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Resumen 
 

El ensayo de micronúcleos en médula ósea es fácilmente reproducible y brinda 

información clara sobre la proliferación celular en médula ósea. Este sistema permite registrar 

in vivo la capacidad de las sustancias químicas de inducir rupturas cromosómicas o interferir la 

migración de los cromosomas metafásicos durante la mitosis de células somáticas. En este 

artículo decidimos evaluar la rata Sprague Dawley en ambos sexos como biomodelo en la 

inducción de micronúcleos en células de la médula ósea por ciclofosfamida y bleomicina. Para 

lo cual se formaron 5 grupos experimentales/sexo, el primero administrado con NaCl al 0,9%  

por vía intraperitoneal (i.p), el segundo y el tercero administrados con ciclofosfamida por vía 

i.p, con diseños de tratamientos diferentes en dosis de 50 mg/kg. El cuarto y quinto grupo 

fueron administrados con bleomicina por vía i.p, igualmente en dos diseños de tratamientos 

diferentes en dosis de 40 mg/kg. Al final de la experiencia se obtuvieron mayores resultados 

de inducción de micronúcleos con el uso de la ciclofosfamida, administrada 48 y 24 horas antes 

del sacrificio en ratas SD de ambos sexos. Lo cual constituye bajo nuestras condiciones 

experimentales el mejor diseño experimental para inducir la formación de micronúcleos en 

células de la médula ósea de roedores, aumentando considerablemente la frecuencia 

espontánea presente en esta especie de rata, útil en estudios de evaluación de drogas 

antigenotóxicas in vivo. 

 

Palabras clave: Inducción, micronúcleos, ratas Sprague Dawley, ciclofosfamida, bleomicina. 
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Abstract 

The Sprague Dawley rats as biomodel in the induction of micronuclei in bone marrow 

cells by cyclophosphamide and bleomycin.  

The micronuclei assay in bone marrow is easily to reproduce and its offer clear 

information on the cellular proliferation in bone marrow. This system allow registering in vivo 

the capacity of the chemical substances to induce chromosomics ruptures to interfere or the 

chromosomes metaphases migration during the mitosis of the somatic cells. In this article we 

decide to evaluate the Sprague Dawley rats in both sexes as biomodel in the induction of 

micronuclei in bone marrow cells by cyclophosphamide and bleomycin. Which were formed 5 

experimental groups per sex, the first administered with NaCl 0,9 % by intraperitoneal (i.p) 

route, the second and third groups were administered with cyclophosphamide by i.p route, 

with designs of different treatments at doses of 50 mg/kg. The fourth and fifth groups were 

administered with bleomycin by i.p route, equally in two designs of different treatments at 

doses of 40 mg/kg. At the end of the experience obtained higher results of the micronucleis 

inductions with the use of cyclophosphamide was administered 48 and 24 hours before 

sacrifice in SD rats of both sexes. That which constitutes in our experimental conditions the 

best experimental design to induce the micronucleis formation in bone marrow cells of rodents, 

increasing considerably the spontaneous frequency to present in this species of rat, useful in 

evaluation studies on in vivo antigenotoxic drugs effects. 

 

Key words: Induction, micronuclei, Sprague Dawley, cyclophosphamide, bleomycin . 
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Introducción 

Las investigaciones relacionadas con el tema de la genotoxicidad adquieren cada día 

mayor importancia a nivel mundial, debido al creciente deterioro del ambiente al que se 

encuentra expuesto el hombre moderno.1,2 Existen tres razones fundamentales que justifican 

la preocupación por la exposición del hombre a los agentes mutagénicos. Primero, el 

incremento en el grado de mutación de las células germinales (óvulos, espermatozoides y sus 

precursores) lo cual puede provocar el aumento de la incidencia de las enfermedades genéticas 

en futuras generaciones. Segundo, la existencia de una estrecha relación entre la inestabilidad 

genómica de  células somáticas con el cáncer y las enfermedades degenerativas crónicas. 

Tercero, el origen ambiental del cáncer.3, 4 

Es conocido por la comunidad científica que la introducción en el mercado de un gran 

número de nuevos productos ha tenido una doble consecuencia en nuestro entorno. Aunque 

muchos de estos compuestos han contribuido a mejorar la calidad de vida, otros están 

relacionados con determinados riesgos por su toxicidad. La legislación actual exige que, 

previamente al registro y comercialización, se evalúe la seguridad de todo tipo de producto, 

por lo que resulta imprescindible utilizar ensayos de toxicidad predictivos, con el fin de anular 

o minimizar  el uso de compuestos en los que la relación riesgo/beneficio los declare 

indeseables para la sociedad.4, 5  

El ensayo de micronúcleos en médula ósea de roedores, es un ensayo incluido 

actualmente dentro de la batería de estudios toxicológicos obligatorios exigidos por las 

agencias reguladoras (ICH),6,7 es fácilmente reproducible y brinda información clara sobre la 

proliferación celular en médula ósea.7,8 Este sistema permite registrar in vivo la capacidad de 

las sustancias químicas de inducir rupturas cromosómicas o interferir la migración de los 

cromosomas metafásicos durante la mitosis de células somáticas.8 

Por lo general en los estudios de genotoxicidad in vivo se utilizan sustancias 

mutagénicas conocidas, dentro de las más utilizadas se encuentra la ciclofosfamida (CF) y la 

bleomicina (BL),9-12 la primera constituye un agente alquilante que forma monoaductos y 

enlaces cruzados entre cadenas en consecuencia de la aparición de rupturas por efectos de los 
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mecanismos reparativos;13 y la segunda induce labilidad y ruptura de la estructura del ADN; al 

interactuar con el oxígeno y el hierro produciendo radicales libres. 14,15  

Ambas drogas son utilizadas con gran efectividad como antineoplásicas. La 

ciclofosfamida pertenece al grupo cloro-etilaminas, con el desarrollo de éste agente se logró 

mayor selectividad de la droga hacia el tejido tumoral. Considerado un agente alquilante 

bifuncional, no posee especificidad por fase alguna del ciclo celular.16 En tanto la bleomicina es 

considerada dentro del grupo de los antibióticos tumorales.14, 15 Las células tumorales son más 

susceptibles a la bleomicina durante la proliferación activa y son demoradas específicamente 

en su progresión a través de la fase G del ciclo celular.16 

Existe gran polémica sobre los diferentes tipos de esquemas de tratamiento en los 

cuales se utilizan las sustancias mutagénicas como controles positivos en los ensayos de 

mutagénesis y/o genotoxicidad. Así como diversas dosis han sido utilizadas, pero por lo 

general todo versa en el uso del biomodelo animal ideal respondedor a la acción de la 

sustancia mutagénica utilizada. 

Por lo cual en este artículo decidimos evaluar en ratas SD de ambos sexos, la respuesta 

a ciclofosfamida y a bleomicina, administradas por vía intraperitoneal (i.p), diferenciado la 

respuesta a ambos mutágenos cuando son administrados 48 y 24 horas antes del sacrificio y 

cuando es administrado 24 antes del mismo, en el ensayo de micronúcleos en células de la 

médula ósea.  

 

Materiales y métodos 

- Animales. 

Se utilizaron ratas Sprague Dawley adultos jóvenes de ambos sexos (6-8 semanas), cuyo peso 

corporal oscilaba entre 180-210 g al termino de la cuarentena, donde se mantuvieron en 

condiciones controladas: temperatura (25 ± 1º C), humedad relativa  (60 % ± 10 %) y ciclos 

de luz- oscuridad de 12 h. El acceso al agua y al alimento (pienso estándar para esta especie 

suministrado por el CENPALAB), fue ad libitum. Estas características fueron comunes para 

todos los grupos experimentales evaluados en este ensayo. Toda la manipulación de los 

animales se realizó de acuerdo con los principios éticos para el uso de los animales de 
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Laboratorio de la República de Cuba. 

- Administración y dosificación. 

En todos los grupos experimentales, la sustancia se administraba en el horario de 10:30-11:30 

a.m, y las concentraciones se ajustaron semanalmente en función del aumento del peso 

corporal. Los animales se distribuyeron aleatoriamente (5 ratas/grupo/sexo), en cada una de 

las dos réplicas realizadas para un total de 10  ratas/grupo/sexo/.  

En el grupo experimental 1 se utilizó como control negativo el cloruro de sodio (NaCl) al 0,9%, 

adquirido de la firma BDH (BDC), con un 99% de pureza. Administrado por vía i.p, en dosis de 

2 mL/kg en dos ocasiones con intervalos de 24 horas entre ambas administraciones. 

En los grupos experimentales 2 y 3 se utilizó la CF, adquirida de la firma comercial mexicana 

Lemri S.A bajo la marca LEDOXINA. Administrada inmediatamente después de ser preparada, 

48 y 24 horas antes del sacrificio programado para el grupo 2 y 24 horas antes del sacrificio 

programado para el grupo 3. En ambos grupos se utilizó el mutágeno en dosis de 50 mg/kg, 17 

por vía i.p, el cual se disolvió en disolución salina (NaCl) al 0,9 % administrado a razón de 10 

mL/kg.18 

En los grupos experimentales 4 y 5 se utilizó la BL, adquirida de los Laboratorios PISA, S.A. de 

C.V. México, bajo el nombre BLOMINDEX (polvo). Administrada inmediatamente después de 

ser preparada, 48 y 24 horas antes del sacrificio programado para el grupo 4 y 24 horas antes 

del sacrificio programado para el grupo 5. En ambos grupos se utilizó el mutágeno en dosis de 

40 mg/kg, 19 por vía i.p, el cual se disolvió en disolución salina (NaCl) al 0,9 % administrado a 

razón de 10 mL/kg.  

- Observaciones clínicas. 

Se realizaron dos observaciones clínicas diarias, en el horario comprendido entre las 8:30-

10:30 a.m y en el horario de la tarde 3:00-4:30 p.m. Durante cada observación se tuvo en 

cuenta el estado clínico general del animal, lo cual incluyó la palpación para la detección de 

lesiones, posibles afectaciones respiratorias, del sistema nervioso, cardiovascular, 

gastrointestinal, estado de la piel, pelo, coloración de las mucosas y ojos.  
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- Sacrificio. 

Todos los animales fueron sacrificados por dislocación cervical con previa atmósfera de éter, en 

el caso de los grupos experimentales 1, 2 y 4 el sacrificio fue 24 h después de la segunda 

administración de cada sustancia, en el caso de los grupos experimentales 3 y 5 el sacrificio se 

realizó 24 horas posteriores a la única administración del mutágeno. 

- Exámenes realizados.  

Ensayo de micronúcleos en médula ósea de ratas. 

Un fémur de cada animal fue extraído y la cavidad medular se lavó por flujo con 3 ml de suero 

bovino fetal. La médula así obtenida se centrifugó a 1 000 r.p.m. por 10 minutos y tras 

eliminar el sobrenadante se realizó un frotis del botón celular en láminas portaobjetos. 20 

Después de montadas las láminas (mínimo: 2/animal) se mantuvieron 24 horas a temperatura 

ambiente para su secado y posteriormente se fijaron en metanol absoluto durante 5 minutos, 

para su posterior tinción en Giemsa al 5% durante 12-15 minutos. 20 Las láminas fueron 

codificadas, el análisis se realizó por tres observadores independientes y las observaciones 

fueron realizadas “a ciegas”, utilizando un microscopio Olympus BH-2 (100x con lente de 

inmersión). Se contabilizó la presencia de eritrocitos policromatófilos (EP) y normocromatófilos 

(EN) en 2 000 células/animal. Además, se calculó la frecuencia de EP portadores de 

micronúcleos (MN-EP) en 2 000 EP/animal, según los requisitos establecidos.21 Posteriormente 

se calculó el índice de citotoxicidad dado por  la relación de EP/EN de la población total de 

eritrocitos y el número de EP con 1 MN, 2 MN y >2 MN en cada grupo.20  

- Análisis estadístico. 

Se procedió  a verificar los supuestos para realizar el análisis de varianza en las variables 

continuas frecuencia de EP portadores de micronúcleos e índice de citotoxicidad (EP/EN), 20 los 

resultados obtenidos están distribuidos normalmente (normalidad,  según el test de 

Kolmogorov-Smirnov), existe dependencia entre las observaciones y presentan homogeneidad 

de varianzas (test de levene). Por lo cual  se analizaron con el uso de esta prueba, siendo el 

nivel de significación establecido de α = 0.05. Las variables categóricas (número total de MN y 

el número de EP con 1 MN, 2 MN y >2 MN), se analizaron mediante la prueba de Chi-cuadrado, 

20 el nivel de significación establecido fue de α = 0.01. Todos los análisis se realizaron 
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empleando el Statsoft for Windows. StatSoft, Inc. (2003). STATISTICA (data analysis software 

system), versión 6. 

 

Resultados y discusión 

En ninguna de las dos series experimentales, ni en ninguno de los grupos presentes en 

este estudio se encontraron animales con signos clínicos indicativos de toxicidad. 

Tal como se observa en la tabla 1, la CF administrada 48 y 24 horas antes del sacrificio 

difirió  de forma estadística con el otro grupo tratado con este mismo mutágeno, con los dos 

grupos tratados con la BL y el grupo control negativo. Sin embargo no difirieron los resultados 

obtenidos en la administración única de CF con los dos grupos tratados con BL, ni entre estos 

dos últimos. Con el uso de la CF administrada en dos ocasiones con intervalos de 24 horas 

entre ambas administraciones se obtuvieron los resultados más bajos, que se traduce en 

mayor índice de citotoxicidad dado por la relación de EP/EN en ambos sexos, en los machos los 

valores estuvieron entre 0,87±0,02 y en las hembras fueron de 0,86±0,04.  

Además se corroboró los resultados espontáneos de citotoxicidad en esta especie de 

rata los cuales se encontraron en el caso de los machos 1,26±0,04 y en las hembras de 

1,24±0,06. Los resultados más altos, es decir menor efecto citotóxico se encontraron en los 

animales tratados con BL solamente 24 horas antes del sacrificio obteniéndose valores de 

0,98±0,04 en los machos y de 0,97±9,48 en las hembras. 

Teniendo en cuenta el índice de genotoxicidad se observa que nuevamente la CF 

administrada 48 y 24 horas antes del sacrificio difirió con los demás grupos, tanto con el 

control negativo como con la CF administrada en dosis única como con los dos grupos tratados 

con BL. Obteniéndose resultados que van desde 1,67±0,43 % de eritrocitos policromáticos con 

micronúcleos en los machos y 1,77±0,56 % en las hembras. Además este estudio permitió 

corroborar los resultados espontáneos en la especie de rata evaluada los cuales se encuentran 

entre  0,18±0,06 % en los machos y 0,24±0,04 en las hembras. Por otro lado la CF 

administrada en dosis única no difirió con los dos grupos tratados con la BL, ni tampoco hubo 

diferencias al comparar los dos grupos de BL con diseños de administración diferentes. 
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En la tabla 2 se observan los resultados pertenecientes al número total de micronúcleos 

y de eritrocitos policromáticos con uno, dos o más de dos micronúcleos. Se observó al realizar 

una comparación entre mutágenos que la CF administrada en dos ocasiones difiere de los dos 

diseños en que se administró la BL, además al comparar los resultados utilizando el mismo 

mutágeno este grupo nuevamente difirió con el grupo en que se administró la CF en dosis 

única. Todos los grupos tratados con mutágenos difirieron con el control negativo, siendo 

válidos nuestros resultados. 

El número más alto de micronúcleos totales se obtuvo con la administración de CF en 

dos ocasiones, siendo de 238 en los machos y de 251 en las hembras, en donde se observaron 

igualmente el mayor número de eritrocitos con más de dos micronúcleos, experimentando el 

mayor efecto genotóxico de este clastogéno químico, en los machos fue de 18 y 14 en las 

hembras. El número más bajo de inducción de micronúcleos totales se obtuvo al administrar la 

BL en dosis única, con valores en los machos de 162 y en las hembras de 149. Además se 

corroboró que el total de micronúcleos espontáneos en médula ósea en esta especie se 

encuentra entre 25 en los machos y 34 en las hembras. 

La no presencia de síntomas clínicos de toxicidad  en ningunos de los grupos de este 

estudio evidencia que las dosis utilizadas no son tóxicas a nivel sistémico si siendo en el 

órgano diana evaluado.17, 22 

La diferencia estadística encontrada entre la CF administrada en dos ocasiones y la 

administrada en dosis única tanto en los indicadores de genotoxicidad como de citotoxicidad, 

pudo haber estado dada por ser este clastogéno químico un promutágeno. El hecho de 

administrar en dos ocasiones potencia su acción, además de ser el factor tiempo de 

metabolismo por el hígado para crear los metabolitos activos causantes de su efecto 

genotóxico, un parámetro importante a tener en cuenta.16, 23 

Este estudio permitió concluir que es más factible administrar la CF en dos ocasiones, si 

se quiere inducir eficientemente la formación de micronúcleos en médula ósea de ratas SD de 

ambos sexos. Además estos resultados son de gran utilidad en estudios de antigenotoxicidad 

in vivo de cualquier producto a evaluar.19, 24,25 
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En tanto la diferencia estadística encontrada al comparar la CF administrada en dos 

ocasiones con los dos tratamientos en los que se utilizó la BL, pudiera estar dada por el 

mecanismo por los cuales operan cada uno de estos mutágenos o por la susceptibilidad 

especie dependiente a cada uno de los mutágenos evaluados y las dosis utilizadas. Resultados 

similares se obtuvieron al evaluar la línea de ratones Balb-C en el ensayo de aberraciones 

cromosómicas, 26 pero no concuerda en su totalidad con los obtenidos por nosotros en un 

estudio de aberraciones cromosómicas en esta misma línea de ratas.27 Donde no se 

observaron diferencias significativas entre la CF y la BL administradas en dos ocasiones.27 Lo 

que nos hace pensar que el factor predominante pudiese ser los efectos mutagénicos que 

induce la CF vinculados a su mecanismo, siendo detectados por este ensayo con alta 

especificidad y fidelidad, y en menor medida el factor especie. 

La CF se ha destacado en la formación de monoaductos y enlaces cruzados entre 

cadenas en consecuencia de la aparición de rupturas por efectos de los mecanismos 

reparativos, la cual aumenta la aparición de retardos anafásicos en células somáticas, 

destacándose como clastogéno químico de gran potencia.13, 16, 21, 28 Este efecto mutagénico al 

parecer induce mayor daño o es capaz de detectarlo este ensayo, lo cual lo hace ser en 

nuestros días la técnica validada de mayor utilidad y de menor costo, en cuanto a detectar 

sustancias que inducen daños genotóxicos cromosomales en células hematopoyéticas.29 El 

efecto mutagénico de la BL esta dado en la inducción de labilidad y ruptura de la estructura del 

ADN, al interactuar con el oxígeno y el hierro produciendo radicales libres14,15,30 lo cual trae 

consigo la aparición de aberraciones sobre todo rupturas de cromátides, huecos, fragmentos y 

translocaciones, estás últimas en menor medida.13  

Estos resultados presuponen una gran utilidad, ya que permiten utilizar el mejor diseño 

para inducir una cantidad considerable de micronúcleos en médula ósea de ratas SD de ambos 

sexos, lo cual se utilizaría en diseños experimentales de evaluación de drogas con efectos 

antigenotóxicos demostrados mediante este biomodelo in vivo.19,24  
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Conclusiones 

Se observaron marcadas diferencias significativas en cuanto a los índices de 

genotoxicidad y citotoxicidad entre los resultados de los animales tratados con la CF 

administrada 48 y 24 horas antes del sacrificio en ambos sexos de ratas SD con el otro diseño 

utilizando CF y los dos grupos tratados con BL. Lo cual presupone que bajo nuestras 

condiciones experimentales este es el mejor diseño experimental para inducir la formación de 

micronúcleos en células de la médula ósea de roedores, aumentando considerablemente la 

frecuencia espontánea presente en esta especie de rata. Siendo útil estos resultados en 

estudios de evaluación de drogas antigenotóxicas in vivo. No obstante se evidenció una alta 

sensibilidad de esta línea de rata en ambos sexos a la acción de ambos mutágenos 

independientemente del esquema de tratamiento utilizado. 
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Tabla 1. Número total de eritrocitos poli y normocromáticos, índice de citotoxicidad 
y porcentaje de EP con micronúcleos en médula ósea de ratas Sprague Dawley 

de ambos sexos tratadas con ciclofosfamida y bleomicina. 
 

Grupo n EPT ENT EP/ENT MN-EP (%)T 

Machos 

CN a 10 1116 ± 10,21 884 ± 10,21 1,26 ± 0,04 0,18 ± 0,06 

CF1 a 10 930 ± 17,45aAc 1070 ± 17,45aAc 0,87 ± 0,02aAc 1,67 ± 0,43aAc 

CF2 a 10 976 ± 4,32 c 1024 ± 4,32c 0,95 ± 0,05c 1,22 ± 0,35c 

BL1 a 10 981 ± 6,85bc 1019 ± 6,85bc 0,96 ± 0,03bc 1,18 ± 0,47bc 

BL2 a 10 989 ± 4,66bc 1011 ± 4,66bc 0,98 ± 0,04bc 1,14 ± 0,51bc 

Hembras 

CN a 10 1109 ± 10,63 891 ± 10,63 1,24 ± 0,06 0,24 ± 0,04 

CF1 a 10 924 ± 9,48aAc 1076 ± 9,48aAc 0,86 ± 0,04aAc 1,77 ± 0,56aAc 

CF2 a 10 963 ± 3,22c 1037 ± 9,48c 0,93 ± 9,48c 1,09 ± 0,20c 

BL1 a 10 972 ± 5,31bc 1028 ± 9,48bc 0,95 ± 9,48bc 1,11 ± 0,28bc 

BL2 a 10 983 ± 4,44bc 1017 ± 9,48bc 0,97 ± 9,48bc 1,05 ± 0,36bc 

TTodo el análisis estadístico se realizó utilizando ANOVA, con p<0.05 prefijada. (X media; DE desviación estándar, 
para las dos réplicas experimentales). 

CF1=Ciclofosfamida administrada 48 y 24 horas antes del sacrificio. CF2=Ciclofosfamida administrada 24 horas antes 
del sacrificio. 

BL1=Bleomicina administrada 48 y 24 horas antes del sacrificio. BL2=Bleomicina administrada 24 horas antes del 
sacrificio. a Administración por vía ip. Determinaciones en 2 000 células/animal. 

Letras diferentes (a y b) difieren al comparar los resultados entre mutágenos para el mismo sexo. 
(A) Resultados que difieren al comparar los diferentes tratamientos utilizando el mismo mutágeno para el mismo sexo. 

(c) difieren al comparar los resultados contra el control negativo (CN). 
 

Tabla 2. Número total de micronúcleos y de eritrocitos policromáticos con uno, 
dos o más de dos micronúcleos en médula ósea de ratas Sprague Dawley de 

ambos sexos tratadas con ciclofosfamida y bleomicina. 
 

Grupo n MNT EP (1 MN)T EP (2 MN)T EP (+2 MN)T 

Machos 

CN a 10 25 19 5 1 

CF1 a 10 238aAc 150aAc 70aAc 18aAc 

CF2 a 10 174c 120c 47c 7c 

BL1 a 10 168bc 118bc 45bc 5bc 

BL2 a 10 162bc 115bc 42bc 5bc 

Hembras 

CN a 10 34 26 7 1 

CF1 a 10 251aAc 153aAc 84aAc 14aAc 

CF2 a 10 155c 119c 33c 4c 

BL1 a 10 158bc 122bc 30bc 6bc 

BL 2 a 10 149bc 117bc 27c 5bc 

TTodo el análisis estadístico se realizó utilizando la prueba no paramétrica de χ2, con p<0.01 prefijada. 
CF1=Ciclofosfamida administrada 48 y 24 horas antes del sacrificio. CF2=Ciclofosfamida administrada 24 horas antes 

del sacrificio. 
BL1=Bleomicina administrada 48 y 24 horas antes del sacrificio. BL2=Bleomicina administrada 24 horas antes del 

sacrificio. a Administración por vía ip. Determinaciones en 2 000 EP/animal. 
Letras diferentes (a y b) difieren al comparar los resultados entre mutágenos para el mismo sexo. 

(A) Resultados que difieren al comparar los diferentes tratamientos utilizando el mismo mutágeno para el mismo sexo. 
(c) difieren al comparar los resultados contra el control negativo (CN). 
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