en las alas de los individuos adultos. 

Lo importante de esta prueba es la capacidad de detectar un amplio 

rango de sucesos mutacionales, incluidas la recombinación mitótica y la 

conversión génica. La capacidad de detectar la recombinación somática hace 

que sea de gran interés para la identificación de agentes potencialmente 

carcinogénicos, ya que se ha señalado que la recombinación mitótica puede 

ser un mecanismo importante en la pérdida de heterocigosidad en las células, 
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un proceso que puede ser crucial para la carcinogénesis (Stettler y Sengstag, 

2001; Wijnhoven et al., 2003; Wang et al., 2006). 

Además de las características previamente señaladas, el ensayo 

SMART en alas presenta las siguientes ventajas: 

 En comparación con los ensayos que utilizan marcadores en los ojos, el 

número de células de los discos imaginales de las alas es mucho mayor 

que el de los discos oculares. Aunque todos los discos imaginales 

comienzan su división al mismo tiempo, los oculares cesan su división a 

las 80 horas, mientras que los alares finalizan su división 120-140 horas 

después. Esto implica que, al final del período larvario, un mayor número 

de células diana habrán estado potencialmente expuestas a los agentes 

genotóxicos evaluados. 

 El costo económico que supone realizar este ensayo es bajo, debido a 

que sólo representa un 5-10% de lo que cuesta el ensayo SLRL (Vogel 

et al., 1999). 

 Las moscas tratadas pueden ser conservadas en etanol al 70% para un 

análisis posterior, sin que se pierdan las características de los sectores 

mutantes y/o recombinantes (Graf et al., 1984). 

 Posee una gran sensibilidad para detectar un amplio rango de daño 

genético: mutaciones puntuales, deleciones, algunos tipos de 

aberraciones cromosómicas, recombinación y conversión génica (Graf et 

al., 1984). 

 Permite hacer estudios de antigenotoxicidad con agentes específicos o 

de mezclas complejas (e.g. Rizki et al., 2001; 2002). 

 

Las ventajas indicadas han hecho que el ensayo SMART en alas se haya 

utilizado ampliamente para la evaluación genotóxica de un amplio número de 

agentes químicos y físicos, con diferentes mecanismos de acción (Graf et al., 

1986; 1989). Además, dada su alta versatilidad también se ha aplicado para el 

estudio de los efectos antimutagénicos y otros efectos moduladores de 

compuestos químicos y de mezclas complejas (Graf et al., 1998). En general, 

estos estudios de modulación genotóxica han demostrado que el ensayo 
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SMART en alas de Drosophila es una excelente herramienta para este tipo de 

estudios, debido a su alta sensibilidad, rapidez y bajo costo. Así, hasta la fecha 

con el ensayo SMART en alas se han evaluado los efectos moduladores de 

muchos compuestos, entre los cuales se pueden destacar el ácido ascórbico 

(Kaya et al., 2002), el café (Abraham y Graf, 1996) y el ácido tánico (Lehmann 

et al., 2000), así como también los efectos moduladores de algunos metales 

pesados, tales como el selenio, el arsénico y el cadmio (Rizki et al., 2001; 

2002; 2004).  

 

1.4.3. El ensayo del cometa 

El ensayo del cometa, conocido también como electroforesis alcalina en gel de 

células individuales (SCG: Single cell gel electrophoresis assay), es una prueba 

sensible, rápida y sencilla que permite la cuantificación y análisis del daño 

genético causado por diferentes agentes químicos y físicos (Fairbairn et al., 

1995). Este ensayo tiene la capacidad de detectar el daño genético causado 

por roturas del DNA de doble y simple cadena, sitios álcali-lábiles, daño 

oxidativo, y enlaces DNA-DNA, DNA-proteína, o aductos, así como el daño 

genético debido a deficiencias en la reparación del DNA (Singh et al., 1988; 

Collins, 2004). 

El ensayo del cometa comprende una metodología básica, la cual se 

puede resumir en siete etapas: (1) las células de interés se suspenden en 

agarosa y se colocan en portaobjetos previamente cubiertos con agarosa; (2) 

se procede a la lisis de las células bajo una alta concentración de sales para 

eliminar las proteínas celulares y liberar el DNA; (3) se lleva a cabo una 

exposición alcalina (usualmente, pH > 13) para el desenrollamiento y relajación 

del DNA, permitiendo la expresión de roturas de cadena simple y de sitios álcali 

lábiles; (4) se lleva a cabo una electroforesis bajo condiciones alcalinas (pH > 

13), la cual permite que las roturas del DNA o los bucles relajados migren bajo 

el efecto del campo eléctrico hacia el ánodo; (5) a continuación, se procede a la 

neutralización de las condiciones alcalinas; (6) se procede a la tinción del DNA 

y a la visualización microscópica (mediante fluorescencia) de los cometas; y (7) 
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finalmente se procede al recuento y análisis de los niveles de daño genético 

observado. 

El principio del ensayo se basa en que el DNA no dañado mantiene una 

asociación altamente organizada con una matriz de proteínas en el núcleo. 

Cuando el DNA es dañado, esta organización es alterada y las cadenas 

simples de DNA pierden su estructura compacta y se relajan, expandiéndose 

fuera de su cavidad. Cuando el campo eléctrico es aplicado, el DNA, que tiene 

una carga negativa, migra hacia el ánodo. Las cadenas de DNA no dañado son 

demasiado grandes, y no migran de la cavidad, mientras que el DNA dañado 

presenta fragmentos, los cuales se pueden mover fácilmente a través de la 

agarosa. Así, la cantidad de DNA que migra es una medida de la cantidad de 

DNA dañado en la célula (Östling y Johanson, 1984). 

Las principales ventajas que presenta este ensayo son las siguientes: a) 

se pueden obtener datos a nivel de células individuales, lo cual permite un 

análisis estadístico más potente; b) sólo se necesita un pequeño número de 

células por muestra (~ 10.000); c) es capaz de detectar niveles bajos de daño 

genético; d) se puede utilizar cualquier célula eucariota; e) el tiempo necesario 

para completar un estudio es muy corto; y f) es un ensayo relativamente 

económico de realizar (Tice et al., 2000).  

La gran sensibilidad del ensayo del cometa y su capacidad para detectar 

daño genético en células individuales lo ha convertido en una herramienta 

rápida y en creciente expansión, que puede predecir fácilmente la 

genotoxicidad de compuestos de interés (Fairbairn et al., 1995). 

A pesar de que en los inicios el ensayo del cometa fue desarrollado para 

medir la variación del daño en el DNA y la capacidad de reparación dentro de 

una población de células de mamífero, en la última década sus aplicaciones 

van desde la biomonitorización de poblaciones humanas y organismos 

centinelas, a procesos de reparación del DNA y otros estudios de toxicología 

genética (Tice et al., 2000; Olive y Banáth, 2006). En este último campo este 

ensayo ha tenido una gran importancia y sus aplicaciones incluyen: 1) ensayos 

de exploración; 2) estudios mecanísticos para distinguir el daño producido en 

los cromosomas por genotoxicidad y citotoxicidad; 3) estudios mecanísticos 
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para distinguir entre carcinógenos genotóxicos y carcinógenos no genotóxicos; 

y 4) puede incluirse en las baterías de ensayos in vitro e in vivo (Tice et al., 

2000; Hartmann et al., 2004). 

Por otro lado, la utilización del ensayo del cometa en estudios in vivo ha 

experimentado un gran aumento en los últimos años. Este amplio uso se debe 

principalmente a que es un ensayo muy versátil, en donde cualquier tipo de 

tejido puede ser empleado, tiene la capacidad de detectar diferentes tipos de 

daño genético y sólo requiere un bajo número de células. Dadas estas 

ventajas, el ensayo del cometa se ha convertido en un ensayo ideal en 

comparación a otros ensayos in vivo (Hartmann et al., 2003).  

 

1.4.3.1. Ensayo del cometa en Drosophila 

Drosophila es uno de los pocos organismos no mamíferos que se emplea 

actualmente en los estudios de toxicología genética, con la ventaja adicional de 

que este organismo puede activar promutágenos de forma similar a lo que 

sucede en humanos. Además, D. melanogaster ha sido recomendado como 

animal modelo alternativo para estudios que involucren la experimentación con 

animales por el Centro Europeo para la Validación de Métodos Alternativos 

(ECVAM) (Benford et al., 2000). 

El ensayo del cometa es una de las técnicas que más se ha extendido 

en la evaluación de genotoxicidad, desarrollándose en diferentes organismos, 

hasta su aplicación en humanos (Dhawan et al., 2009). Como era de suponer, 

D. melanogaster ha sido uno de los múltiples modelos in vivo para los que se 

ha adaptado el ensayo del cometa. Los trabajos que utilizan Drosophila y el 

ensayo del cometa se han llevado a cabo tanto para evaluar la genotoxicidad 

de diversos compuestos químicos (Mukhopadhyay et al., 2004; Siddique et al., 

2005a b), como también para estudios mecanísticos relacionados con la 

reparación del DNA (Bilbao et al., 2002). En general, los resultados obtenidos 

en estos estudios demuestran que: 1) el ensayo del cometa in vivo en 

Drosophila es una herramienta sencilla y rápida para evaluar el daño genético; 

2) los estudios de validación llevados a cabo con el ensayo del cometa en 
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Drosophila muestran una buena relación dosis-respuesta con agentes 

genotóxicos de acción conocida (p. ej. EMS y MMS); 3) ha demostrado su 

utilidad en la evaluación genotóxica de algunos compuestos químicos y 

contaminantes ambientales; y 4) tanto los neuroblastos como las células del 

intestino de Drosophila son adecuados para su uso en el ensayo del cometa. 

Como conclusión, los estudios llevados a cabo hasta ahora en 

Drosophila han demostrado que este organismo es un buen modelo alternativo 

para la evaluación genotóxica in vivo de agentes químicos por medio del 

ensayo del cometa (Dhawan et al., 2009) aunque tan solo dos tipos celulares 

(neuroblastos y células intestinales) se han utilizado para llevar a cabo el 

ensayo. Por lo tanto, parece interesante utilizar otras células blanco que 

puedan ser también útiles en la aplicación del ensayo del cometa con 

Drosophila. 

 

1.4.3.2. Utilización de células de hemolinfa  

La hemolinfa es un líquido circulatorio presente en los invertebrados, tales 

como insectos, moluscos y anélidos. Es considerado como un fluido análogo a 

la sangre en los vertebrados. Por un lado, la hemolinfa está compuesta de 

agua, sales inorgánicas (Na+, Cl- y Ca2+) y compuestos orgánicos 

(carbohidratos, proteínas y lípidos). Por otro lado, la hemolinfa contiene células 

sanguíneas en suspensión llamadas hemocitos, los cuales cumplen una 

función importante en el sistema inmune de los artrópodos. 

Las principales funciones de la hemolinfa son las siguientes: 

 Transporte de nutrientes hacia los tejidos y de materiales de desecho a 

los órganos excretores. 

 Coagulación y cicatrización de heridas. 

 Inmunidad frente a la invasión microbiana. 

 Transporte de oxígeno y hormonas. 

 

De esta manera, y debido a que la hemolinfa de los invertebrados puede estar 

involucrada en diferentes funciones esenciales para el organismo, tales como 
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las inmunitarias, metabólicas y de transporte de sustancias, este tejido ha 

cobrado un gran interés para los investigadores de diferentes áreas de la 

biología. 

En los últimos años, se ha demostrado que la hemolinfa es un excelente 

material para los estudios de genotoxicidad in vivo, debido a que sus células 

muestran una alta sensibilidad y son fáciles de obtener y manipular (Mersch et 

al., 1996). Además, los hemocitos inmersos en la hemolinfa pueden estar 

directamente expuestos a las sustancias tóxicas que entran al organismo, lo 

cual lo convierte en un tejido de alto interés para llevar a cabo estudios de 

genotoxicidad (Villela et al., 2006; 2007). A pesar de que D. melanogaster ha 

sido ampliamente utilizada como modelo de estudio en el área de la toxicología 

genética, hasta ahora no se había puesto atención sobre los posibles efectos 

de diferentes agentes genotóxicos en las células de la hemolinfa.  

 

1.4.3.3. Hemocitos de Drosophila 

Al igual que en otros invertebrados, la hemolinfa de Drosophila contiene 

hemocitos que pueden circular libremente por las cavidades del cuerpo o estar 

sésiles, asociados a diferentes tejidos y órganos (Holz et al., 2003). Éstos 

participan activamente en el sistema inmunitario y se pueden dividir en tres 

linajes celulares: plasmocitos, células cristal y lamelocitos (Rizki y Rizki, 1980). 

Los plasmocitos cumplen funciones de fagocitosis parecidas a las células del 

linaje de monocitos/macrófagos de los mamíferos, mientras que las células 

cristales tienen enzimas necesarias para la melanización, la cual se cree 

conlleva a la producción de radicales libres citotóxicos que eliminan a los 

patógenos; finalmente, los lamelocitos son un tipo de células que participan en 

el reconocimiento, encapsulación y eliminación de los patógenos (Meister y 

Lagueux, 2003; Meister, 2004) 

Una de las ventajas de trabajar con hemocitos radica en que son 

relativamente fáciles de obtener y manipular. Además, se pueden obtener 

durante todo el ciclo de vida de Drosophila, tanto en la fase de larva como en la 

de imago. Sin embargo, en los estadios larvarios, la obtención de hemocitos es 

más sencilla y el número de células obtenidas es mayor en comparación al 
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número obtenido en los adultos, especialmente en larvas de tercer estadio (p. 

ej. 72 horas de edad) (Meister y Lagueux, 2003). El protocolo para obtener 

hemocitos circulantes desde la hemolinfa es sencillo y no necesita una 

manipulación excesiva de las células. Así, la metodología usada habitualmente 

incluye tres pasos: 1) rotura de la cutícula de la larva para que la hemolinfa 

salga de su interior; 2) obtención y separación de la hemolinfa en una solución 

salina fría (comúnmente una solución salina de tampón fosfato); y 3) 

aislamiento de los hemocitos por medio de centrifugación (Irving et al., 2005). 

Entre los hemocitos circulantes de la hemolinfa, los más numerosos son 

las poblaciones de plasmocitos, los cuales representan alrededor del 95% del 

total de hemocitos, mientras las células cristal y los lamelocitos representan tan 

solo el 5%. En relación a la cantidad de hemocitos, los individuos normales 

pueden contener 1000-3000 hemocitos por 1 µL de hemolinfa (Brehélin, 1982) 

y, a nivel individual, entre 1000-1500 células por larva (Braun et al., 1998). De 

esta forma, no se necesita un gran esfuerzo para obtener un número suficiente 

de células, ya que basta sólo con un número reducido de individuos. 

En resumen, las células de la hemolinfa de Drosophila ofrecen una serie 

de ventajas y facilidades que permiten su aplicación en distintas áreas de la 

biología, especialmente en el campo de la inmunología, donde han 

desarrollado un papel importante en el entendimiento de los procesos 

involucrados en la respuesta inmune de los invertebrados (Meister y Lagueux, 

2003; Meister, 2004). Sin embargo, dado que los hemocitos forman parte de un 

fluido que circula por todo el organismo y pueden estar en contacto con 

sustancias tóxicas, es interesante analizar los posibles efectos genotóxicos de 

agentes físicos y químicos sobre este tipo de células en D. melanogaster. 
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2. OBJETIVOS 

Esta tesis se enmarca dentro de la línea de investigación desarrollada en el 

Grupo de Mutagénesis de la UAB sobre la determinación de mecanismos de 

genotoxicidad de los metales pesados empleando Drosophila como modelo. En 

este contexto, el presente trabajo se ha llevado cabo para cubrir los objetivos 

que se especifican a continuación: 

1. Evaluar la genotoxicidad de los metales pesados mercurio, plomo y 

níquel utilizando el ensayo de mutación y recombinación somáticas 

(SMART) en alas de D. melanogaster. 

 

2. Estudiar la posible interacción de estos metales con la radiación gamma 

para aportar información sobre sus mecanismos de acción genotóxica 

en D. melanogaster y sobre su papel modulador de la reparación. 

 

3. Poner a punto el ensayo del cometa in vivo en hemocitos de D. 

melanogaster utilizando tres agentes genotóxicos de acción bien 

conocida: metanosulfonato de etilo, dicromato potásico y radiación 

gamma. 

 

4. Finalmente, evaluar la genotoxicidad de los tres metales objeto de 

estudio con el ensayo del cometa en hemocitos de D. melanogaster. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Ensayo SMART en alas 

3.1.1. Compuestos químicos utilizados 

Para este estudio se utilizaron los siguientes compuestos: cloruro de mercurio 

(HgCl2, ≥ 99,5% de pureza, Nº CAS 7487-94-7), cloruro de metilmercurio 

(CH3HgCl, ≥ 98% de pureza, Nº CAS 115-09-3), cloruro de plomo (PbCl2, 98% 

de pureza, Nº CAS 7758-95-4), nitrato de plomo (Pb(NO3)2, ≥ 99% de pureza, 

Nº CAS 10099-74-8), cloruro de níquel (NiCl2, 98% de pureza, Nº CAS 7718-

54-9), sulfato de níquel (NiSO4∙6 H2O, ≥ 99% de pureza, Nº CAS 10101-97-0), 

y metanosulfonato de etilo (EMS, 100% de pureza, Nº CAS 62-50-0). Todos 

estos compuestos fueron obtenidos de la casa comercial Sigma-Aldrich S.A. 

(España). Los compuestos HgCl2, PbCl2, Pb(NO3)2, NiCl2, NiSO4∙6 H2O y el 
EMS se disolvieron en agua destilada, mientras que el CH3HgCl se disolvió en 

un 3% de etanol y 1% de Tween 80 (Panreac Química, S.A.). Los controles 

negativos utilizados en este estudio fueron agua destilada y 3% de etanol-

Tween 80, mientras que como control positivo se utilizó el EMS. 

 

 3.1.2. Cepas utilizadas 

Para realizar el ensayo de mutación y recombinación somáticas en alas se 

utilizaron las cepas multiple wing hairs (mwh, 3-0,3) y flare (flr3, 3-38), ambas 

portadoras de mutaciones que afectan de forma visible el fenotipo de los 

tricomas o pelos de las alas de D. melanogaster.  

La mutación mwh se ubica en el cromosoma 3, es recesiva, su origen es 

espontáneo y resulta viable en homocigosis. Su manifestación fenotípica se 

caracteriza por la aparición de tres o más tricomas en cada célula alar en lugar 

de uno por célula, que es el fenotipo normal (Figura 2). Los individuos de esta 

cepa presentan la siguiente constitución genética y; mwh jv, y. Los dos 

marcadores adicionales yellow (y; 1-0,0) y javelin (jv; 3-19,2) se caracterizan 
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por otorgar un color amarillo al cuerpo y por la presencia de pelos y quetas 

cilíndricas, respectivamente.   

La mutación flr3 está situada también en el cromosoma 3, es recesiva y 

originalmente se obtuvo por tratamientos con metanosulfonato de etilo; produce 

letalidad en homocigosis en la línea germinal, pero no en las células somáticas. 

El fenotipo es bastante variable ya que se pueden observar desde pelos cortos, 

gruesos y deformes, hasta pelos amorfos con aspecto globular (Figura 2). Los 

individuos de esta cepa presentan la constitución genética flr3/In (3LR) TM3, 

Bds. El marcador Bds es dominante y de origen espontáneo, afectando el borde 

del ala y dándole un fenotipo aserrado. La inversión múltiple TM3 incluye 

inversiones paracéntricas en ambos brazos del cromosoma 3 y una inversión 

pericéntrica que impide la aparición de fenotipos recombinantes en la zona, lo 

que afecta a los individuos heterocigotos. 

La cepa flr3/In (3LR) TM3, Bds es transheterocigótica, de manera que la 

inversión evita la posibilidad de que los marcadores puedan aparecer en 

posición cis. El hecho de que las mutaciones sean letales en homocigosis 

posibilita el mantenimiento de la heterocigosidad de la cepa, ya que los 

individuos homocigotos para estas mutaciones no son viables.  

Ambas cepas fueron proporcionadas inicialmente por el Prof. F. E. 

Würgler (Universidad de Zürich, Suiza) en el año 1990 y se han mantenido 

desde entonces en nuestro laboratorio, bajo las mismas condiciones de 

mantenimiento. Es decir, empleando frascos de vidrio de 125 mL de capacidad, 

con 25 mL de medio de cultivo convencional compuesto de harina de maíz, 

levadura, cloruro sódico y agar. La temperatura de mantenimiento fue de 25 ± 1 

ºC y una humedad relativa de ~ 60%. 
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Figura 2. Esquema de los tricomas en la superficie del ala: a) fenotipo normal; b) 

diferentes tipos de tricomas no considerados mwh ni flr3; c) diferentes manifestaciones 

fenotípicas del genotipo mwh; d) manifestaciones fenotípicas del genotipo flr3 (Tomado 

de Graf et al., 1984). 

 

3.1.3. Cruzamientos 

En el ensayo SMART en alas se pueden llevar a cabo los siguientes tipos de 

cruzamientos: 

1º Cruzamiento estándar: ♀ mwh/mwh x ♂ flr3/TM3, Bds 

2º Cruzamiento recíproco: ♀ flr3/TM3, Bds x ♂ mwh/mwh 

 

Ambos cruzamientos dan lugar a una descendencia idéntica en relación a su 

constitución genética. Sin embargo, en este trabajo se ha optado por utilizar el 

cruzamiento recíproco debido a que, en nuestro laboratorio, las hembras de la 

cepa cepa flr3 son más fértiles que las de la cepa mwh. De esta manera, con 

este cruce es más fácil obtener un número de larvas suficientemente elevado 

para poder realizar los distintos tratamientos. 
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3.1.4. Tratamiento de larvas 

En el ensayo SMART de alas se pueden realizar diferentes tipos de 

tratamientos, según el tiempo de exposición y la edad de la larva, 

clasificándose en tratamientos agudos (exposición de corta duración) y 

crónicos (exposición de larga duración) (Figura 3). 

En el presente estudio se optó por escoger un tratamiento crónico de 

larvas (de tercer estadio), debido a que este tipo de tratamiento es 

ampliamente utilizado y recomendado para evaluar compuestos cuya 

genotoxicidad es desconocida (Graf et al., 1984). Para esto, se recogieron 

huevos durante períodos de 8 horas en botes de cultivo con medio estándar. 

Luego, las larvas de 72 ± 2 horas de edad fueron extraídas, lavadas y 

transferidas a tubos de plástico desechables conteniendo 4,5 g de medio 

instantáneo de Drosophila (Carolina Biological Supply Co., Burlington, NC, 

EEUU) hidratado con 10 mL de las diferentes concentraciones de los metales a 

evaluar. En cada serie se trataron entre 50 y 100 larvas. Paralelamente a la 

realización de los tratamientos, se llevaron a cabo los respectivos controles 

negativos y positivos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Materiales y métodos 

35 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Tipos de tratamientos posibles, según el tiempo de exposición y la edad de 

las larvas tratadas. Adaptado de Graf et al. (1984). 

 

3.1.5. Cotratamientos de larvas  

El cotratamiento supone tratar con dos agentes distintos a los mismos 

individuos para ver sus posibles interacciones. Para este tipo de tratamiento se 

utilizaron larvas de 48 ± 2 horas de edad, las cuales fueron expuestas a 

diferentes concentraciones de metales. Al cabo de 24 horas, las larvas fueron 

extraídas, lavadas y transferidas a tubos de plástico que contenían medio 

instantáneo de Drosophila, para ser posteriormente expuestas a radiación 

gamma (radiación-γ). Después de la irradiación, las larvas fueron extraídas 

nuevamente y transferidas a viales con las mismas concentraciones de metales 
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usadas antes de la exposición a la radiación-γ. En cada serie se trataron entre 

50 y 100 larvas. 

La exposición de las larvas a la radiación-γ se llevó a cabo con un 

irradiador 137Cs Modelo IBL 437C (Schering CIS Bio international, Alemania), 

proporcionado por la Unitat Tècnica de Protecciò Radiològica (UTPR) de la 

Universitat Autònoma de Barcelona. 

Todos los experimentos fueron realizados a una temperatura de 25 ± 1 

°C con una humedad relativa de ~ 60%. Finalmente, las moscas adultas 

sobrevivientes de cada experimento, se sacrificaron mediante tratamiento 

prolongado con éter etílico y se conservaron en tubos con 70% de etanol. 

 

3.1.6. Preparación de las alas 

Las moscas obtenidas del cruce mwh/flr3 pertenecen a fenotipos perfectamente 

diferenciables: alas con el borde normal (mwh/flr3) y alas con el borde aserrado 

(mwh/Bds). Las moscas analizadas rutinariamente para el ensayo SMART de 

alas corresponden a las transheterocigotas mwh/flr3; las moscas mwh/Bds 

únicamente se analizan cuando se quiere cuantificar la proporción de actividad 

genotóxica debida a eventos de recombinación mitótica (Zordan et al., 1991; 

Graf et al., 1992). 

Antes de la preparación de las alas, las moscas conservadas en etanol 

se lavan con agua destilada para retirar los restos de etanol. Después, las alas 

se embeben en solución Faure (30 g de goma arábiga, 20 mL de glicerol, 50 g 

de hidrato de cloral y 50 mL de agua) y con unas pinzas finas son separadas 

del cuerpo para luego ser montadas en forma alineada y extendida sobre un 

portaobjetos hasta completar 48 alas, por cada portaobjetos. Las alas 

montadas se dejan secar por 48 horas; posteriormente, se ponen unas gotas 

de solución de Faure sobre las alas y se cubren con un cubreobjetos. 

Finalmente, se colocan unas pesas de entre 150 y 250 g sobre los portaobtejos 

durante más de 24 horas, hasta que queden completamente secos. Terminado 

este proceso ya se puede proceder a realizar el análisis microscópico de las 

alas. 
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3.1.7. Análisis microscópico de las alas 

Tanto la parte dorsal como la ventral de las alas de D. melanogaster fueron 

analizadas bajo un microscopio a 400 aumentos. El análisis microscópico 

consistió en la localización de clones o células individuales que manifestaran 

algún fenotipo mutante mwh o flr3 sobre el fondo de células de fenotipo salvaje. 

Para cada clon encontrado se registró el tamaño y el sector del ala en que fue 

encontrado. Cabe señalar que, para considerarse que dos sectores son 

independientes, éstos deben estar aislados por tres o más filas de células de 

fenotipo salvaje, según lo recomendado por Graf et al. (1984). 

Se consideraron sólo los sectores encontrados en las siguientes 

regiones distales del ala: A, B, C’, C, D’, D, E (Graf et al., 1984) (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Vistal dorsal del ala de D. melanogaster. Regiones A-E analizadas en la 

superficie del ala. Modificado de Graf et al. (1984). 

 

3.1.8. Clasificación de los sectores mutantes 

Los tipos de sectores o clones mutantes encontrados se clasificaron de la 

siguiente manera (ver Figura 5): 

a) Sectores simples mwh. Corresponden a aquellos cuyas células presentan 

tres o más pelos, a diferencia de los de fenotipo salvaje, que presentan un solo 

pelo o tricoma por célula. Las alteraciones genéticas que pueden originar este 

fenotipo son las siguientes: mutación puntual, deleción, recombinación mitótica 

entre los loci mwh y flr3 y no disyunción (Figura 6). 
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b) Sectores simples flr3. Corresponden a aquellas células que presentan una 

expresión fenotípica variable, desde pelos cortos, gruesos y deformes, hasta 

pelos amorfos de apariencia globular. Este fenotipo no suele manifestarse 

completamente en sectores de menos de cuatro células. Tampoco es frecuente 

encontrar clones flr3 muy grandes, debido posiblemente a su efecto letal. Este 

fenotipo se debe, principalmente, a la mutación puntual o a la deleción del alelo 

salvaje, aunque también se origina por entrecruzamiento doble entre el locus 

flr3 y el centrómero, o entre los loci mwh y flr3 (Figura 6). 

c) Sectores dobles. Están formados por células adyacentes de fenotipo mwh y 

flr3, respectivamente. Estos sectores se originan exclusivamente por 

recombinación mitótica entre el locus flr3 y el centrómero (Figura 6). 

Como criterio general, los diversos sectores encontrados en las alas se 

agrupan en tres categorías distintas: 

 Clones mwh sencillos pequeños, implican la presencia de una o dos 

células mutantes mwh. 

 Clones mwh grandes, corresponden a tres o más células y, al igual que 

los primeros, están formados por células mwh. 

 Clones dobles, formados por sectores mwh y flr3. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.Tricomas de la parte dorsal de las alas en Drosophila. A. Sector simple 

pequeño mwh; B. Sector simple grande mwh; C. Sector simple flr3; D. Sector doble. 
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Figura 6. Anomalías genéticas detectadas en el ensayo SMART de alas (Graf et al., 

1984). 

 

3.1.9. Análisis de los datos 

3.1.9.1. Evaluación de la genotoxicidad  

Para la evaluación de los efectos genotóxicos de los compuestos de mercurio, 

plomo y níquel ensayados se utilizó la prueba de la doble hipótesis propuesta 

por Frei y Würgler (1988). Esta prueba estadística determina si la frecuencia de 

mutación que se encuentra en la serie tratada difiere significativamente de la 

hallada en el control, que corresponde a la frecuencia espontánea de mutación. 

La formulación de dos hipótesis alternativas permite emitir un diagnóstico 

estadístico, de manera que el resultado puede clasificarse como positivo, débil 

positivo, negativo o inconcluyente (Selby y Olson, 1981). Estas hipótesis son: 

 Hipótesis nula (H0): no hay diferencia en la frecuencia de mutación entre 

el tratamiento y el control. 
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 Hipótesis alternativa (HA): el tratamiento supone un incremento de m 

veces la frecuencia de mutación comparada con la frecuencia esperada 

por mutación espontánea. El factor de multiplicación m se fijó de forma 

empírica, en función de las frecuencias espontáneas observadas y 

siguiendo la práctica común en otros ensayos de genotoxicidad. Los 

valores de m utilizados fueron: 2 para clones pequeños y totales y 5 para 

clones grandes y dobles, ya que ambos tipos aparecen con una tasa de 

mutación espontánea muy baja. 

 

Si se rechaza H0, implica que el tratamiento origina un incremento significativo 

de la frecuencia de mutación. Si además, se rechaza HA, significa que el 

tratamiento no produce el incremento requerido para considerar el compuesto 

como un claro mutágeno. En este caso se clasifica como mutágeno débil. 

Por otro lado, si no se rechaza ninguna de las dos hipótesis, los 

resultados se consideran inconcluyentes, ya que ambas hipótesis son 

mutuamente excluyentes y no pueden ser aceptadas a la vez. 

En la Tabla 2 se resumen los cuatro posibles diagnósticos, con sus 

respectivas probabilidades de error, siendo α y β los niveles de significación. El 

nivel de significación utilizado en este estudio es de 0,05. 

De acuerdo con Frei y Würgler (1988), para comprobar las dos hipótesis 

se pueden utilizar los métodos siguientes: 

 La prueba binomial condicional (Kastenbaum y Bowman, 1970; Margolin 

et al., 1983); 

 La prueba para proporciones. 

 

Los dos métodos son en principio equivalentes y tienen la ventaja de que no se 

necesita estimar la frecuencia de mutación espontánea para comprobar la 

hipótesis alternativa. Para analizar los datos, se ha aplicado la prueba binomial 

condicional. 
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Tabla 2. Alternativas posibles para la aceptación y rechazo de las hipótesis 

nula (H0) y alternativa (HA). 

 

HIPÓTESIS 

 

HA 

 

Aceptada (1 – β) 

 

Rechazada (β) 

 

 

H0 

Aceptada 

(1 – α) 

 

INCONCLUYENTE 

P = (1 - α) (1 - β) = 1 - α - β 

+ αβ 

NEGATIVO 

P = (1 – α)β = β – αβ 

Rechazada 

(α) 

POSITIVO 

P = α(1 – β) = α – αβ 

DÉBIL POSITIVO 

P = αβ 

 

Para cada concentración y compuesto evaluado, se calculó la frecuencia 

de inducción de sectores por célula. Esto permite una comparación de la 

actividad genotóxica de diferentes agentes o sustancias. 

La frecuencia de inducción de sectores mutantes se calculó aplicando la 

siguiente fórmula: 

ƒ = (n • 10-5) / NC 

Donde: 

ƒ = frecuencia de inducción de sectores por célula; n = Nº de sectores 

mutantes totales; N = Nº de alas analizadas; C = Nº de células por ala. 

Para este cálculo se consideró que cada ala analizada tiene 

aproximadamente unas 24.400 células (Alonso-Moraga y Graf, 1989). 
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3.1.9.2. Evaluación de la interacción  

Para analizar las posibles interacciones entre los compuestos de mercurio, 

plomo y níquel con la radiación-γ, se calculó un factor de interacción (FI) de 

acuerdo con lo propuesto por Schlesinger et al. (1992) y usando la siguiente 

adaptación de la fórmula aplicada por Katsifis et al. (1996): 

FI = (GM – Control) – [(G – Control) + (M – Control)] 

FI = GM – G – M + Control 

Donde: 

FI es el factor de interacción; G es el promedio de sectores mutantes inducidos 

por el agente genotóxico (i.e., radiación-γ); M corresponde al promedio de 

sectores mutantes inducidos por los metales (Hg, Pb, Ni); GM el promedio de 

sectores mutantes inducidos por los cotratamientos; y Control el promedio de 

los sectores mutantes inducidos en el control negativo. 

De esta manera, un valor de FI negativo indica una interacción 

antagónica, un FI positivo denota una interacción sinérgica y un FI igual o 

cercano a cero denota una aditividad de efectos. 

Para establecer la existencia de diferencias estadísticamente 

significativas entre los FI de cotratamientos vs. controles, se utilizó la prueba a 

posteriori de Fisher de la mínima diferencia significativa (LSD). Además, se 

calcularon los intervalos de confianza del 95% de los FI. El nivel de 

significación utilizado en este estudio fue del 0,05. 
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3.2. Ensayo del cometa en D. melanogaster 

3.2.1. Puesta a punto del ensayo del cometa en hemocitos de D. 

melanogaster 

3.2.1.1. Cepa utilizada 

Para el ensayo del cometa empleando hemocitos de D. melanogaster se utilizó 

la cepa de tipo salvaje Oregon R+, eficiente para todos los tipos de reparación, 

la cual fue cultivada a 25 ± 1 °C y a 60% de humedad relativa, en medio de 

cultivo convencional que contiene agar, harina de maíz, cloruro sódico y 

levadura. 

 

3.2.1.2. Compuestos utilizados 

El metanosulfonato de etilo (EMS, 100% de pureza, Nº CAS 62-50-0), el 

dicromato potásico (PDC, CAS Nº 7689-03-4, 99,9% de pureza) y la feniltiourea 

(PTU, ≥ 95% de pureza, Nº CAS 103-85-5) fueron obtenidos de la casa 

comercial Sigma-Aldrich S.A. (España). La agarosa de bajo punto de fusión 

(LMA) y de punto de fusión normal (NMA) fueron suministradas por Gibco BRL, 

Life Technologies (Paisley, R.U.); la solución salina de tampón fosfato (PBS), el 

bromuro de etidio (EtBr), el diacetato de fluoresceína (FDA) y el 4',6-diamidino-

2-fenilindol diclorhidrato (DAPI) fueron obtenidos de Sigma Chemical Co. (St 

Louis, EE.UU.); el lauril sarcosinato de sodio y el Triton X-100 fueron obtenidos 

de Fluka Chemical AG (Buchs, Suiza); el hidróxido de sodio fue suministrado 

por Carlo Erba Reagenti (Milán, Italia); el cloruro de sodio por Panreac Química 

SA (Barcelona, España) y el Tris buffer salino fue obtenido de US Biochemical 

(Cleveland, EE.UU.). 

 

3.2.1.3. Exposición a los agentes mutagénicos 

Las larvas de 72 ± 2 h de edad (tercer estadio) fueron transferidas a tubos de 

plástico que contenían 4,5 g de medio instantáneo de Drosophila (Carolina 

Biological Supply, Burlington, NC), preparados con diferentes concentraciones 
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de EMS (1, 2 y 4 mM), y PDC (0,5; 1 y 2,5 mM). Los compuestos fueron 

disueltos en agua destilada y las larvas se alimentaron de este medio durante 

24 ± 2 h.  

Las larvas de 96 ± 2 h de edad fueron expuestas a radiación-γ en viales 

de plástico que contenían medio normal de Drosophila. Las larvas fueron 

irradiadas con las siguientes dosis: 2, 4 y 8 Gγ.  

Todos los experimentos fueron realizados a 25 ± 1 ºC y con una 

humedad relativa de ~ 60%. 

 

3.2.1.4. Extracción y aislamiento de células de la hemolinfa 

La extracción de las células de la hemolinfa o hemocitos se llevó a cabo de 

acuerdo con la metodología propuesta por Irving et al. (2005), con ligeras 

modificaciones. Las larvas de tercer estadio fueron extraídas del medio, 

lavadas, esterilizadas con 5% de hipoclorito sódico y secadas con papel filtro. 

Para extraer la hemolinfa, la cutícula de cada larva fue desprendida utilizando 

dos pinzas finas, evitando dañar los órganos internos. El procedimiento se 

realizó dentro de una gota de solución salina fría de PBS y 0,07% de PTU (~ 40 

µL) depositada en el pocillo de un portaobjetos de diagnóstico. Luego, las gotas 

de solución salina con hemolinfa fueron extraídas utilizando una pipeta y 

transferidas a un tubo eppendorf para microcentrífuga (1,5 mL).  

Los tubos obtenidos de cada tratamiento fueron centrifugados a 300 g 

durante 10 min a 4 ºC. Finalmente, se extrajo el sobrenadante y el material 

sedimentado fue resuspendido en PBS frío (20 µL). 

 

3.2.1.5. Ensayo del cometa en hemocitos 

El ensayo del cometa se llevó a cabo de acuerdo con la metodología propuesta 

por Singh et al. (1988), con mínimas modificaciones. Las muestras de células 

de cada tratamiento fueron cuidadosamente resuspendidas en 120 µL de 

agarosa LMA 0,75% a 37 ºC y depositadas en portaobjetos previamente 

cubiertos con un 1% de NMA (secadas a temperatura ambiente). Se colocaron 
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dos gotas en cada portaobjetos y fueron cubiertas con cubreobjetos de 22 x 22 

mm. Tras la solidificación de la agarosa (durante 10 min a 4 ºC) los 

cubreobjetos fueron retirados y los portaobjetos se sumergieron en una 

solución de lisis fría y recién preparada (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM 

Tris pH 10 y 1% Triton X-100, pH 10) durante 2 horas a 4 ºC. 

Luego, los portaobjetos fueron transferidos y puestos en una unidad de 

electroforesis rellena con tampón de electroforesis fresco y frío (1 mM 

Na2EDTA y 300 mM NaOH, pH >13). Los portas fueron mantenidos en esta 

unidad de electroforesis durante 25 min a 4 ºC. La electroforesis se llevó a 

cabo durante 20 min a 0,7 V/cm y a 300 mA en 4 ºC. Finalmente, los portas 

fueron neutralizados con dos lavados de 5 min (0,4 M Tris, pH 7,5). Los 

portaobjetos fueron teñidos con DAPI (1 µg/mL, 20 µL por gel). Las imágenes 

fueron analizadas a 400X aumentos con el sistema de análisis de imagen 

Komet 5.5 (Kinetic Imaging Ltd, Liverpool, R.U.) acoplado a un microscopio de 

fluorescencia Olympus modelo BX50, equipado con un filtro de excitación de 

480-550 nm y con un filtro de barrera de 590 nm. Cada experimento fue 

realizado por triplicado. Se analizaron 100 células al azar (50 células por dos 

réplicas), por tratamiento. Se utilizó el porcentaje de DNA en la cola (% DNA 

cola) como medida del daño genético, debido a que este parámetro es 

ampliamente usado y recomendado para el análisis de los resultados del 

ensayo del cometa (Kumaravel y Jha, 2006; Lovell y Omori, 2008). El % de 

DNA en la cola fue calculado con el software Komet versión 5.5.  

 

3.2.1.6. Análisis de los datos 

Para determinar diferencias significativas en los resultados obtenidos con el 

ensayo del cometa, se utilizó un modelo lineal generalizado (GLM). La prueba a 

posteriori de Fisher (LSD) fue utilizada para comparar y establecer diferencias 

significativas de los tratamientos vs. controles, en cada experimento. Los 

resultados obtenidos fueron considerados estadísticamente significativos 

utilizando un nivel de significación del 0,05. 

Se procedió al cálculo de la media aritmética ± error estándar, con un 

intervalo de confianza del 95%.  
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Todos los análisis de los datos fueron llevados a cabo empleando el 

paquete estadístico Statgraphics plus 5.1. (Statistical Graphics Corporation, 

2001, Rockville, EE.UU.) 

 

3.2.2. Genotoxicidad de metales pesados con el ensayo del cometa 

en hemocitos de D. melanogaster 

3.2.2.1. Compuestos químicos utilizados 

Para este estudio se utilizaron los siguientes compuestos: cloruro de mercurio 

(HgCl2, ≥ 99,5% de pureza, Nº CAS 7487-94-7), cloruro de metilmercurio 

(CH3ClHg, ≥ 98% de pureza, Nº CAS 115-09-3), cloruro de plomo (PbCl2, 98% 

de pureza, Nº CAS 7758-95-4), nitrato∙ de plomo (Pb(NO3)2, ≥ 99% de pureza, 

Nº CAS 10099-74-8), cloruro de níquel (NiCl2, 98% de pureza, Nº CAS 7718-54-

9), sulfato de níquel (NiSO4 ∙ 6 H2O, ≥ 99% de pureza, Nº CAS 10101-97-0), 

feniltiourea (PTU, ≥ 95% de pureza, Nº CAS 103-85-5) y metanosulfonato de 

etilo (EMS, 100% de pureza, Nº CAS 62-50-0). Todos estos compuestos fueron 

obtenidos de la casa comercial Sigma-Aldrich S.A. (España). 

 

3.2.2.2. Tratamiento de larvas  

En el ensayo del cometa se realizaron tratamientos a larvas de tercer estadio 

de la cepa salvaje Oregon R+. Para ello, larvas de 72 ± 2 horas de edad fueron 

extraídas, lavadas y transferidas a tubos de plástico desechables con 4.5 g de 

medio instantáneo de Drosophila hidratado con 10 mL de las diferentes 

concentraciones de los compuestos a evaluar. El tratamiento se realizó durante 

24 ± 2 horas. Se trataron entre 50 y 100 larvas en cada serie. 

Todos los experimentos fueron realizados a una temperatura de 25 ± 1 

°C y con una humedad relativa de ~ 60%. 
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3.2.2.3. Análisis de los datos  

Para establecer diferencias significativas entre los distintos resultados 

obtenidos con el ensayo del cometa para cada uno de los compuestos 

evaluados, se utilizó un modelo lineal generalizado (GLM). La prueba a 

posteriori de Fisher (LSD) fue utilizada para comparar y establecer diferencias 

significativas entre tratamientos y controles en cada experimento. Los 

resultados obtenidos fueron considerados estadísticamente significativos a un 

nivel de significación menor o igual a 0,05. 

Todos los datos fueron presentados en función de la media aritmética ± 

error estándar, y con intervalos de confianza del 95%. 

Finalmente, todos los análisis fueron llevados a cabo con el paquete 

estadístico Statgraphics plus 5.1. (Statistical Graphics Corporation, 2001, 

Rockville, EE.UU.). 
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4. RESULTADOS 

4.1 Toxicidad de los metales pesados 

El paso inicial de todo estudio de evaluación de la actividad genotóxica es la 

selección de las concentraciones adecuadas del compuesto a evaluar. Para 

ello, se ha realizado un análisis de la toxicidad, utilizando una serie creciente 

de concentraciones, para determinar la viabilidad de los individuos de las cepas 

mwh/flr3 y Oregon R+ frente a los compuestos utilizados. Esto nos permite 

seleccionar las dosis adecuadas para realizar las pruebas de genotoxicidad, 

teniendo en cuenta que es necesario obtener un número mínimo de individuos 

en cada concentración para que la muestra sea suficientemente grande y los 

resultados puedan tener validez estadística. De esta manera, el criterio 

utilizado para seleccionar las dosis adecuadas está basado en dos razones: 

primera, la reducción en el porcentaje de larvas tratadas supervivientes es un 

claro indicio de que los compuestos afectan a las larvas y, segunda, el número 

de adultos que emergen debe ser lo suficientemente grande como para poder 

llevar a cabo satisfactoriamente los experimentos de genotoxicidad.  

Debido a que en este estudio no pretendemos establecer curvas de 

mortalidad en función de la dosis, sino sólo determinar un rango de dosis que 

permita obtener un número suficiente de individuos para los ensayos de 

genotoxicidad, no se ha procedido a obtener datos exhaustivos sobre la 

toxicidad de los metales pesados utilizados. 

 

4.1.1 Toxicidad de los compuestos de mercurio  

Dada la elevada toxicidad de los compuestos de mercurio, fueron necesarios 

varios experimentos para obtener rangos de dosis efectivas para el HgCl2 y 

para el CH3HgCl (Tabla 3). Las dosis aplicadas de los compuestos oscilaron 

entre 0,5 y 2000 µM. En general, dentro de este rango de concentraciones se 

pudo observar una elevada toxicidad, reflejada en una alta mortalidad en las 

fases de larva y de pupa y también en el retraso del desarrollo larvario. Cabe 

señalar que el CH3HgCl presentó mayor toxicidad que el HgCl2; así, mientras 
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que con el HgCl2 se obtuvo una viabilidad suficiente a la concentración de 50 

µM, el CH3HgCl ya no pudo ser evaluado a 5 µM. Por tanto, el rango de dosis 

finalmente escogido para llevar a cabo los estudios de genotoxicidad en 

Drosophila fue de 1, 5 y 50 µM para el HgCl2 y de 0,5, 1 y 5 µM para el 

CH3HgCl. 

 

Tabla 3. Experimentos de viabilidad realizados con Drosophila para 

cada compuesto de mercurio.  

Compuesto Experimento 

(disolvente) 

Dosis seleccionadas (µM) 

HgCl2 I (H2O) 0,5; 50, 100, 500, 1000, 2000 

II (H2O) 1, 5, 50, 100 

CH3HgCl I (2% DMSO) 0,5; 50, 100, 500, 1000, 2000 

II (2% DMSO) 0,5; 1, 5, 50, 100 

III (3% etanol) 0,5; 1, 5, 50, 100 

 

 

4.1.2. Toxicidad de los compuestos de plomo 

En comparación y a diferencia de los compuestos de mercurio, los compuestos 

de plomo no presentaron una elevada toxicidad en Drosophila. De esta 

manera, sólo fueron necesarios dos experimentos de viabilidad para obtener 

los valores de dosis efectivas para el PbCl2 y Pb(NO3)2 (Tabla 4). Al inicio, las 

dosis aplicadas de los compuestos oscilaron entre 2 y 10 mM. En general, 

dentro de este rango de concentraciones se pudo observar una elevada 

toxicidad en las dosis más altas (i.e. 8 y 10 mM), reflejada en una alta 

mortalidad en las fases de larva y de pupa y en el retraso del desarrollo 

larvario. Cabe señalar que ni el PbCl2 ni el Pb(NO3)2 mostraron diferencias de 

toxicidad, así que en ambos compuestos se obtuvo una viabilidad suficiente a 
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partir de 8 mM (> 50%), y ya no pudieron ser evaluados a una concentración de 

10 mM. Por lo tanto, el rango de dosis finalmente escogido para llevar a cabo 

los estudios de genotoxicidad en Drosophila fue de 2, 4 y 8 mM, tanto para el 

PbCl2 como para el Pb(NO3)2. 

 

Tabla 4. Experimentos de viabilidad realizados con Drosophila 

para cada compuesto de plomo.  

Compuesto Experimento 

(disolvente) 

Dosis (mM) 

PbCl2 I (H2O) 2, 4, 6, 8, 10 

II (H2O) 2, 4, 8 

Pb(NO3)2 I (H2O) 2, 4, 6, 8, 10 

II (H2O) 2, 4, 8 

 

 

4.1.3. Toxicidad de los compuestos de níquel 

Los rangos de dosis seleccionados fueron obtenidos en base a los ensayos de 

toxicidad y viabilidad previamente obtenidos para Drosophila por Ogawa et al. 

(1994). Así, y de acuerdo a lo recomendado en este trabajo, se estableció un 

rango de dosis que osciló desde 5 a 20 mM, tanto para el NiCl2 como para el 

NiSO4 (Tabla 5). Al aplicar este rango de concentraciones se pudo observar 

una alta viabilidad (> 70%) en las concentraciones de 5 y 10 mM para ambos 

compuestos de níquel, mientras que a 20 mM la viabilidad fue menor (> 50%), 

pero suficiente para llevar a cabo los experimentos de genotoxicidad. Cabe 

señalar que los dos compuestos de níquel seleccionados no mostraron 

diferencias en toxicidad entre sí. Además, los compuestos de níquel mostraron 

un nivel menor de toxicidad, en comparación a los compuestos de mercurio y 

de plomo. Por tanto, el rango de dosis finalmente escogido para llevar a cabo 
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los estudios de genotoxicidad fue de 5, 10 y 20 mM, para ambos compuestos 

de níquel. 

 

Tabla 5. Experimentos de viabilidad realizados en Drosophila para cada 

compuesto de níquel.  

Compuesto Experimento 

(disolvente) 

Dosis (mM) 

NiCl2 I (H2O) 

 

5, 10, 20 

NiSO4 I (H2O) 5, 10, 20 
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4.2. Resultados de los ensayos SMART en alas 

El ensayo SMART en alas permite conocer tanto la frecuencia de mutación y/o 

recombinación somática espontánea, como la inducida por diferentes 

tratamientos de un determinado agente genotóxico mediante el análisis 

microscópico de las alas de D. melanogaster. Los resultados de genotoxicidad 

obtenidos con cada agente estudiado, y medidos como la frecuencia de clones 

mutantes, se presentan resumidos en tablas que contienen la siguiente 

información: 

 Concentraciones o dosis aplicadas del agente estudiado, con su 

respectivo control negativo y positivo. 

 Número de alas analizadas. 

 Clasificación y número de los diferentes tipos de sectores mutantes, es 

decir: sectores mwh pequeños (1-2 células), sectores mwh grandes (> 2 

células), sectores dobles y sectores totales mwh. Los sectores flr3 no 

fueron incluidos en las tablas debido a que no fueron observados en los 

recuentos realizados en este estudio. 

 Frecuencia de sectores obtenidos en cada concentración. 

 Diagnóstico estadístico. 

 Frecuencia de inducción de mutación por célula. 

 

Además de las tablas, los resultados también se presentan de forma gráfica 

para facilitar la visualización e interpretación de los mismos. 

 

4.2.1 Genotoxicidad de los compuestos de mercurio  

En la Tablas 6 y 7 se presentan los resultados obtenidos en el recuento de 

clones mutantes inducidos por el HgCl2 y el CH3HgCl en las células de las alas 

de moscas transheterocigotas para los marcadores mwh y flr3. Tanto el HgCl2 

como el CH3HgCl fueron administrados a larvas de 72 horas de vida (tercer 

estadio) en concentraciones comprendidas entre 1 y 50 µM, y entre 0,5 y 5 µM, 
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respectivamente. En ambos casos los tratamientos fueron administrados a las 

larvas hasta que completaron su desarrollo. 

Los resultados obtenidos indican que tanto el mercurio inorgánico 

(HgCl2), como el mercurio orgánico (CH3HgCl), independientemente de las 

concentraciones aplicadas, no indujeron un incremento significativo en la 

frecuencia de ninguna de las tres categorías de clones mutantes (i. e. sectores 

simples, grandes y dobles), con respecto a sus controles negativos. En este 

estudio, los valores promedio de la frecuencia de mutaciones de los controles 

negativos (0,50 y 0,55, respectivamente) fueron concordantes con el promedio 

histórico correspondiente a nuestro laboratorio, y no difieren significativamente 

de los resultados obtenidos por otros autores (Frei y Würgler, 1995). Por otro 

lado, el control positivo realizado con una concentración de 500 µM de EMS 

ofreció una clara respuesta positiva, lo que avala la buena realización de los 

experimentos y refuerza la validez de los valores negativos observados. 

Estos mismos resultados se presentan de manera gráfica en las Figuras 

7 y 8. En estas figuras se representan las frecuencias de sectores mutantes 

totales y de las tres categorías de sectores mutantes, por separado (i.e. 

sectores pequeños, grandes y dobles) inducidos por los tratamientos con el 

HgCl2 y CH3HgCl, además de sus respectivos controles negativos y positivos. 

Por un lado, al analizar las gráficas se puede observar claramente que ninguna 

de las frecuencias de los tres tipos de sectores mutantes inducidos por los 

tratamientos con los compuestos de mercurio supera la de los controles 

negativos, indicando que no existen diferencias significativas entre las series 

tratadas vs. los controles negativos. Por otro lado, el control positivo con 500 

µM de EMS mostró una clara respuesta positiva, aumentando la frecuencia de 

todas las categorías de sectores mutantes.  
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4.2.2. Genotoxicidad de los compuestos de plomo 

En la Tabla 8 se resumen los resultados obtenidos en el recuento de los 

sectores mutantes inducidos por el PbCl2. El compuesto fue administrado a 

larvas de 72 horas de vida (tercer estadio) en concentraciones comprendidas 

entre 2 y 8 mM.  

Los resultados indican que el PbCl2, independientemente de las 

concentraciones aplicadas, no fue capaz de inducir un incremento significativo 

en la frecuencia de ninguna de las tres categorías de clones mutantes (i. e. 

sectores simples, grandes y dobles), con respecto a su control negativo. En 

este estudio, el promedio de la frecuencia de mutaciones del control negativo 

(0,58) fue concordante con el promedio histórico de nuestro laboratorio, y no 

difieren de los resultados obtenidos por otros autores (Frei y Würgler, 1995). 

Por otro lado, el control positivo llevado a cabo con una concentración de 1 mM 

de EMS ofreció una clara respuesta positiva, lo que avala la buena realización 

del estudio y refuerza la validez de los valores negativos encontrados. 

Estos mismos resultados se presentan de manera gráfica en la Figura 9, 

donde no se observa un incremento significativo en ninguna de las tres 

categorías de clones mutantes analizados, indicando que no existen diferencias 

significativas entre los valores de los tratamientos y controles. 

En la Tabla 9 se muestran los datos obtenidos en el recuento de clones 

mutantes inducidos por el Pb(NO3)2; como en el caso anterior, el compuesto 

fue administrado a larvas de 72 horas de edad (tercer estadio) en 

concentraciones comprendidas entre 2 y 8 mM.  

Al igual que lo obtenido con el PbCl2, los resultados indican que el 

Pb(NO3)2 no indujo un incremento significativo en ninguno de los tres tipos de 

sectores mutantes, en comparación a su control negativo. Así pues, como se 

puede observar claramente en la Figura 10, el Pb(NO3)2 no demuestra una 

actividad genotóxica detectable con el ensayo SMART en alas.  

A pesar de que el promedio de la frecuencia de mutaciones obtenido en 

el control negativo fue algo elevado (0,70), una comparación entre los controles 

negativos de este estudio, mostró que las diferencias no llegan a ser 
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estadísticamente significativas (prueba binomial condicional, P > 0,05). Al igual 

que en el caso anterior, la inducción de clones mutantes por el agente utilizado 

como control positivo (EMS, 1 mM) confirma la bondad del estudio y la validez 

de los resultados negativos obtenidos. 
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4.2.3. Genotoxicidad de los compuestos de níquel 

En las Tablas 10 y 11 se muestran los resultados obtenidos en el recuento de 

sectores mutantes inducidos por el NiCl2 y el NiSO4 Los compuestos fueron 

administrados por ingestión a larvas de 72 horas de vida (tercer estadio) en 

concentraciones comprendidas entre 5 y 20 mM, para ambos compuestos. 

Los resultados indican que tanto el NiCl2 como el NiSO4, 

independientemente de las concentraciones aplicadas, no indujeron un 

incremento significativo en la frecuencia de ninguna de las tres categorías de 

clones mutantes (i. e. sectores simples, grandes y dobles). En este estudio, los 

promedios de la frecuencia de mutaciones de los controles negativos (0,60 y 

0,43) son concordantes con el promedio histórico observado en nuestro 

laboratorio, y no difieren de los resultados obtenidos por otros autores (Frei y 

Würgler, 1995). El control positivo llevado a cabo con una concentración de 1 

mM de EMS ofreció una clara respuesta positiva, lo que avala la buena 

realización del estudio y refuerza la validez de los valores negativos 

observados. 

Las Figuras 11 y 12 muestran estos mismos resultados, pero de manera 

gráfica, donde se observa que las frecuencias de sectores mutantes totales y 

de las tres categorías de sectores mutantes (i.e. sectores pequeños, grandes y 

dobles) inducidos por los tratamientos con el NiCl2 y NiSO4 no superan a las de 

los controles negativos, indicando que no existen diferencias significativas entre 

las series tratadas vs. los correspondientes controles negativos. 
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4.2.4. Resultados de interacción en el ensayo SMART en alas 

Con el objetivo de estudiar las posibles interacciones de los metales pesados 

frente a un agente genotóxico de acción conocida, se han realizado 

tratamientos combinados de los metales pesados seleccionados con la 

radiación-γ. Para ello, se han seleccionado tres concentraciones de cada metal 

y una dosis fija de radiación-γ (6 Gγ), la cual fue establecida previamente y 

produce un efecto genotóxico claramente detectable en el ensayo SMART en 

alas (Kossatz, 2003). Cabe señalar que la viabilidad de las larvas de Drosophila 

obtenida después de cada tratamiento combinado fue suficiente para poder 

llevar a cabo los experimentos de genotoxicidad (> 50%).   

Los resultados de genotoxicidad obtenidos de los tratamientos 

combinados con cada agente estudiado, y medidos como la frecuencia de 

clones mutantes, se presentan resumidos en las correspondientes tablas.  

Además, se ha realizado el cálculo de los factores de interacción (FI) de cada 

tratamiento combinado, que nos permite clasificar el tipo de interacción entre la 

radiación-γ y los compuestos de mercurio, plomo y níquel. Estos resultados se 

presentan en tablas que contienen la siguiente información: 

 Concentraciones y/o dosis aplicadas de los tratamientos combinados, 

con sus respectivos controles negativo y positivo. 

 Frecuencia de sectores totales obtenidos en el tratamiento combinado 

 Cálculo del factor de interacción (FI). 

 Intervalos de confianza del 95% de los FI. 

 Diagnóstico estadístico. 

 

4.2.4.1. Interacción de los compuestos de mercurio con radiación-γ 

En las Tablas 12 y 13 se muestran los resultados obtenidos en el recuento de 

sectores mutantes inducidos por los tratamientos realizados con el HgCl2 y 

CH3HgCl en combinación con la radiación-γ. 

Los resultados obtenidos indican que la dosis de 6 Gγ de radiación-γ fue 

claramente genotóxica, incrementando la frecuencia de las tres categorías de 



Resultados 

68 
 

clones mutantes analizados. En este estudio, el promedio de la frecuencia de 

sectores mutantes totales obtenidos con 6 Gγ de radiación-γ (2,15) fue 

concordante con el promedio observado previamente en nuestro laboratorio 

(Kossatz, 2003). Al combinar esta dosis de radiación-γ con tres 

concentraciones diferentes de HgCl2 (1, 5, 50 µM), y CH3HgCl (0,5; 1, 5 µM), 

los resultados indicaron que los tratamientos combinados no alteraron los 

efectos genotóxicos causados por la radiación-γ por sí sola (Tabla 14). De esta 

manera, tanto el mercurio inorgánico como el orgánico, muestran un 

comportamiento aditivo frente al efecto genotóxico de la radiación-γ. 
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4.2.4.2. Interacción de los compuestos de plomo con la radiación-γ 

En las Tablas 15 y 16 se resumen los resultados obtenidos en el recuento de 

sectores mutantes inducidos por tratamientos combinados con los compuestos 

de plomo (PbCl2 y Pb(NO3)2) y radiación-γ. 

Los resultados obtenidos indican que una dosis de 6 Gγ de radiación-γ 

muestra una clara respuesta positiva, incrementando la frecuencia de todas las 

categorías de clones mutantes analizados. En este estudio, el promedio de la 

frecuencia de sectores mutantes totales obtenidos con 6 Gγ de radiación-γ 

(2,13) fue concordante con el promedio observado en el estudio anterior con 

mercurio. Al realizar los tratamientos combinados de radiación-γ con tres 

concentraciones diferentes de PbCl2 y Pb(NO3)2, se puede  observar que no 

existe una variación significativa en la frecuencia de las tres categorías de 

sectores mutantes, en comparación a la producida por la radiación-γ por si sola 

(Tabla 17). Así, tanto el PbCl2 como Pb(NO3)2, parecen tener un 

comportamiento aditivo frente a la radiación-γ. 
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4.2.4.3. Interacción de los compuestos de níquel con la radiación-γ 

En las Tablas 18 y 19 se muestran los resultados obtenidos en el recuento de 

sectores mutantes inducidos por tratamientos combinados con los compuestos 

de níquel (NiCl2 y NiSO4) y la radiación-γ. 

Los resultados obtenidos indican que la radiación-γ muestra una clara 

respuesta positiva a una dosis de 6 Gγ, al incrementar la frecuencia de las tres 

categorías de clones mutantes analizados. Sin embargo, el promedio de la 

frecuencia de sectores mutantes totales obtenidos (1,75), fue menor que el 

obtenido en los dos experimentos previos (2,15 y 2,13, respectivamente). Con 

el propósito de corregir las diferencias entre experimentos y su posible efecto 

en los cálculos de los FI, se optó por utilizar un promedio de la frecuencia de 

sectores mutantes producidos por la radiación-γ de todos los experimentos 

realizados. Así, al analizar los tratamientos combinados llevados a cabo con 

tres diferentes concentraciones de NiCl2 y NiSO4 (5, 10 y 20 mM, 

respectivamente), los resultados indicaron que los compuestos de níquel 

modifican significativamente los efectos genotóxicos producidos por la 

radiación-γ (Tabla 20). Por un lado, el NiCl2 muestra un claro incremento dosis-

respuesta de la frecuencia de todas las categorías de sectores mutantes. Sin 

embargo, este incremento no fue significativo a la mínima concentración de 

NiCl2 aplicada (5 mM). Por otro lado, el NiSO4 también muestra un incremento 

significativo de la frecuencia de los tres tipos de clones mutantes en las tres 

concentraciones aplicadas en este estudio. Sin embargo, y a diferencia del 

NiCl2, el NiSO4 no muestra una diferencia significativa a la máxima 

concentración aplicada.  

Así, los resultados obtenidos muestran que el NiCl2 y NiSO4 presentan 

un comportamiento de tipo sinérgico en tratamientos combinados con 

radiación-γ.  
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4.3. Resultados del ensayo del cometa en D. melanogaster 

El ensayo del cometa permite conocer el daño genético primario a nivel de 

células individuales causado por un determinado agente genotóxico. Esta 

técnica está basada en el análisis de la migración de los fragmentos rotos de 

DNA, resultado de la desestructuración de los bucles de DNA debidos a roturas 

de simple cadena durante la electroforesis. Los resultados de genotoxicidad 

obtenidos con cada agente estudiado, y medidos como el porcentaje de DNA 

en la cola (% DNA cola), se presentan resumidos en tablas que contienen la 

siguiente información: 

 Concentraciones y/o dosis aplicadas de los tratamientos, con sus 

respectivos controles negativo y positivo. 

 Porcentaje de DNA en la cola obtenido de cada tratamiento. 

 Intervalos de confianza del 95% para el % de DNA en la cola. 

 Diagnóstico estadístico. 

 

Además de las tablas, los resultados también se presentan de forma gráfica 

para facilitar la visualización e interpretación de los mismos. 

 

4.3.1. Puesta a punto del ensayo del cometa en hemocitos de D. 

melanogaster 

Con el objetivo de desarrollar y validar el ensayo del cometa in vivo en células 

de la hemolinfa de D. melanogaster, se han realizado estudios de 

genotoxicidad previos con tres mutágenos estándar de acción bien conocida: 

EMS, PDC y radiación-γ. Para ello, se han seleccionado tres concentraciones 

de cada agente genotóxico, las cuales no resultaron tóxicas y nos permitieron 

obtener una viabilidad suficiente de larvas (> 50%) para llevar a cabo los 

experimentos de genotoxicidad. Estas concentraciones fueron seleccionadas 

de acuerdo a estudios genotóxicos previos realizados en nuestro laboratorio. 

En la Tabla 21 se resumen los resultados obtenidos en el ensayo del 

cometa in vivo en hemocitos de D. melanogaster por tratamientos con tres 
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genotóxicos de acción conocida: EMS, PDC y radiación-γ. Por un lado, tanto el 

EMS como el PDC fueron administrados a larvas de 72 horas de vida (tercer 

estadio), durante 24 horas con concentraciones comprendidas entre 1 y 4 mM 

para el EMS, y entre 0,5 y 2,5 mM para el PDC. Por otro lado, larvas de 96 

horas de vida (tercer estadio) fueron expuestas de manera aguda a la 

radiación-γ a dosis que oscilaron entre 2 y 8 Gγ. Inmediatamente después de 

los tratamientos, las larvas fueron extraídas del medio de cultivo, para luego 

obtener y aislar los hemocitos de la hemolinfa de las larvas, para su posterior 

análisis en el ensayo del cometa. 

Los resultados indicaron que las larvas de D. melanogaster expuestas a 

los tres genotóxicos, muestran una claro incremento dosis-respuesta en el 

daño del DNA como lo demuestran los valores obtenidos del % de DNA en la 

cola. Los tres agentes genotóxicos analizados, a las concentraciones y dosis 

evaluadas más bajas, no mostraron un daño genético significativo en las 

células de los individuos expuestos (Tabla 21). 

Estos mismos resultados se pueden visualizar en la Figura 13 A-C, 

donde se puede observar que el promedio del parámetro % DNA cola en 

hemocitos causado por los diferentes tratamientos con EMS, PDC y radiación-

γ, aumenta en función a la concentración o dosis aplicada, indicando que a una 

mayor concentración o dosis, mayor es el daño genético causado por los 

agentes genotóxicos. Así, en el presente estudio, los tres agentes genotóxicos 

evaluados inducen un daño genético detectable con el ensayo del cometa en 

hemocitos de Drosophila, lo que demuestra la bondad del ensayo desarrollado. 
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4.3.2. Resultados de la genotoxicidad de metales pesados con el 

ensayo del cometa en hemocitos de D. melanogaster 

4.3.2.1. Genotoxicidad de los compuestos de mercurio 

En la Tabla 22, se resumen los resultados obtenidos con el ensayo del cometa 

en hemocitos de larvas de D. melanogaster expuestas a HgCl2. El compuesto 

fue administrado a larvas de 72 horas de vida (tercer estadio) en 

concentraciones que fluctuaron entre 1 y 50 µM. Los tratamientos fueron 

administrados por ingestión durante un período de 24 horas. Después de los 

tratamientos, se extrajo la hemolinfa de las larvas y se procedió a la obtención 

y aislamiento de los hemocitos, para su posterior análisis en el ensayo del 

cometa. 

Los resultados obtenidos indican que de los tratamientos realizados con 

tres diferentes concentraciones de HgCl2 (1, 5 y 50 µM) no indujeron un 

incremento significativo en el daño genético expresado como el % de DNA en 

la cola en hemocitos de larvas de D. melanogaster, con respecto al control 

negativo. Por otro lado, el control positivo realizado en paralelo con 4 mM de 

EMS mostró una clara respuesta positiva, lo que avala la bondad de los 

resultados negativos observados. 

Estos mismos resultados se pueden visualizar en la Figura 14, donde se 

observa que el promedio del % de DNA en la cola inducido por diferentes 

tratamientos con HgCl2, no supera al del control negativo, indicando que no 

existen diferencias significativas entre los valores de las series tratadas vs. el 

control negativo. 

En la Tabla 23, se resumen los resultados obtenidos con el ensayo del 

cometa en hemocitos de larvas de D. melanogaster expuestas al CH3HgCl. El 

compuesto fue administrado a larvas de 72 horas de vida (tercer estadio) en 

concentraciones que fluctuaron entre 0,5 y 5 µM. Después de 24 horas de 

exposición, la hemolinfa de las larvas tratadas fue extraída y procesada para 

obtener hemocitos aislados, para así llevar a cabo el ensayo del cometa. 

A diferencia de los resultados obtenidos con el mercurio inorgánico, los 

tratamientos realizados con tres concentraciones de CH3HgCl (0,5, 1 y 5 µM) 
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indujeron un incremento significativo en el daño genético expresado como el % 

de DNA en la cola en hemocitos, a la máxima concentración ensayada (5 µM) 

con respecto a lo observado en el control negativo. 

Por otro lado, el control positivo realizado en paralelo con 4 mM de EMS 

mostró una clara respuesta positiva, lo que avala los resultados positivos 

observados y la bondad del protocolo seguido. 

Los mismos resultados se pueden visualizar en la Figura 15, donde se 

observa que el promedio del % de DNA en la cola inducido por diferentes 

tratamientos con CH3HgCl, supera al del control negativo, indicando que 

existen diferencias significativas entre los valores de las series tratadas vs. 

control negativo. 
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4.3.2.2. Genotoxicidad de los compuestos de plomo 

En la Tabla 24 se resumen los resultados obtenidos con el ensayo del cometa 

en hemocitos de larvas de D. melanogaster expuestas a PbCl2. El compuesto 

fue administrado a larvas de 72 horas de vida (tercer estadio) a 

concentraciones comprendidas entre 2 y 8 mM. Los tratamientos fueron 

administrados por ingestión durante un período de 24 horas. Después de los 

tratamientos, se extrajo la hemolinfa de las larvas y se procedió a la obtención 

y aislamiento de los hemocitos, para su posterior análisis en el ensayo del 

cometa. 

Los resultados obtenidos indican que los tratamientos realizados con 

tres concentraciones de PCl2 (2, 4 y 8 mM) no indujeron un incremento 

significativo en el daño genético expresado como el % de DNA en la cola en 

hemocitos de larvas de D. melanogaster, en comparación con el control 

negativo. Por otro lado, el control positivo realizado en paralelo con 4 mM de 

EMS mostró una clara respuesta positiva, al incrementar notablemente el daño 

genético en hemocitos, lo que avala los resultados negativos observados. 

Estos mismos resultados se pueden visualizar en la Figura 16, donde se 

observa que el promedio del % de DNA en la cola inducido por diferentes 

tratamientos con PbCl2, no supera al del control negativo, indicando que no 

existen diferencias significativas entre los valores de las series tratadas vs. el 

control negativo.  

En la Tabla 25 se presenta el daño genético producido por el Pb(NO3)2 

medido como % de DNA en la cola en hemocitos de larvas de D. melanogaster. 

El compuesto fue administrado a larvas de 72 horas de vida (tercer estadio) en 

concentraciones comprendidas entre 2 y 8 mM. Después de 24 horas de 

exposición, se llevó a cabo el ensayo del cometa en hemocitos previamente 

aislados de la hemolinfa de las larvas tratadas. 

Los tratamientos realizados con tres diferentes concentraciones 

Pb(NO3)2 (2, 4 y 8 mM) indujeron un incremento significativo en el daño 

genético expresado como % de DNA en la cola en hemocitos de Drosophila, 

con respecto al control negativo. Este incremento en el daño genético fue 
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significativo para las tres concentraciones evaluadas. Por otro lado, el control 

positivo realizado en paralelo con 4 mM de EMS mostró una clara respuesta 

positiva, lo que avala los resultados positivos observados y la bondad del 

protocolo seguido. 

Los mismos resultados se pueden visualizar en la Figura 17, donde se 

observa que el promedio del % DNA en la cola inducido por diferentes 

tratamientos con Pb(NO3)2, supera al del control negativo, indicando que 

existen diferencias significativas entre los valores de las series tratadas vs. el 

control negativo. 
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4.3.2.3. Genotoxicidad de los compuestos de níquel 

En la Tabla 26 se resumen los resultados obtenidos en el ensayo del cometa 

en hemocitos de larvas de D. melanogaster expuestas a NiCl2. El compuesto 

fue administrado a larvas de 72 horas de vida (tercer estadio) en 

concentraciones que fluctuaron entre 5 y 20 mM. El ensayo del cometa fue 

aplicado a hemocitos aislados de la hemolinfa de las larvas tratadas en cada 

experimento. 

Los resultados obtenidos indican que los tratamientos realizados con 

tres diferentes concentraciones de NiCl2 (5, 10 y 20 mM) no indujeron un 

incremento significativo en el daño genético expresado como el % de DNA en 

la cola en hemocitos de D. melanogaster, en comparación al control negativo. 

Por otro lado, el control positivo realizado en paralelo con 4 mM de EMS mostró 

una clara respuesta positiva, lo que avala los resultados negativos observados. 

Estos mismos resultados se pueden visualizar en la Figura 18, donde se 

observa que el promedio del % de DNA en la cola inducido por diferentes 

tratamientos con NiCl2, no supera al del control negativo, indicando que no 

existen diferencias significativas entre los valores de las series tratadas vs. el 

control negativo. 

En la Tabla 27 se resumen los resultados obtenidos con el ensayo del 

cometa en hemocitos de larvas de D. melanogaster expuestas al NiSO4. El 

compuesto fue administrado a larvas de 72 horas de vida (tercer estadio) en 

concentraciones que fluctuaron entre los 0,5 y los 5 µM. Después de 24 horas 

de exposición, se realizó el ensayo del cometa en hemocitos de larvas de 

Drosophila. 

A diferencia de los resultados hallados con el NiCl2, los tratamientos con 

NiSO4 indujeron un incremento significativo en el daño genético expresado en 

el % de DNA en la cola en hemocitos, con respecto al control negativo. El 

NiSO4 mostró un incremento significativo del daño genético en todas las 

concentraciones evaluadas. Además, este incremento mostró una clara 

relación dosis-respuesta. Cabe señalar que, a la máxima concentración 
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evaluada (20 mM de NiSO4), se obtuvo un nivel de daño genético similar al 

hallado con el control positivo llevado a cabo con 4 mM de EMS. 

Los mismos resultados se pueden visualizar en la Figura 19, donde se 

puede observar claramente que, a medida que aumenta la dosis de NiSO4, el 

daño genético expresado como % DNA en la cola también aumenta, 

alcanzando un valor máximo a la concentración de 20 mM. 
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5. DISCUSIÓN 

Ante todo, conviene señalar que el presente trabajo de tesis doctoral se 

enmarca dentro de la línea de investigación implementada desde hace más de 

10 años por el Grupo de Mutagénesis de la Universitat Autònoma de 

Barcelona, y que tiene como objetivo principal el estudio de los mecanismos de 

acción genotóxica de los metales pesados mediante ensayos in vivo, utilizando 

D. melanogaster como organismo de estudio. 

Diversas actividades humanas tales como la metalurgia y la quema de 

combustibles fósiles constituyen las principales fuentes de emisión de metales 

pesados al medio, por lo que han incrementado de forma notable las 

concentraciones de los metales pesados en los diferentes compartimentos 

medioambientales. Esta contaminación ha traído como consecuencia efectos 

nocivos tanto para el medioambiente como para los organismos vivos que en el 

se desarrollan, debido a sus altos niveles de bioacumulación y toxicidad. Dada 

esta doble problemática de creciente contaminación y elevada toxicidad, los 

metales pesados han sido objeto de estudio durante años, especialmente 

desde el punto de vista toxicológico, genotóxico y carcinogénico. 

Estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio han demostrado 

que Drosophila es un buen modelo de trabajo para el estudio de los 

mecanismos de acción genotóxica de algunos metales, tales como el cromo, 

selenio, cadmio y arsénico (Amrani et al., 1999; Rizki et al., 2001; 2004; 2006). 

Sin embargo, los mecanismos de acción genotóxica de muchos metales 

pesados siguen aún sin ser conocidos. De esta manera, en el presente trabajo 

nos planteamos contribuir a llenar este vacio, centrando nuestros esfuerzos en 

estudiar los efectos genotóxicos de tres metales pesados considerados 

actualmente como contaminantes importantes: el mercurio, el plomo y el níquel. 
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5.1. Genotoxicidad de los metales pesados con el ensayo 

SMART de alas en Drosophila 

Cabe señalar que el ensayo SMART utilizado en este estudio presenta una 

serie de ventajas a la hora de evaluar la actividad genotóxica de diferentes 

tipos de agentes, tantos físicos como químicos. Una de las principales ventajas 

radica en que es una prueba de corta duración, lo cual implica una evaluación 

rápida, sencilla y económica de cualquier agente. Además, se trata de un 

ensayo in vivo que utiliza un organismo eucariota no mamífero, evitando así los 

problemas de limitación en el número de individuos utilizados que lógicamente 

conllevan los ensayos con mamíferos. Y, por último, se trata de un ensayo que 

puede detectar un amplio rango de daño genético, entre ellos la recombinación 

mitótica, la cual es de mucho interés para la detección de compuestos 

potencialmente carcinogénicos, ya que se ha señalado que este proceso puede 

estar relacionado con el desarrollo de cánceres en humanos (Stettler y 

Sengstag, 2001; Wijnhoven et al., 2003; Wang et al., 2006). 

Como ya se ha mencionado anteriormente, este ensayo presenta una 

gran versatilidad, lo cual permite que su uso y aplicación sean muy variados. 

Así, los trabajos realizados hasta ahora involucran diversas áreas como, por 

ejemplo, el estudio sobre la relación estructura-actividad de distintos grupos de 

compuestos químicos, la evaluación genotóxica de compuestos simples y 

mezclas complejas, estudios sobre antimutagénesis, tanto de compuestos 

específicos como de mezclas y la evaluación genotóxica de contaminantes 

ambientales, entre otros. 
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5.1.1. Compuestos de mercurio 

Actualmente, se considera que el mercurio es uno de los contaminantes 

medioambientales más importantes, hallándose en aguas superficiales, y 

subterráneas, así como en suelos y aire (Nriagu y Pacyma, 1988; Slemr y 

Langer, 1992). La contaminación por este metal se produce principalmente por 

la quema de combustibles fósiles y vertidos industriales. 

En los sedimentos, el mercurio inorgánico puede ser convertido en 

formas de metilmercurio por bacterias metanorgánicas. Esta biotransformación 

constituye un serio riesgo ambiental, ya que el metilmercurio es el compuesto 

de mercurio más tóxico y puede acumularse en la cadena trófica acuática, 

eventualmente alcanzando la dieta de los humanos (Tchounwou et al., 2003). 

En el presente trabajo, los tratamientos realizados con diferentes 

concentraciones de mercurio, tanto inorgánico como orgánico, no fueron 

capaces de inducir incrementos significativos en la frecuencia de ninguna de 

las tres categorías de clones mutantes analizados. Por un lado, estos 

resultados podrían ser explicados por las bajas dosis aplicadas en este estudio, 

dado que los individuos de la cepa mwh/flr3 presentaron una alta sensibilidad a 

bajas dosis de mercurio. Por otro lado, deficiencias en procesos metabólicos y 

de bioacumulación del mercurio también podrían contribuir a explicar los 

resultados negativos encontrados en este estudio. Aunque, obviamente, 

también puede ocurrir que ninguno de los dos compuestos de mercurio 

empleados sea genotóxico en este ensayo. 

De acuerdo con la IARC, los compuestos orgánicos de mercurio están 

clasificados en el grupo 2B, es decir, como posibles carcinógenos en humanos. 

En cambio, los compuestos inorgánicos de mercurio están clasificados en el 

grupo 3 como agentes no carcinógenos en humanos (Boffeta, 1993). 

Según diferentes estudios realizados sobre la genotoxicidad del 

mercurio, ésta es altamente dependiente del tipo de ensayo usado y los 

resultados obtenidos son muy variados. En ensayos con bacterias, los 

compuestos de mercurio no inducen mutaciones puntuales o génicas (Shirasu 

et al., 1976; Brown et al., 1978; Bruce y Heddle, 1979; Kanematsu et al., 1980; 

Brandi et al., 1990); sin embargo, pueden ejercer efectos genotóxicos sobre los 

cromosomas de las células eucariotas, provocando clastogenicidad y 



Discusión 

102 
 

aneuploidía (Migliore et al., 1999; Thier et al., 2003; Bonacker et al., 2004). En 

humanos, los estudios de biomonitorización de colectivos expuestos al 

mercurio muestran tanto resultados negativos como positivos e inconcluyentes, 

por lo que no permiten establecer un comportamiento bien definido de la 

genotoxicidad de este metal en exposición in vivo (De Flora et al., 1994; 

Franchi et al., 1994; Amorim et al., 2000; Cebulska-Wasilewska et al., 2005). 

De acuerdo con numerosas investigaciones realizadas sobre la 

genotoxicidad del mercurio, especialmente en estudios con cultivos celulares, 

se ha reconocido que el daño típico que produce este metal a nivel 

cromosómico corresponde a alteraciones en la segregación de los cromosomas 

(Betti et al., 1992; Migliore et al., 1999; Akiyama et al., 2001). Este tipo de daño 

se debe a que el mercurio es capaz de alterar la formación del huso mitótico 

durante la división celular, ya que tiene una alta afinidad por los grupos 

sulfhidrilo presentes en las proteínas de las fibras del huso mitótico (De Flora et 

al., 1994). En investigaciones recientes se ha detectado que el mercurio actúa 

específicamente sobre las proteínas del citoesqueleto, tales como la quinesina 

y la tubulina, las cuales están relacionadas con la segregación de los 

cromosomas, entre otras funciones celulares (Thier et al., 2003; Bonacker et 

al., 2004; Stoiber et al., 2004). Otro tipo de daño genético producido por este 

metal es el causado por la acumulación de especies reactivas de oxígeno en 

las células, acompañado por una reducción del glutation, uno de los principales 

antioxidantes celulares (De Flora et al., 1994). Por lo tanto, todos estos 

estudios parecieran indicar que el mercurio no interacciona directamente sobre 

el DNA y que los efectos observados serían el resultado de acciones indirectas. 

Este comportamiento explicaría la complejidad de los resultados observados en 

los estudios realizados para detectar la posible genotoxicidad de los 

compuestos de mercurio. 

A pesar de que existe información previa sobre los efectos genotóxicos 

del mercurio en ensayos somáticos en D. melanogaster, ésta es escasa y no 

permite una conclusión clara sobre la actividad genotóxica del mercurio en 

Drosophila, debido a que sólo se han evaluado pocos compuestos y los efectos 

genotóxicos obtenidos han sido negativos y/o débilmente positivos (Rasmuson, 

1985; Yesilada, 2001). Sin embargo, una contribución relevante al estudio de 

los efectos genotóxicos de los compuestos orgánicos e inorgánicos de mercurio 
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ha sido proporcionada por sistemas de ensayo in vivo con células germinales 

de Drosophila, evaluando diferentes efectos genéticos. En general, los 

resultados obtenidos por diferentes investigadores no han sido concordantes y, 

por lo tanto, resultan difíciles de interpretar. 

Así, los compuestos orgánicos de mercurio han demostrado ser capaces 

de inducir mutaciones letales recesivas ligadas al cromosoma X en D. 

melanogaster (Mathew y Al-Doori, 1976; Gayathri y Krishnamurthy, 1985; 

Magnusson y Ramel, 1986); en cambio, el mercurio inorgánico no ha mostrado 

una actividad genotóxica en el mismo ensayo (National Toxicology Program, 

1993). Los ensayos realizados para la detección de inducción de letales 

dominantes en Drosophila también dieron resultados negativos para 

compuestos orgánicos (Gayathri y Krishnamurthy, 1985); sin embargo, 

tratamientos realizados con larvas y adultos con mercurio inorgánico aportaron 

resultados positivos en ensayos de aneuploidía (Magnusson y Ramel, 1986; 

Osgood et al., 1991). 

De acuerdo con lo anteriormente mencionado, en D. melanogaster la 

genotoxicidad del mercurio podría depender altamente del compuesto, del 

blanco genético y del tipo celular utilizado; no obstante, hay que señalar que los 

resultados positivos obtenidos nunca han sido muy relevantes en cuanto su 

magnitud. A pesar de que se han evidenciado procesos de metabolización y de 

bioacumulación de compuestos de mercurio en Drosophila (Ramel y 

Magnusson, 1969), la diferente actividad de estas funciones entre distintas 

cepas podría influir también sobre los resultados discordantes encontrados en 

la literatura respecto de la actividad genotóxica (Osgood et al., 1991). En 

relación a lo mencionado, estudios recientes llevados a cabo en nuestro 

laboratorio han demostrado que Drosophila es incapaz de metabolizar el 

arsénico, es decir, que no puede transformar el arsénico en sus formas 

metiladas. Esto determinaría notablemente la falta de actividad genotóxica de 

los compuestos inorgánicos de este metal pesado en el ensayo SMART en alas 

de D. melanogaster (Rizki et al., 2006). Esto sugiere que los resultados 

negativos obtenidos en el presente trabajo podrían estar determinados también 

por una falta de biometilación de los compuestos de mercurio, lo que explicaría 

en buena parte la respuesta negativa hallada con el mercurio inorgánico, así 

como su menor toxicidad. Los análisis de toxicidad de los compuestos de 
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mercurio realizados en este estudio mostraron una baja resistencia de los 

individuos de la cepa mwh/flr3 a dosis bajas de este metal, permitiendo sólo 

una evaluación genotóxica a dosis bajas y, presuntamente, con un menor 

potencial genotóxico. Por tanto, podría ser que la elevada toxicidad del 

mercurio en Drosophila encubriese su potencial genotóxico, y éste no se 

pudiera manifestar, dado que las células con daño en el DNA no serían viables. 

5.1.2. Compuestos de plomo 

El plomo es un contaminante ambiental importante, el cual puede inducir 

efectos tóxicos en los sistemas biológicos. Se sabe que puede ocasionar 

efectos deletéreos en muchos tejidos y órganos, entre los cuales los más 

afectados son el sistema nervioso, el renal y el reproductivo. Las principales 

fuentes de exposición en humanos son por inhalación y por ingestión. 

(Skerfving y Bergdahl, 2007). 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo sobre evaluación de los 

compuestos de plomo con el ensayo SMART en alas, muestran una clara 

respuesta negativa. Cabe señalar que los resultados aquí obtenidos no difieren 

mucho de los hallados por otros investigadores, ya que los compuestos de 

plomo son considerados mutágenos débiles y sus propiedades genotóxicas 

dependen altamente de las características químicas del compuesto de plomo 

analizado y del sistema de ensayo utilizado para medir su potencial 

mutagénico. Sin embargo, dada la baja toxicidad general observada, puede ser 

que los compuestos de plomo evaluados en el presente trabajo no posean 

genotoxicidad demostrable con el ensayo SMART en alas. 

Los efectos genotóxicos de los compuestos de plomo han sido bien 

documentados en sistemas de ensayo in vitro, así como en experimentos con 

animales y humanos expuestos al plomo (Beyersmann y Hartwing, 2008). En 

general, los compuestos de plomo han mostrado ser mutágenos débiles en 

ensayos realizados con bacterias. A pesar de que en estudios recientes se han 

documentado efectos significativos del plomo en células humanas, como por 

ejemplo, la inducción de clastogénesis, aneuploidía y roturas de simple y doble 

cadena en el DNA de células humanas (Thier et al., 2003; Wozniak y Blasiak, 

2003; Bonacker et al., 2004; Holmes et al., 2006; Pasha Shaik et al., 2006), 
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estos efectos genotóxicos parecen estar restringidos sólo a algunos 

compuestos de plomo que presentan poca solubilidad tales como el acetato de 

plomo y el cromato de plomo, mientras que los compuestos solubles (p. ej. 

nitrato y cloruro de plomo) muestran efectos negativos o débilmente positivos 

en algunos casos, sugiriendo que la solubilidad de los diferentes compuestos 

de plomo es un factor importante y que podría determinar su genotoxicidad, o 

que ésta podría ser un resultado de su insolubilidad (Winder y Bonin, 1993; 

Hartwig, 1998). 

Existe un número importante de estudios llevados a cabo en relación a 

los efectos genotóxicos en humanos expuestos al plomo y la mayoría de ellos 

corresponden a exposiciones medioambientales u ocupacionales. Los 

resultados obtenidos son bastantes consistentes, indicando que una exposición 

laboral al plomo puede suponer un riesgo genético (Duydu et al., 2001; 

Vaglenov et al., 2001; Palus et al., 2003). Esto confirmaría los resultados 

obtenidos in vitro con compuestos inorgánicos, que muestran efectos 

genotóxicos basados principalmente en el daño a los cromosomas, por 

ejemplo, clastogénesis y aneuploidía (Hartwing, 1994; Johnson, 1998). A pesar 

de que los mecanismos de estos efectos genotóxicos aún no están del todo 

claros, algunos investigadores han sugerido que los posibles mecanismos de 

acción más relevantes serían la producción de EROs y/o la inhibición de los 

mecanismos de reparación del DNA (Beyermann y Hartwing, 2008). 

Estas variaciones de los efectos genotóxicos, en función del tipo de 

compuesto estarían de acuerdo con lo descrito por la IARC, que clasifica los 

compuestos inorgánicos de plomo como posibles carcinógenos en humanos 

(grupo 2B), mientras que los compuestos orgánicos de plomo los clasifica en el 

grupo 3, como agentes no carcinógenos en humanos (Boffeta, 1993). Estudios 

recientes demuestran que los compuestos inorgánicos de plomo presentan una 

débil asociación con la formación de algunos tipos de cánceres, como de 

pulmón y de estómago, pero esta evidencia epidemiológica es aún limitada 

(Steenland y Boffeta, 2000). 

La información disponible actualmente sobre la genotoxicidad del plomo 

en sistemas de ensayo que utilizan Drosophila como organismo modelo es 

escasa y sólo incluye el análisis de algunos compuestos. En resumen, estos 
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estudios han analizado los efectos genotóxicos del plomo en células 

germinales y somáticas, pero los resultados obtenidos son poco concluyentes y 

no muestran una tendencia clara. Por un lado, un estudio llevado a cabo en 

células germinales demostró que los compuestos orgánicos e inorgánicos de 

plomo no inducen aneuploidía en Drosophila (Ramel y Magnusson, 1979). Por 

otro lado, en pruebas realizadas con el ensayo SMART en ojos de Drosophila 

los resultados obtenidos fueron negativos para el cloruro de plomo y el nitrato 

de plomo (Rasmuson, 1985), mientras que en estudios llevados a cabo con el 

ensayo SMART en alas, el nitrato de plomo indujo efectos débilmente positivos 

(Yesilada, 2001). 

De acuerdo con lo anterior, parece ser que la genotoxicidad del plomo 

en Drosophila depende altamente de los compuestos evaluados y del ensayo 

utilizado para medir el daño genético. Sin embargo, es importante mencionar 

que la información existente es limitada y no permite una valoración general 

apropiada; por lo tanto, es difícil extraer conclusiones definitivas sobre los 

efectos genotóxicos de este metal en Drosophila, aunque en caso de 

producirse, han de ser muy débiles. 

 

5.1.3. Compuestos de níquel 

El níquel es un metal tóxico que puede producir efectos adversos en el sistema 

inmunitario, neurológico, reproductivo, además de generar cáncer en personas 

expuestas a dicho agente (Das et al., 2008). Las principales fuentes de emisión 

de níquel provienen mayoritariamente de las actividades antropogénicas 

relacionadas con la metalurgia, la minería y la quema de combustibles fósiles y 

desechos industriales. Actualmente, el níquel es considerado un metal 

contaminante importante, por lo cual ha sido muy estudiado desde el punto de 

vista toxicológico y carcinogénico (Klein y Costa, 2007). 

Por lo que respecta a la genotoxicidad del níquel, ésta ha sido objeto de 

una reciente revisión (Beyersmann y Hartwig, 2008). En humanos expuestos a 

compuestos solubles o pocos solubles de níquel, se han observado ligeros 

incrementos (no significativos) en la frecuencia de intercambios entre 
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cromátidas hermanas en linfocitos de sangre periférica (Waksvik et al., 1984; 

Deng et al., 1988) y resultados negativos en la inducción de micronúcleos en 

células de la mucosa bucal (Kiilunen et al., 1997). En experimentos con 

animales, los tratamientos con sales solubles de níquel han causado 

aberraciones cromosómicas y micronúcleos (Sunderman et al., 1990; Dhir et 

al., 1991). En cultivos de células de mamífero, los iones de níquel (II) 

provocaron aberraciones cromosómicas, intercambios entre cromátidas 

hermanas, roturas del DNA, enlaces DNA-proteína, pero tan sólo a 

concentraciones bajas y no citotóxicas. Además, las sales solubles de níquel 

mostraron ser débilmente mutagénicas en células de mamíferos, pero inactivas 

en la mayoría de las pruebas mutagénicas con bacterias. Al menos, se han 

propuesto tres mecanismos principales de acción genotóxica para explicar los 

efectos del níquel: la generación de EROs, la interferencia con los procesos de 

reparación del DNA y los mecanismos epigenéticos que inducen un aumento 

en la proliferación celular. 

Por lo que respecta al posible riesgo carcinogénico de níquel, la IARC ha 

considerado que los compuestos de níquel presentan evidencias suficientes de 

carcinogenicidad, tanto en humanos como en animales de experimentación, 

(grupo 1A). Sin embargo, los compuestos metálicos de níquel no han mostrado 

evidencias suficientes de cáncer en humanos, por lo cual han sido clasificados 

en el grupo 2B como posibles carcinógenos (Boffeta, 1993). 

En el presente estudio hemos observado que el níquel no ha mostrado 

tener una actividad mutagénica y recombinogénica detectable en el ensayo 

SMART en alas. Posibles explicaciones a los resultados negativos hallados 

podrían estar relacionadas con el tipo de compuesto evaluado o con el blanco 

genético utilizado. 

El níquel es un metal pesado que, aunque presenta actividad 

carcinogénica en humanos y en experimentos con animales, su potencial 

mutagénico es débil (Kasprzak et al., 2003). El hecho de que los compuestos 

de níquel pueden aumentar la genotoxicidad en combinación con otros agentes 

que dañan el DNA hace suponer una acción indirecta de los compuestos de 

níquel en los procesos genotóxicos y/o cancerígenos. De esta manera, y 
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aunque los mecanismos de acción genotóxica del níquel no están 

completamente aclarados, los datos existentes parecen indicar que la inhibición 

de diferentes procesos de reparación del DNA podrían ser un mecanismo 

importante a la hora de explicar la genotoxicidad y carcinogenicidad del níquel 

(Hartwig y Schwerdtle, 2002).  

En general, la información disponible sobre los efectos mutagénicos del 

níquel en Drosophila es escasa y se limita a datos basados mayoritariamente 

en estudios realizados a nivel somático. Por un lado, en el ensayo SMART en 

ojos de Drosophila (sistema UZ), los compuestos solubles de níquel no 

mostraron una actividad mutagénica (Rasmuson, 1985). Sin embargo, el níquel 

presentó una actividad genotóxica débil en el ensayo SMART en alas, aunque 

tan sólo a concentraciones altas y con compuestos de níquel que son poco 

solubles en agua (Ogawa et al., 1994; Yesilada, 2001; Chiu et al., 2004). Por 

otro lado, las escasas aproximaciones utilizando ensayos con células 

germinales indican que el sulfato de níquel, un compuesto poco soluble, puede 

ser un genotóxico débil en los ensayos SLRLT y de aneuploidía (Rodríguez-

Arnaiz y Ramos, 1986). No existe información previa sobre la interacción del 

níquel con otros agentes mutagénicos en D. melanogaster, lo cual impide saber 

si el níquel puede ser comutágeno, o producir otros efectos en el DNA; por lo 

tanto, son necesarios nuevos estudios que involucren tratamientos combinados 

del níquel en un mismo diseño experimental a la hora de establecer efectos 

moduladores de la genotoxicidad del níquel en Drosophila. 

Los resultados débiles e inconcluyentes obtenidos en la determinación 

de la genotoxicidad del níquel en D. melanogaster podrían estar relacionados 

con el tipo de compuesto, el sistema de ensayo y el tipo celular utilizado; sin 

embargo, hay que señalar que los resultados obtenidos por diferentes autores 

muestran que el níquel presenta una actividad genotóxica débil o una falta de 

genotoxicidad. Por lo tanto, con genotóxicos muy débiles es normal encontrar 

ya sea resultados ligeramente positivos como negativos, independientemente 

del ensayo utilizado y/o del blanco genético seleccionado. 
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5.2. Interacción de los metales pesados con la radiación-γ 

El desarrollo de los ensayos SMART ha proporcionado técnicas sensibles, 

económicas y rápidas para la investigación de las propiedades mutagénicas y 

recombinogénicas de una gran variedad de compuestos químicos. En este 

sentido, cabe destacar la eficacia de los tratamientos combinados con agentes 

químicos y físicos a fin de estudiar propiedades antimutagénicas y otros efectos 

moduladores. Este tipo de estudios son muy importantes en la evaluación de 

las propiedades genotóxicas de los metales, ya que se estima que muchos de 

ellos pueden interferir con los mecanismos de reparación, modulando los 

efectos de otros agentes de probada actividad genotóxica. 

Así, los estudios de interacción tienen como objetivo conocer si un 

determinado compuesto muestra algún tipo de interacción en tratamientos 

combinados con un mutágeno conocido (p. ej. EMS o radiación-γ). Por tanto, si 

un compuesto tiene la capacidad de aumentar significativamente los efectos 

mutagénicos del mutágeno estándar, se le puede clasificar como comutagénico 

o con efecto sinérgico; en cambio, si este compuesto muestra una reducción de 

los efectos mutagénicos, quiere decir que es un compuesto antimutagénico o 

de comportamiento antagónico. Finalmente, si un agente no es capaz de alterar 

estos efectos, tiene un comportamiento aditivo; es decir, no interfiere con 

ninguno de los mecanismos por los cuales el genotóxico estándar utilizado 

ejerce su acción genotóxica. 

En general, los estudios de interacción llevados a cabo son escasos, 

debido quizás a la dificultad que conlleva realizarlos y/o a la falta de ensayos 

adecuados que permitan este tipo de evaluaciones. Sin embargo, en los 

últimos años ha habido un creciente interés por estos estudios, sobre todo por 

el hecho de que se pueden conocer posibles alteraciones en los mecanismos 

de reparación y/o determinar el efecto protector de algunos compuestos 

químicos sobre el DNA. 

Como ya se ha mencionado anteriormente, los metales pesados pueden 

inducir daño en el DNA por diferentes mecanismos indirectos. Entre ellos, los 

que han tomado más fuerza a la hora de explicar la genotoxicidad de los 
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metales son los que conducen a la generación de EROs, que pueden producir 

daño oxidativo en el DNA y la inhibición de la mayoría de los sistemas de 

reparación como resultado de la inestabilidad genómica y la acumulación de 

mutaciones críticas. Este último mecanismo de acción puede ser una vía 

exclusiva por la cual algunos metales con efecto mutagénico débil (p. ej. Pb y 

Ni) puedan causar efectos nocivos en el material genético. 

Es por estas razones que en el presente estudio nos hemos centrado en 

conocer las posibles interacciones de los metales Hg, Pb y Ni con la radiación-γ 

para obtener información sobre posibles efectos moduladores de estos metales 

en la reparación del DNA en Drosophila. Se ha escogido la radiación-γ en lugar 

de compuestos químicos para evitar interferencias desconocidas entre estos, lo 

que podría dificultar la interpretación de los resultados. Así, la radiación sería 

un agente genotóxico “limpio” en el sentido de que el agente como tal 

desaparecería tras la irradiación, permaneciendo sólo sus efectos genotóxicos. 

De esta manera, cualquier alteración en los efectos causados por el 

cotratamiento, indicaría que éste afecta directamente sobre el daño inducido o 

los mecanismos celulares necesarios para procesar dicho daño. 

 

5.2.1. Mercurio vs radiación-γ 

En primer lugar hay que destacar que los compuestos de mercurio ensayados 

han resultado ser negativos en cuanto a su actividad genotóxica en el ensayo 

SMART en alas de D. melanogaster. La información sobre los efectos 

genotóxicos a nivel somático y germinal del mercurio en Drosophila muestra 

resultados diversos y difíciles de interpretar, lo cual sugiere que la 

genotoxicidad del mercurio depende del tipo de compuesto utilizado, del tipo 

celular y del ensayo empleado. Además, los resultados obtenidos previamente 

por Rasmuson (1985) en el ensayo SMART en ojos y Yesilada (2001) en el 

ensayo SMART en alas, están de acuerdo con los resultados obtenidos en el 

presente estudio. 

Los efectos moduladores del mercurio se han estudiado en diferentes 

organismos y empleando diversos sistemas de ensayo, tanto in vitro como in 
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vivo. Estos estudios han puesto de manifiesto diferentes efectos; sin embargo, 

una evaluación general de los resultados obtenidos indica que los compuestos 

de mercurio presentan una actividad comutagénica débil en comparación con 

otros metales pesados (Hartwig, 1994). Así, en sistemas de ensayos que 

utilizan bacterias, el mercurio inorgánico no mostró efectos comutagénicos en 

tratamientos combinados con la radiación UV (Rossman y Molina, 1986). En 

estudios realizados con células de mamíferos en cultivo se han encontrado 

resultados ambiguos. Así, por un lado, el mercurio orgánico puede aumentar la 

frecuencia de aberraciones cromosómicas inducidas por la 4-NQO y el MMS, 

mientras que el mercurio inorgánico no mostró una interacción significativa con 

estos compuestos (Yamada et al., 1993). Por otro lado, el mercurio inorgánico 

no indujo un aumento de roturas en el DNA en tratamientos combinados con 

radiación ionizante (rayos X) en cultivos de células de mamífero (Burkart y 

Ogorek, 1986). Además, estudios in vivo realizados en roedores no mostraron 

efectos sinérgicos entre la combinación del mercurio inorgánico y el EMS, ni en 

células somáticas ni en germinales (Poma et al., 1984). Así pues, los 

resultados existentes en la literatura sobre el papel comutagénico del mercurio 

son variables, en función del tipo del compuesto y del agente genotóxico 

analizado en los cotratamientos, así como en función del sistema de ensayo y 

del organismo utilizado. 

En el presente trabajo, los resultados obtenidos sobre la interacción del 

mercurio con la radiación-γ indican que, dentro del total de concentraciones 

aplicadas, ninguno de los compuestos de mercurio aumentó la genotoxicidad 

inducida por la radiación-γ. Resultados similares se han encontrado en el 

ensayo SMART en ojos de Drosophila (Rasmuson, 1985), donde el mercurio 

orgánico no mostró efectos comutagénicos en tratamientos combinados con 

radiación ionizante (rayos X). Sin embargo, cuando este mismo compuesto se 

combinó con el MMS, el mercurio incrementó la formación de clones mutantes 

en ojos de Drosophila, sugiriendo que la interacción del mercurio podría 

depender del agente mutagénico utilizado en los estudios de interacción.  

De todos los datos obtenidos se desprende que los mecanismos de 

genotoxicidad del mercurio son complejos y la información disponible dificulta el 

poder llegar a conclusiones definitivas, por lo que se necesitan estudios más 
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profundos para entender el papel que tiene el mercurio en los procesos 

genotóxicos. Sin embargo, hay que enfatizar la elevada toxicidad mostrada por 

el mercurio en Drosophila, lo que dificulta detectar, si los hubiera, posibles 

efectos mutagénicos o comutagénicos. 

 

5.2.2. Plomo vs radiación-γ 

La genotoxicidad del plomo, como sucede con otros metales, se ha asociado 

principalmente a mecanismos indirectos, como son la inducción de daño 

oxidativo a través de la generación de EROs y la interacción con procesos de 

reparación del DNA (Hartwig, 1995). La posible interferencia con los 

mecanismos de reparación es una propuesta que está ganando adeptos, 

debido a que el plomo es un mutágeno débil, pero en estudios in vitro ha 

demostrado que puede interferir en los procesos de reparación del DNA y 

puede actuar sinérgicamente con otros mutágenos (Steenland y Boffeta, 2000). 

Sin embargo, la inducción de daño oxidativo en el DNA por el plomo es un 

tema discutido, debido a que tiene lugar con compuestos de plomo más 

insolubles y con exposiciones que incluyen concentraciones más elevadas y 

citotóxicas. 

En general, existen pocos datos disponibles acerca de los efectos del 

plomo sobre la inhibición de la reparación del DNA, y la mayoría de ellos se 

centran en resultados obtenidos en estudios in vitro con células de mamífero. 

Aunque no existe información previa sobre los posibles efectos moduladores 

del plomo en sistemas de ensayos en bacterias, los compuestos de plomo 

muestran un incremento de los efectos genotóxicos de la radiación UV y de los 

agentes alquilantes en células de mamífero, sugiriendo que la interferencia con 

los sistemas de reparación parece ser la causa más probable (Hartwig et al., 

1990; Roy y Rossman, 1992). Sin embargo, algunos estudios realizados in vivo 

muestran que pueden haber efectos aditivos cuando existe una coexposición 

del plomo con el humo de tabaco (Rajah y Ahuja, 1995) y con la radiación 

ionizante (Restrepo et al., 2000). No obstante, hay que recordar que existen 

distintos mecanismos involucrados en la reparación del DNA y que estos se 

pueden activar en función del daño producido. Así, no debería resultar extraño 
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encontrar efectos sinérgicos frente a la acción de determinadas genotoxinas y 

aditivos. Esto podría aportar información acerca de la ruta de reparación sobre 

la que actúa el compuesto seleccionado, en este caso el plomo. 

Se debe señalar que los compuestos de plomo evaluados en este 

estudio no han presentado una actividad genotóxica detectable en el ensayo in 

vivo SMART en alas de D. melanogaster, lo cual va de acuerdo con los 

resultados observados previamente por diferentes autores en D. melanogaster 

tanto a nivel germinal (Ramel y Magnusson, 1979) como a nivel somático 

(Rasmuson, 1985; Yesilada, 2001). 

En nuestro estudio de interacción entre el plomo y la radiación-γ, 

observamos que ninguno de los dos compuestos de plomo analizados 

incrementa los efectos genotóxicos de la radiación-γ, indicando que el plomo 

tiene un claro efecto aditivo. A pesar de que no existen aproximaciones sobre 

la interacción del plomo con agentes mutagénicos en Drosophila, lo cual nos 

impide hacer posibles comparaciones, estudios in vivo previos realizados con 

linfocitos humanos expuestos simultáneamente al plomo y al humo de tabaco 

muestran que este metal no incrementa la frecuencia de intercambios entre 

cromátidas hermanas (Rajah y Ahuja, 1995). Además, Restrepo et al. (2000) 

también obtuvieron resultados similares cuando observaron que no había 

diferencias significativas entre las roturas de cadena simple causadas por una 

exposición al plomo y las roturas generadas después de una irradiación de las 

mismas células con radiación ionizante (rayos X). Esto sugiere que, en estudios 

in vivo, el plomo no muestra un comportamiento sinérgico con otros agentes 

mutagénicos, en comparación a los estudios in vitro, lo cual parecería indicar 

que el plomo no interfiere en la reparación del DNA. Posibles explicaciones a 

estas diferencias son difíciles de establecer dada la poca información existente 

sobre los efectos moduladores del plomo en sistemas de ensayos in vivo. Sin 

embargo, estos resultados abren la posibilidad de que otros mecanismos, fuera 

de la interferencia con los mecanismos de reparación, puedan estar 

involucrados en la genotoxicidad del plomo. Se necesita llevar a cabo nuevos 

estudios que involucren otros ensayos in vivo para dilucidar el papel que juega 

el plomo en la reparación del DNA. 
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5.2.3. Níquel vs radiación-γ 

A diferencia de lo que sucede con los otros dos metales evaluados, la actividad 

comutagénica del níquel ha sido ampliamente estudiada en diferentes sistemas 

de ensayo in vivo e in vitro; sin embargo, de los resultados se desprende la 

existencia de claros efectos comutagénicos del níquel en sistemas in vivo. Es 

en este contexto que el presente estudio se diseñó para poder clasificar los 

efectos del níquel sobre la genotoxicidad de la radiación-γ, y en nuestro caso 

utilizamos el ensayo in vivo SMART de alas de Drosophila. 

En estudios in vitro, el níquel ha mostrado poseer un claro efecto 

comutágenico, interfiriendo con varias vías de reparación del DNA. Así, los 

iones de níquel pueden aumentar la genotoxicidad producida por el MMS, la 

radiación UV y otros agentes genotóxicos (Hartwig, 1995), como se ha 

demostrado en bacterias donde los compuestos de níquel pueden aumentar la 

frecuencia de mutaciones puntuales en combinación con la radiación UV 

(Rossman, 1981). Efectos similares se han encontrado en células de mamífero 

donde el níquel puede provocar el aumento de mutaciones y de intercambios 

entre cromátidas hermanas, cuando se combina con el benzo[α]pireno, la 

radiación UV y la radiación-γ (Rivedal y Sanner, 1980; Lee-Chen et al., 1993; 

Takahashi et al., 2000). Por otro lado, también se han documentado efectos 

comutagénicos del níquel, a concentraciones no citotóxicas, en linfocitos 

humanos coexpuestos in vitro a la radiación UV y al compuesto alquilante 

MNNG (Wozniak y Blasiak, 2004). 

En resumen, la interferencia de los mecanismos de reparación del DNA 

por el níquel parece estar bien documentada y puede ser un buen argumento 

para explicar el aumento de los efectos mutagénicos observados en 

combinación con otros agentes que dañan el DNA (Hartwig et al., 1994a; 

Hartmann y Hartwig, 1998; Iwitzki et al., 1998). 

A pesar de que los mecanismos precisos por los cuales el níquel puede 

inhibir la reparación del DNA no están claros, algunos datos sugieren que, en 

general, los procesos de reparación por escisión se ven afectados (Hartwig, 

1994). El hecho de que tanto el aumento del daño genético como la inhibición 
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de la reparación ocurra a concentraciones no citotóxicas indica su posible 

relevancia en la genotoxicidad de los compuestos de níquel (Hartwig, 1995). 

En nuestro estudio, los resultados obtenidos indican que los compuestos 

de níquel modifican significativamente los efectos genotóxicos producidos por 

la radiación-γ, lo que avalaría lo antes indicado. Por un lado, el cotratamiento 

con NiCl2 muestra un claro incremento dosis-respuesta de la frecuencia de 

todas las categorías de sectores mutantes. Por otro lado, el NiSO4 también 

induce un incremento significativo de la frecuencia de los tres tipos de clones 

mutantes bajo las tres concentraciones aplicadas. Así, los resultados obtenidos 

muestran que tanto el NiCl2 como el NiSO4 presentan un comportamiento de 

tipo sinérgico en tratamientos combinados con la radiación-γ. 

A pesar de que no existe información sobre la interacción del níquel con 

agentes mutagénicos en Drosophila, lo que nos impide hacer posibles 

comparaciones, estudios realizados con células de hámster chino muestran 

que el níquel inhibe la reparación de las roturas de doble cadena de DNA 

causadas por la radiación-γ (Takahashi et al., 2000). Por lo tanto, la acción 

sinérgica de los compuestos de níquel observada en nuestro estudio puede 

estar relacionada con la capacidad de este metal de inhibir los procesos de 

reparación de las dobles roturas del DNA causadas por la radiación-γ en 

Drosophila. 
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5.3. Ensayo del cometa en hemocitos de Drosophila 

Uno de los aspectos más relevantes de nuestro trabajo ha sido el diseñar y 

poner a punto el ensayo del cometa en Drosophila con un tipo celular no 

utilizado hasta ahora, como lo son los hemocitos. 

Como ya se ha comentado, el ensayo del cometa es una de las técnicas 

más sensibles, rápidas y económicas para la evaluación genotóxica, que 

permite la evaluación tanto cuantitativa como cualitativa del daño en el DNA, en 

cualquier tipo de célula eucariota. Estas características han conducido a que 

esta técnica sea una de las más populares para la evaluación genotóxica, 

aplicándose en diferentes áreas como, por ejemplo, toxicología genética, 

monitorización ambiental y biomonitorización de poblaciones humanas 

expuestas accidental, laboral o clínicamente. A pesar de esta creciente 

expansión del ensayo del cometa, su aplicación en Drosophila ha sido más 

bien modesta, lo que plantea el reto de su optimización con un protocolo fácil 

que permita extender su uso. 

Una de las ventajas del ensayo del cometa para los estudios de 

genotoxicidad in vivo es la posibilidad de emplear cualquier tipo de tejido como 

material de análisis, lo que ha hecho que este ensayo sea versátil y pueda ser 

adaptado y aplicado a diferentes organismos modelo, incluyendo levaduras, 

moluscos y anélidos, entre otros. Aunque teóricamente cualquier tipo de célula 

puede ser utilizado, parece obvio que aquellas que supongan un protocolo más 

simple constituyan la primera opción a la hora de realizar este ensayo. Sin 

embargo, la sencillez no debiera ser único requisito, ya que su relevancia en 

toxicología genética, debería ser el factor selectivo al escoger uno u otro tipo 

celular. Así, aquellas células/tejidos que supongan una mayor exposición 

deberían ser las utilizadas en estudios de genotoxicidad. 

Recientemente, el ensayo de cometa ha sido adaptado y aplicado en D. 

melanogaster para la evaluación de diferentes compuestos químicos y 

contaminantes ambientales (Mukhopadhyay et al., 2004; Siddique et al., 2005a; 

b; 2008). Estos estudios, que utilizan como blanco células de ganglios 

cerebrales e intestinales, han demostrado que Drosophila es un modelo 
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adecuado para la evaluación genotóxica in vivo utilizando esta técnica. 

Además, este ensayo ofrece la posibilidad de detectar mecanismos de 

mutagénesis, relacionados con efectos en la reparación del DNA en D. 

melanogaster como se ha observado frente a la exposición con MMS, EMS y 

ENU utilizando neuroblastos (Bilbao et al., 2002). 

Dado que en los estudios in vivo que utilizan mamíferos o humanos los 

linfocitos de sangre periférica constituyen el material generalmente utilizado, 

parece lógico plantearse utilizar un sistema equivalente en Drosophila. Aunque 

en invertebrados no existe un sistema circulatorio similar al de los mamíferos, y 

la circulación es abierta, sí que existe un sistema celular equivalente al de los 

linfocitos en mamíferos: los hemocitos presentes en la hemolinfa. 

 

5.3.1. Puesta a punto del ensayo del cometa en hemocitos de 

Drosophila 

La hemolinfa de los invertebrados ha sido considerada como uno de los tejidos 

más apropiados para la evaluación de genotoxicidad de diferentes compuestos 

químicos y contaminantes ambientales, debido a su papel fisiológico en el 

transporte de sustancias tóxicas y en los mecanismos de defensa, estando 

expuesta directamente a los distintos agentes químicos (Mersch et al., 1996; 

Rigonato et al., 2005; Villela et al., 2006, 2007). Además, ha demostrado ser un 

tejido muy sensible al daño producido por diferentes agentes, tales como el 

MMS y el H2O2 (Rigonato et al., 2005; Cheung et al., 2006) y a contaminantes 

ambientales como el sulfato de cobre y el pentaclorofenol (Villela et al., 2006). 

En comparación a otros tejidos de invertebrados (e.g. branquias) la hemolinfa 

es mejor a la hora de realizar estudios in vivo con el ensayo del cometa, ya que 

es mucho más fácil de extraer, manipular y obtener células aisladas (Rank y 

Jensen, 2003). 

Recientemente, el ensayo del cometa in vivo se ha desarrollado y 

aplicado en diversas células somáticas de Drosophila. Sin embargo, en estos 

estudios el ensayo del cometa se ha aplicado sólo a algunos tejidos del sistema 

nervioso y del intestino, mientras que las células sanguíneas o hemocitos de 
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Drosophila no han sido objeto de estudio con este sistema de ensayo, lo que 

da una especial relevancia a nuestro estudio. 

El desarrollo del ensayo del cometa utilizando un nuevo sistema celular 

requiere: a) una fácil obtención y en cantidades suficientes de las células 

deseadas, b) unos valores basales de daño genético similares a los 

observados en otros sistemas celulares, y c) una demostración de que estas 

células son sensibles a la acción genotóxica de mutágenos estándar. Estos tres 

aspectos los cumple satisfactoriamente el protocolo desarrollado con 

hemocitos. 

Respecto al primer punto, tanto el número de células obtenido como su 

calidad son más que suficientes para llevar a cabo los estudios con el ensayo 

del cometa. En este punto, hay que resaltar que al estar los hemocitos en 

suspensión, no requieren ninguna manipulación agresiva para su obtención. El 

procedimiento para disgregar un tejido puede dañar el DNA, lo que se 

manifestaría en unos niveles basales de daño elevados, resultado de la 

manipulación. Esto no sucede con nuestra propuesta de protocolo, por lo que 

los niveles observados de daño son bastante bajos. Por lo que respecta al 

tercer aspecto, a continuación se discuten los resultados obtenidos en el 

estudio piloto. 

El estudio piloto para conocer la sensibilidad de los hemocitos consistió 

en la primera evaluación de los efectos genotóxicos del EMS, PDC y la 

radiación-γ. Los tratamientos realizados por 24 ± 2 horas a las larvas de tercer 

estadio, con dosis mutagénicas de EMS, PDC y radiación-γ, claramente 

indujeron daño en el DNA de los hemocitos; además, los análisis sugieren que 

los hemocitos muestran un evidente efecto dosis-respuesta entre el incremento 

de las dosis de los tres agentes mutagénicos aplicados y el incremento de 

lesiones en el DNA medidos con el % de DNA en la cola, demostrando que D. 

melanogaster es un buen bioindicador de exposición a agentes genotóxicos por 

medio de este tipo de células y ensayo. 

A pesar de que las células del intestino (otro tipo de células propuesto) 

son el objetivo primario de los genotóxicos cuando son administrados a los 

organismos a través de la comida por vía oral, los hemocitos que circulan por la 

hemolinfa también pueden ser afectados, debido a que estas sustancias 

tóxicas ingresan y son transportadas a través de este líquido circulatorio en el 
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organismo (Mersch et al., 1996). Así, y junto a las facilidades que ofrece 

trabajar con este tipo de tejido, consideramos que los hemocitos constituyen 

una buena alternativa para la evaluación del potencial genotóxico de los 

agentes seleccionados en el presente estudio. 

Las razones por las cuales fueron seleccionados el EMS, el PDC y la 

radiación-γ radican en que son agentes con efectos mutagénicos bien 

demostrados, los cuales pueden causar diferentes tipos de daño en el DNA y 

sus mecanismos de acción están bien establecidos. Además, estos agentes 

pueden causar efectos genotóxicos en diferentes tejidos de Drosophila. El EMS 

es un agente alquilante que puede causar diferentes tipos de lesiones en el 

DNA, provocando distintos tipos de daños a nivel cromosómico, tales como 

aberraciones cromosómicas, clastogénesis y aneuploidía. El PDC es un metal 

que ha mostrado efectos genotóxicos a través de la producción de EROs y la 

inhibición de mecanismos de reparación; y, finalmente, la radiación-γ es un 

agente físico que puede producir roturas de simple y doble cadena, los que 

pueden conducir a aberraciones cromosómicas. Por lo tanto, al seleccionar tres 

agentes con modos de acción bien diferenciados, nos aseguramos de que el 

ensayo propuesto no es específico de un único tipo de lesión genotóxica, sino 

que sea capaz de detectar un amplio abanico de daños en el DNA. 

En el presente estudio, las dosis de los tres agentes mutagénicos fueron 

seleccionadas debido a que mostraron efectos genotóxicos claros bajo 

condiciones de reparación normales (cepa Oregon R) y sin mostrar efectos 

tóxicos importantes. Como se ha indicado, los mutágenos evaluados son 

diferentes desde el punto de vista de su naturaleza (física y química) y 

propiedades genotóxicas; no obstante, los resultados indican que el EMS y la 

radiación-γ presentan una buena correlación entre las dosis aplicadas y el daño 

genético producido, sugiriendo que estos agentes podrían ser mutágenos más 

efectivos para ser considerados como controles positivos cuando se lleva a 

cabo el ensayo del cometa en hemocitos de Drosophila. 

En general, los resultados obtenidos con el ensayo del cometa estan de 

acuerdo con lo encontrado por otros autores en Drosophila, en donde 

diferentes sistemas de ensayos y tejidos muestran un daño genético claro con 

estos tres tipos de agentes (de la Rosa et al., 1994; Bilbao et al., 2002; 
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Siddique et al., 2005a), lo que demuestra la amplia sensibilidad del ensayo 

propuesto. 

Finalmente, y como conclusión general, podemos decir que los 

resultados del estudio piloto claramente demuestran que el ensayo del cometa 

in vivo en hemocitos de D. melanogaster es adecuado para detectar efectos 

mutagénicos de agentes químicos y físicos, sugiriendo al mismo tiempo que 

esta técnica puede ser utilizada para evaluar otros tipos de agentes 

genotóxicos. 

 

5.3.2. Genotoxicidad de los metales pesados con el ensayo del 

cometa en hemocitos de Drosophila 

Como ya se ha comentado varias veces, los metales pesados han mostrado 

diversos efectos y los resultados obtenidos en la mayoría de los ensayos de 

genotoxicidad son ambiguos. Estas razones podrían estar relacionadas con 

problemas de solubilidad, toxicidad e interferencias químicas de los metales 

evaluados, pero también podrían estar asociadas con que muchas veces no se 

utilizan los ensayos mutagénicos adecuados. De esta manera, a la hora de 

establecer y conocer los efectos de los metales o metaloides sobre el material 

genético se deberían utilizar ensayos sensibles, específicos y capaces de 

detectar un amplio rango de mutaciones.  

Como se ha mencionado anteriormente, el ensayo del cometa es una 

técnica muy versátil y muy sensible, ya que permite evaluar el daño genético 

primario de forma rápida, sencilla y en cualquier tipo de célula eucariota con un 

número reducido de células. Estas características, además de su alta 

sensibilidad han llevado a que este ensayo sea ampliamente utilizado en 

estudios in vivo e in vitro, con diferentes tipos de organismos y tejidos (Tice et 

al., 2000). 

Por lo que respecta a la evaluación genotóxica in vivo de muchos 

metales pesados, el ensayo del cometa ha sido muy utilizado, demostrando ser 

un método sensible y rápido para detectar el daño genético en diferentes 
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organismos modelo (Devi et al., 2001, 2003, 2004; Guecheva et al., 2001; 

Gichner et al., 2006; Reinecke y Reinecke, 2004). 

Los protocolos hasta ahora descritos sobre el uso del ensayo del cometa 

en Drosophila, con neuroblastos o células del tubo digestivo, se han aplicado 

con pocos compuestos, no estando los metales representados en estos 

estudios hasta ahora. 

Así, y vista la eficacia del ensayo del cometa con hemocitos de 

Drosophila para detectar genotóxicos, tanto químicos como físicos, en el 

presente apartado queremos establecer si este ensayo presenta una mayor 

sensibilidad en comparación a la mostrada por el ensayo SMART de alas, 

evaluando los diferentes metales pesados seleccionados. 

 

5.3.2.1. Compuestos de mercurio 

En el presente trabajo, los tratamientos realizados con diferentes 

concentraciones de mercurio inorgánico no indujeron efectos genotóxicos in 

vivo en hemocitos de las larvas de Drosophila evaluados con el ensayo del 

cometa. Sin embargo, los resultados obtenidos con el mercurio orgánico 

indican que este compuesto induce efectos genotóxicos en hemocitos de 

Drosophila bajo la mayor concentración evaluada. 

Cabe señalar que a pesar de que existe abundante información sobre la 

genotoxicidad de los compuestos de mercurio en diferentes sistemas de 

ensayos y en diferentes organismos modelo la información disponible en la 

literatura es poca, compleja y por lo tanto difícil de interpretar.  

Los compuestos de mercurio por lo general no producen mutaciones 

puntuales en bacterias, pero pueden producir efectos clastogénicos en ciertos 

sistemas eucariotas. Los estudios citogenéticos llevados a cabo con personas 

expuestas al mercurio muestran resultados ambiguos y difíciles de interpretar. 

El daño más típico causado por el mercurio es la alteración de los mecanismos 

del huso mitótico, debido a su alta afinidad por lo grupos sulfhidrilo presentes 

en las proteínas del huso mitótico. No obstante, la genotoxicidad de los 
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compuestos inorgánicos podría estar relacionada más bien con la generación 

de EROs y la reducción de glutation en las células de los mamíferos. 

El ensayo del cometa ha sido poco aplicado en el estudio de la actividad 

genotóxica del mercurio. Sin embargo, la información disponible pone de 

manifiesto que esta técnica es adecuada a la hora de detectar el daño genético 

producido por este tipo de metal. Así, el ensayo del cometa parece tener una 

alta sensibilidad al detectar daño genético producido por el cloruro de mercurio 

y del metilmercurio en linfocitos humanos in vitro a bajas concentraciones 

(Silva-Pereira et al., 2005). Además, este ensayo es capaz de detectar las 

deficiencias en la reparación del DNA en células sanguíneas de trabajadores 

expuestos a vapores de mercurio (Cebulska-Wasilewska et al., 2005). Así, 

parece ser que este ensayo muestra una amplia sensibilidad y es capaz de 

detectar un amplio rango de daños en el DNA causados por el mercurio, tanto 

en estudios in vitro como in vivo. 

En nuestro estudio, nos hemos visto en la obligación de utilizar 

concentraciones muy bajas de ambos compuestos de mercurio (µM), debido a 

que estos compuestos fueron altamente tóxicos para las larvas de Drosophila. 

Sin embargo, esta cuestión no fue impedimento para detectar el daño genético 

inducido por concentraciones bajas de metilmercurio en hemocitos de la mosca 

de la fruta, lo cual confirma la sensibilidad del ensayo del cometa para detectar 

daño primario. Hay que destacar que de los distintos compuestos de mercurio, 

es el metilmercurio el más peligroso desde el punto de vista tóxico y 

genotóxico, lo que da una especial relevancia a los resultados encontrados 

mediante la utilización del ensayo del cometa. 

Por lo tanto, podemos concluir que el ensayo propuesto es mucho más 

sensible que el ensayo SMART de alas y, gracias a esta mayor sensibilidad, 

hemos podido identificar la existencia de efectos genotóxicos tras la exposición 

in vivo al metilmercurio. 
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5.3.2.2. Compuestos de plomo 

Los compuestos de plomo evaluados en este trabajo mostraron respuestas 

genotóxicas diferentes con el ensayo del cometa en hemocitos de D. 

melanogaster. Así, mientras el cloruro de plomo muestra resultados negativos 

para todas las concentraciones ensayadas, el nitrato de plomo muestra 

resultados positivos para todas las concentraciones utilizadas. Esto nos indica 

un riesgo genotóxico diferencial, en función de la formulación química 

evaluada. 

La genotoxicidad del plomo es motivo de abierta discusión, ya que los 

resultados obtenidos hasta ahora son muy variables y no permiten llegar a una 

conclusión definitiva. Así, aunque en la mayoría de los ensayos de 

genotoxicidad el plomo muestra una respuesta negativa (Winder y Bonin, 1993, 

Hartwig, 1994), el acetato de plomo puede inducir efectos mutagénicos en 

células en cultivo, pero sólo a altas concentraciones, consideradas citotóxicas 

(Roy y Rossman, 1992). Por otro lado el plomo, al igual que otros metales 

pesados, puede ser clastogénico en estudios in vivo e in vitro, ya que en 

células expuestas en cultivo puede inducir aberraciones cromosómicas, 

micronúcleos e intercambios entre cromátidas hermanas. Además, estas 

evidencias de alteraciones cromosómicas también se han detectado en 

personas expuestas laboralmente al plomo (Rajah y Ahuja, 1995; Duydu et al., 

2001; Vaglenov et al., 2001; Wu et al., 2002; Palus et al., 2003). 

Los resultados obtenidos con el ensayo de cometa en hemocitos, donde 

el cloruro de plomo resultó negativo y el nitrato de plomo mostró una clara 

respuesta genotóxica, confirmarían que la genotoxicidad del plomo en 

Drosophila depende del compuesto seleccionado, indicando que es en la forma 

de nitrato de plomo cuando se presenta como un claro agente genotóxico. 

De acuerdo con la revisión de la literatura disponible, se puede observar 

que la genotoxicidad del plomo al menos parece ser clara en ensayos in vitro 

en células mamíferos, pero en estudios in vivo los resultados son variables y no 

han permitido obtener conclusiones finales sobre su potencialidad genotóxica. 

En este contexto, nuestros resultados vendrían a confirmar el riesgo genotóxico 

que puede suponer la exposición in vivo a algunas formas químicas de este 
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metal, lo que confirmaría los resultados positivos observados en los estudios de 

biomonitorización de poblaciones humanas expuestas laboralmente al plomo. 

 

5.3.2.3. Compuestos de níquel 

El níquel es un reconocido carcinógeno en humanos y en animales de 

experimentación; sin embargo, su potencial mutagénico en células y tejidos es 

considerado bajo y restringido a compuestos de níquel que son insolubles en 

agua (Hartwig, 1995; Kasprzak et al., 2003). No obstante, numerosos estudios 

muestran que el níquel puede actuar como un potente comutágeno en 

combinación con otros agentes que dañan el DNA, incluyendo la radiación UV, 

la radiación ionizante, agentes alquilantes y benzo[α]pireno (Hartwig, 1995). Lo 

anterior sugiere que el níquel puede tener un papel importante en la alteración 

de la reparación del DNA, lo que se ha demostrado en los trabajos previos de 

interacción con el ensayo SMART de alas, donde el níquel muestra una acción 

sinérgica en combinación con la radiación-γ. 

Existen diferentes trabajos que han evaluado los compuestos de níquel 

empleando el ensayo del cometa, y estos han sido llevados a cabo en 

diferentes tipos de células humanas, tanto in vitro (Pool-Zobel et al., 1994; 

Zhuang et al., 1996) como in vivo (Faccioni et al., 2003; Danadevi et al., 2004). 

Además, el ensayo del cometa también se ha aplicado para evaluar los efectos 

genotóxicos in vivo de la exposición al níquel en celomocitos de lombrices de 

tierra (Reinecke y Reinecke, 2004) y en leucocitos de ratones (Devi et al., 

2004). En general, estos estudios indican que el ensayo del cometa es una 

herramienta adecuada, sensible y rápida para detectar los efectos genotóxicos 

de diferentes compuestos níquel. 

Los resultados obtenidos en nuestro estudio indican que, aunque los 

tratamientos realizados con NiCl2 no indujeron incrementos significativos en el 

daño genético en hemocitos, los resultados encontrados con el NiCl2 

claramente mostraron que este compuesto de níquel es capaz de inducir 

incrementos significativos del daño genético en todas las concentraciones 

evaluadas, con una clara relación dosis-respuesta. 
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Estos resultados mejoran a los observados en el ensayo SMART de 

alas, donde no fue posible encontrar ninguna respuesta positiva y avala la 

bondad del ensayo propuesto como una herramienta eficaz en la detección de 

potenciales genotóxicos. 

Este estudio de evaluación genotóxica del níquel confirma lo expuesto 

en el apartado anterior de que el ensayo del cometa es más sensible que el 

ensayo SMART de alas, lo que nos ha permitido observar la genotoxicidad 

asociada al sulfato de níquel. A parte de la mayor sensibilidad del ensayo del 

cometa, este estudio nos demuestra una vez más que la genotoxicidad de los 

metales no depende de éstos, sino de la fórmula química en que se presentan, 

poniendo de manifiesto que, aunque el cloruro de níquel no es genotóxico, sí 

que lo es el sulfato de níquel. 
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6. CONCLUSIONES  

Del análisis y discusión de los resultados obtenidos en este trabajo de tesis 

doctoral, y en respuesta a los objetivos planteados, se pueden extraer las 

siguientes conclusiones: 

1. Los compuestos de mercurio, plomo y níquel evaluados no han 

mostrado una actividad mutagénica y recombinogénica detectable con el 

ensayo SMART en alas de D. melanogaster. 

 

2. Los estudios de interacción de los compuestos metálicos seleccionados 

frente al daño genotóxico inducido por la radiación-γ, indican que, 

aunque los compuestos de mercurio y de plomo no presentan efectos 

sinérgicos, los compuestos de níquel sí que los presentan, actuando 

como comutágenos. Esto apoyaría la propuesta de que el níquel 

interfiere con los mecanismos involucrados en la reparación del daño 

inducido por la radiación-γ. 

 

3. Los resultados obtenidos de la puesta a punto del ensayo del cometa in 

vivo en hemocitos de D. melanogaster con tres agentes mutagénicos de 

acción conocida (EMS, PDC y radiación-γ) han demostrado que este 

ensayo es adecuado para la evaluación genotóxica de agentes químicos 

y físicos.  

 

4. De la evaluación de los compuestos de mercurio, plomo y níquel 

estudiados, se desprende que tanto el metilmercurio, como el nitrato de 

plomo y el sulfato de níquel mostraron una actividad genotóxica en el 

ensayo cometa in vivo en hemocitos de D. melanogaster, indicando una 

mayor sensibilidad de este ensayo en comparación con el ensayo 

SMART de alas. 

 

5. Como conclusión final de este trabajo de tesis doctoral, se desprende 

que la genotoxicidad de los metales pesados evaluados en D. 

melanogaster podría se considerada débil y dependiente de su 

formulación química. 
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Abstract 

The aim of the present study was to develop for the first time the in vivo alkaline 

Comet assay on haemocytes of Drosophila melanogaster for genotoxicity 

testing. For this purpose, we analyzed the DNA damage induced by three well-

known mutagen agents: Ethyl methanesulfonate (EMS), Potassium dichromate 

chloride (PDC) and Gamma radiation (γ-irradiation). Drosophila larvae of third 

instar were exposed to different concentrations and doses of EMS (1, 2 and 4 

mM), PDC (0.5, 1 and 2.5 mM) and γ-irradiation (2, 4 and 8 Gγ). Afterwards, the 

haemolymph were extracted from the larvae and haemocytes were isolated for 

conducting the Comet assay. The results showed a significant dose-related 

increase in DNA damage in haemocytes of D. melanogaster with the three 

mutagens agents tested, indicating that EMS, PDC and γ-irradiation exhibit 

genotoxic activity in haemocytes of D. melanogaster. These results 

demonstrate that the in vivo Comet assay on haemocytes of D. melanogaster 

may be a useful assay for genotoxicity assessment. 

Keywords: Comet assay; Drosophila melanogaster; Genotoxicity; Haemocytes 
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1. Introduction 

The Comet assay, also known as Single cell gel electrophoresis assay (SCG), 

is a method that allows to measure both qualitative and quantitative DNA 

damage in individual eukaryotic cells (Tice et al., 2000). During the last decade 

the Comet assay has been one of the most popular and extensively employed 

techniques for genotoxicity studies in vivo, because this assay is a simple and 

versatile test system where eventually any kind of tissue/cells can be used and 

only a reduced number of cells is needed per sample in order to conduct one 

experiment (Brendler-Schwaab et al., 2005). In addition, this assay is highly 

sensitive, allowing the detection of low levels of DNA damage and several kinds 

of DNA damage, such as double- and single-strand DNA breaks, DNA cross-

links, alkali labile sites and delayed repair sites (Speit and Hartmann, 2005, 

2006). Thus, and given the previous advantages, this test system assay has 

been developed and performed in diverse organism models from bacteria to 

humans for assessing genotoxic potential of chemical compounds and physical 

agents, both in vitro and in vivo studies (Dhawan et al., 2009).  

Recently, the alkaline version of Comet assay has been adapted, validated and 

applied in the fruit fly Drosophila melanogaster for in vivo genotoxic testing of 

some chemical compounds and environmental pollutants (Mukhopadhyay et al., 

2004; Siddique et al., 2005a,b). These studies, which have employed mainly 

brain ganglia and mid gut cells as target tissue from third instar larvae, have 

demonstrated that Drosophila is a suitable model for in vivo genotoxicity 

evaluation with the Comet assay. Moreover, this assay offers the possibility to 

detect mutagenesis mechanisms related with the repair effects of DNA in 

Drosophila, as it has been observed after exposure with methyl 

methanesulphonate (MMS), ethyl methanesulphonate (EMS) and N-ethyl-N-

nitrosourea (ENU) compounds (Bilbao et al., 2002).   

Though in mammals and humans the in vivo studies commonly employ 

lymphocytes from peripheral blood as the main target cells for measuring DNA 

damage with the Comet assay, other analogous kinds of cells could be also 

used in invertebrates. As opposed to mammals, the circulatory system in 

invertebrates such as D. melanogaster is open; however, its cellular system is 
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similar to the lymphocytes of mammals in the haemocytes of the haemolymph 

(Meister, 2004). 

The haemocytes offer several advantages as target tissue for in vivo genotoxic 

testing, since this type of cells show high sensitivity, it requires a simple and no 

aggressive methodology to collect and obtain single cells suspension (Rank and 

Jensen, 2003; Rigonato et al., 2005), assuming reduced levels of basal DNA 

damage in cells (Hartmann et al. 2003). In addition, the haemocytes may be 

directly exposed with toxic substances from the haemolymph, thus, becoming a 

highly interesting target tissue to perform genotoxicity assessment (Mersch et 

al., 1996; Villela et al., 2006). Consequently, during the last years the 

haemocytes have been one of the most extensively employed cells for 

measuring DNA damage in studies related to genotoxic assessment and 

environmental monitoring using invertebrates (Bolognesi et al., 1999; Grazeffe 

et al., 2008; Pavlica et al., 2000; Rigonato et al., 2005; Villela et al., 2006). 

Though the DNA damage induced in blood cells from the haemolymph has 

been analyzed in different marine and terrestrial invertebrates, such as clams, 

mussels, oysters, sea urchins and earthworms (Dhawan et al., 2009), so far 

these tissues/cells in D. melanogaster have not received any attention.  

Therefore, in the present study, we developed for the first time the alkaline in 

vivo Comet test in haemocytes of D. melanogaster. For this purpose, we 

analyzed and evaluated the results obtained from DNA damage induced in 

haemocytes by treatments with three well-known mutagen agents: Ethyl 

methanesulfonate (EMS), Potassium dichromate (PDC), and gamma irradiation 

(γ-irradiation). 

 

2. Materials and methods 

2.1. Fly strain 

The wild-type strain of D. melanogaster (Oregon R+), efficient for all types of 

reparing was used. This strain was cultured in bottles with standard medium of 

Drosophila at a temperature of 25 ± 1ºC and at a relative humidity of ~ 60%. 

 

 



Anexos 

158 
 

2.2. Chemicals 

Ethyl methanesulfonate (EMS, CAS Nº 62-50-0, 100% purity), potassium 

dichromate (PDC, CAS Nº 7689-03-4, 99.9% purity) and phenylthiourea (PTU, 

Nº CAS 103-85-5, ≥95% purity) were obtained from Sigma-Aldrich (Spain); low 

melting point agarose (LMA) and normal melting point agarose (NMA) were 

from Gibco BRL, Life Technologies (Paisley, UK); phosphate-buffered saline 

(PBS) and 4',6-diamidine-2-phenylindole (DAPI) were from Sigma Chemical Co. 

(St Louis, MO); N-laurosylsarcosine sodium hydroxide and Triton X-100 were 

from Fluka Chemical AG (Buchs, Switzerland); sodium hydroxide was from 

Carlo Erba Reagenti (Milano, Italy); sodium chloride was from Panreac Química 

SA (Barcelona, Spain) and Tris buffer was from US Biochemical (Cleveland, 

OH).  

 

2.3. Exposure to mutagenic agents 

On the one hand, larvae 72 ± 2 h old (third instar) were placed in plastic vials 

containing 4.5 g of Drosophila instant medium (Carolina Biological Supply, 

Burlington, NC) prepared with different concentrations of EMS (1, 2 and 4 mM), 

and PDC (0.5, 1 and 2.5 mM). Immediately before use, the compounds were 

dissolved in distilled water. The larvae were fed on this medium during 24 ± 2 h. 

The control larvae received Drosophila instant medium hydrated with distilled 

water. On the other hand, larvae 96 ± 2 h old were irradiated in plastics vials 

containing normal Drosophila food, with single doses of 2, 4, and 8 Gγ. The γ-

irradiation was performed in a 137Cs irradiator Model IBL 437C (Schering Bio 

International, Germany), from Unitat Tècnica de Protecciò Radiològica (UTPR) 

of Universitat Autònoma de Barcelona. All the experiments were carried out at 

25 ± 1ºC and ~ 60% of relative humidity.    

 

2.4. Haemocytes collection 

D. melanogaster haemocytes were collected according to Irving et al., (2005) 

with minor modifications. Chilled larvae 96 ± 2 h old were removed from food 

media, washed in water, sterilized in 5% bleach and dried. The cuticle from 40-
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60 larvae was then disrupted with two fine forceps. The haemolymph and 

circulating haemocytes were directly collected in cold PBS solution containing 

0.07% PTU, and separated in 1.5 mL microcentrifuge tube. Pooled 

haemolymph was centrifuged at 300 g for 10 min at 4º C, the supernatant was 

discarded and the pellet was resuspended in 20 µL of cold PBS.  

 

2.5. Comet assay 

The Comet assay was performed as previously described by Singh et al. (1988) 

with minor modifications. The cell samples (~ 40 000 cells in 20 µL) were 

carefully resuspended in 140 µL of 0.75% LMA, layered onto microscope slides 

precoated with 150 µL of 1% NMA (dried at room temperature). Two gels were 

mounted in each slide and covered with a coverslip. Immediately after agarose 

solidification (for 10 min at 4ºC), the coverlips were removed and the slides 

were immersed in a cold fresh lysis solution (2.5 M NaCl, 100 mM Na2EDTA, 10 

mM Tris, 1% Triton X-100 and 1% N-laurosylsarcosinate, pH 10) for 2 h at 4ºC 

in a dark chamber. Dimethyl sulfoxide (DMSO) was excluded from lysis solution 

preparation, because it has been considered unnecessary for Drosophila 

tissues, and DMSO at low concentrations is cytotoxic in Drosophila 

(Mukhopadhyay et al., 2004; Siddique et al., 2005a). To prevent additional DNA 

damage, the following steps were performed under dim light. Afterwards, the 

slides were placed for 25 min in a horizontal gel electrophoresis tank filled with 

cold electrophoretic buffer (1mM Na2EDTA and 300 mM NaOH, pH 13) to allow 

DNA unwinding. The electrophoresis was carried out in the same buffer for 20 

min at 25 V and 300 mA. Unwinding and electrophoresis processes were done 

at 4ºC. After electrophoresis, slides were neutralized with two washes of 5 min 

with 0.4 mM Tris (pH 7.5). The slides were stained with 20 µL of DAPI (1 

µg/mL), per gel. The images were examined at 400X magnification with a 

Komet 5.5 Image Analysis System (Kinetic Imaging Ltd, Liverpool, UK) fitted 

with an Olympus BX50 fluorescence microscope equipped with a 480-550 nm 

wide band excitation filter and a 590 nm barrier filter. One hundred randomly 

selected cells (50 cells per two replicates slides) were analyzed per treatment. 

The percentage of DNA in the tail (% DNA tail) was used to measure DNA 
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damage, since this is the most widely used and recommended parameter for 

Comet data analysis (Kumaravel and Jha, 2006; Lovell and Omori, 2008). The 

% DNA tail was computed using the Komet software version 5.5. 

 

2.6. Statistical analyses 

The general linear model (GLM) was used to analyse significant differences of 

data results. The Fisher (LSD) post hoc test was performed in order to compare 

control versus treatment groups in each experiment. The results obtained were 

considered statistically significant at P ≤ 0.05. 

All data were presented in arithmetic mean ± standard error, and 95% 

confidence intervals. 

Finally, data analyses were performed using Statgraphics plus version 5.1. 

(Statistical Graphics Corporation, 2001, Rockville, USA software package). 

 

3. Results 

Before carrying out genotoxicity experiments previous viability tests were 

needed in order to select effective doses for EMS, PDC and γ-irradiation. Thus, 

the criterion for doses levels was based in two assumptions: first, the decrease 

in the percentage of developing treated larvae was a clear indicator that the 

larvae were affected by the agents, and second, the number of third instar 

larvae was high enough to perform genotoxicity experiments. In all toxicity 

experiments conducted in our laboratory, the larvae viability was always >50% 

at higher doses supplied from each mutagen agent.  

The results obtained from Comet assay experiments testing the genotoxic 

effects of EMS, PDC and γ-irradiation on haemocytes of D. melanogaster are 

summarized in Table 1. On the one hand, the EMS and PDC were supplied to 

72 ± 2 h old larvae (third instar), during 24 ± 2 h with concentrations ranging 

from 1 to 4 mM for EMS, and from 0.5 to 2.5 mM for PDC. On the other hand, 

96 ± 2 h larvae were exposed acutely to γ-irradiation with doses ranging from 2 

to 8 Gγ. Immediately after the treatments, the larvae were collected from culture 
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media and the haemocytes were obtained and isolated from haemolymph 

larvae for conducting the Comet assay.      

The results obtained indicate that EMS, PDC and γ-irradiation induced 

significant dose-dependent increase of DNA damage on haemocytes of 

Drosophila larvae measured through percentage of DNA tail (Fig. 1). The DNA 

damage did not show significant differences at low doses supplied to larvae with 

EMS, PDC and γ-irradiation (Table 1).  

 

4. Discussion 

The haemolymph has demonstrated to be a good tissue for genotoxicity 

assessment of different chemical compounds and pollutants, given its 

physiological role in the transport of toxic substances and immunity function, 

being directly exposed to mutagenic agents (Mersch et al., 1996; Rigonato et 

al., 2005; Villela et al., 2006; Villela et al., 2007). Moreover, this tissue is 

sensitive to DNA damage induced by MMS and hydrogen peroxide (Cheung et 

al., 2006; Rigonato et al., 2005) and environmental pollutants, such as copper 

sulfate and pentachlorophenol (Villela et al., 2006). On the other hand, the 

haemolymph is better than other invertebrate tissues (e.g. gills) for conducting 

the in vivo Comet assay, considering easy collection, handling, and cell isolation 

(Rank and Jensen, 2003).  

Recently, the in vivo Comet assay has been developed and applied in different 

somatic cells in Drosophila. However, in these studies the assay has been only 

applied to cells from nervous and digestive system, while blood cells of 

Drosophila have not been analyzed with this test. Thus, in the present study we 

report for the first time the results obtained about DNA damage on haemocytes 

of D. melanogaster using the in vivo Comet assay. 

To carry out the Comet assay with a new cellular system some steps are 

needed: 1) easy collection and minimal quantities of cells for conducting the 

assay, 2) basal levels of DNA damage similar to those observed in other cellular 

systems, and 3) sensitivity testing of the cells to the genotoxic effect of standard 

mutagens. 

Regarding the first step, both the number and quality of the cells were sufficient 

to carry out the studies with the Comet assay. In this point, it is important to 
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notice that the haemocytes, in suspension into the haemolymph, do not require 

any aggressive handling for their isolation. The protocol for the mechanic 

disgregation of a tissue can induce additional damage in the DNA, producing 

high basal levels of damage. This does not occur in our proposed protocol, 

since the observed levels of DNA damage were significantly low. Finally, the 

treatments carried out by 24 ± 2 hours in third instar larvae with different 

mutagenic doses of EMS, PDC, and γ-irradiation, clearly induced DNA damage 

in haemocytes; in addition, the analyses suggest that the haemocytes show a 

dose-response tendency between the increase of doses of each mutagenic 

agent versus the increase of DNA damage measured with the percentage of 

DNA in the tail, demonstrating that D. melanogaster is a good bioindicator of 

exposure to genotoxic agents using this kind of cells and test system.       

Though gut cells (other kind of cells proposed) are the main targets of genotoxic 

agents when administrated to the organism via feeding, the circulating 

haemocytes of haemolymph can also be exposed, since toxic substances are 

transported through this circulatory fluid (Mersch et al., 1996). Thus, and given 

the advantages of working with this kind of tissue, haemocytes have been 

considered as a good alternative for potential genotoxic assessment of 

mutagens selected in the present study. 

EMS, PDC and γ-irradiation are well-known mutagens with well-established 

genotoxic mechanisms which can induce different kinds of DNA damage. EMS 

is an alkylant agent that can induce different chromosome damage in the cells, 

such as chromosome aberrations, clastogenesis and aneuploidy (Sega, 1984). 

PDC is a genotoxic heavy metal which can induce DNA oxidative damage and 

delayed DNA repair (Wise et al., 2008). Finally, γ-irradiation is a physical agent 

that can produce single and double DNA strand breaks (Ward, 1988, 1990). 

Hence, both the assay protocol proposed here and the selection of the three 

agents with distinct mechanisms have allowed us to detect not only a specific 

genotoxic effect, but a wide range of DNA damage. 

In the present study, the doses of EMS, PDC and γ-irradiation were selected 

given their clear genotoxic effects under normal DNA repair conditions and low 

toxic effects on Drosophila larvae. As it has been previously indicated, the 

mutagens evaluated are chemically, physically and genotoxically different. 

However, the results show that EMS and γ-irradiation are significantly 
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correlated between the doses applied and DNA damage, suggesting that these 

agents could possibly be more effective mutagens.   

In conclusion, the results obtained with the alkaline in vivo Comet assay on 

Drosophila haemocytes indicate clearly that this is a suitable assay for the 

detection of DNA damage induced by chemical and physical mutagens, 

suggesting that this technique could also be used to assess other potential 

genotoxic agents.      
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Tables. 

Table 1. Comet assay data obtained after exposure to EMS, PDC 

and γ-irradiation on the haemocytes of D. melanogaster. 

Groups % DNA tail a 95% CI of % DNA tail b 

Pooled control 15.40 ± 0.48 14.50 16.35 

1 mM EMS 18.87 ± 0.87  17.09 20.65 

2 mM EMS 21.34 ± 0.86 * 19.56 23.12 

4 mM EMS 29.08 ± 0.88 * 27.30 30.86 

    

0.5 mM PDC 17.96 ± 0.81 16.43 19.50 

1 mM PDC 19.22 ± 0.66 * 17.68 20.76 

2.5 mM PDC 19.55 ± 0.80 * 18.02 21.09 

    

2 Gγ 15.43 ± 0.70  13.92 16.94 

4 Gγ 16.94 ± 0.85 * 15.43 18.45 

8 Gγ 22.64 ± 0.79 * 21. 13 24.15 

a Mean ± standard error from three experiments (300 cells). b % 

DNA tail 95% confidence intervals. 

* P < 0.01 versus control. 
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Fig. 1 
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Figure legends 

Fig. 1. DNA damage of EMS (A), PDC (B) and γ-irradiation (C) in haemocytes 

of D. melanogaster measured with percentage of DNA in the tail (% DNA tail). 

ns, not significant; *, P < 0.01 compared with control group. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 




