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Resumen 

 

El envejecimiento de las poblaciones humanas y el desarrollo de enfermedades 

degenerativas como el cáncer, han llevado a la implementación de nuevos tratamientos, 

utilizando compuestos químicos tanto sintéticos como naturales, que ayuden a prevenir, 

controlar e incluso abatir este tipo de enfermedades; ejemplo de estos compuestos 

químicos es el resveratrol (RES), un polifenol presente principalmente en la cáscara de 

las uvas rojas, al cual se le atribuyen propiedades antioxidantes, antiproliferativas, de 

regulación del ciclo celular e inducción de apoptosis, entre otras. Sin embargo, aún no se 

han demostrado con claridad sus propiedades antigenotóxicas en sistemas in vivo, y 

tampoco se ha evaluado si este compuesto puede disminuir o aumentar el daño 

genotóxico de los compuestos con los que se asocia. Por lo anterior, se evaluó el efecto 

del RES sobre el daño producido por un mutágeno directo y oxidante indirecto, el metil 

metanosulfonato (MMS), en la prueba SMART en ala de mosca que utiliza un modelo 

eucarionte in vivo (Drosophila melanogaster). Al comparar estadísticamente los 

tratamientos RES (2.5, 10 y 40 g/mL) contra Etanol (EtOH 1%) se obtuvieron resultados 

positivos para RES 2.5 g/mL en manchas grandes que podrían derivarse de un efecto 

pro-oxidante; sin embargo, para RES 40 g/mL las frecuencias en manchas pequeñas 

fueron menores. Se propone que esto sea producto de una modulación del ciclo celular, 

dado que se alteró la distribución del tamaño del clon en los tratamientos RES 10 y 40 

g/mL. Los resultados de la comparación entre los testigos EtOH/MMS vs. Agua/MMS 

fueron positivos en manchas pequeñas, gemelas y totales, por lo que el MMS disuelto en 

etanol aumentó el daño. Al comparar los co-tratamiento RES (2.5, 10 y 40 g/mL)/MMS 

vs. el testigo EtOH/MMS no hubo diferencia significativa para ningún tipo de mancha, ni 

en la distribución del clon, por lo que no se encontró efecto protector alguno por parte de 

RES con respecto al efecto del MMS in vivo.   

 

Palabras clave: antioxidante, apoptótico, genotoxicidad, in vivo, mutágeno, 

quimioprevención, resveratrol. 
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Introducción  

 

El envejecimiento de las poblaciones humanas y el desarrollo de enfermedades 

degenerativas como el cáncer, han llevado a la implementación de nuevos 

tratamientos, utilizando compuestos químicos tanto sintéticos como naturales, que 

ayuden a prevenir, controlar e incluso abatir esta enfermedad. 

 

La quimioprevención consiste en la utilización de determinadas sustancias 

químicas, naturales o sintéticas con vistas a impedir o revertir el desarrollo de 

enfermedades crónico degenerativas, evitando que puedan alterar el equilibrio 

funcional del organismo (Martínez, 2000). La quimioprevención pretende reducir la 

incidencia del cáncer, siendo su principal y primer objetivo, la identificación de 

compuestos que permitan desarrollar estrategias encaminadas a este fin y su 

aplicación en la población humana (Surh, 1999). En la actualidad se conoce que el 

cáncer es un proceso con múltiples estadios, producto de la acumulación en una 

célula de sucesos genéticos y epigenéticos (Forrest, 2012). El riesgo celular de 

acumular mutaciones potencialmente oncogénicas depende de la frecuencia con 

que se producen las lesiones en el DNA y de la capacidad que tengan las células 

de repararlas. La estabilidad genética está dada por el equilibrio entre ambos 

procesos y esta misma puede ser alterada por la acción de varios agentes 

ambientales, provocando un efecto mutagénico (Loeb y Loeb, 2000). Dado que los 

compuestos que se acumulan en el medio ambiente están ampliamente 

relacionados con el desarrollo de muchos tipos de cáncer en humanos, su 

eliminación o neutralización es de vital importancia para contribuir a la prevención 

de tal padecimiento (Barret, 2000). 

 

En las poblaciones humanas, la prevención frente a enfermedades relacionadas 

con las mutaciones implica tanto evitar la exposición a agentes mutágenos y 

cancerígenos así como una adecuada quimioprevención. Los productos 

empleados en la quimioprevención han demostrado actividad antimutagénica, 

antiproliferativa y antioxidante en mayor o menor medida (Martínez, 2000).  
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Los compuestos naturales derivados de plantas, han demostrado ser una opción 

importante como agentes quimiopreventivos contra el cáncer y otros 

padecimientos de riesgo. Dentro de éstos encontramos a los polifenoles, de los 

que podemos destacar al resveratrol (RES). 

 

 

Resveratrol 

 

El resveratrol (3,4’,5-trans-trihidroxiestilbeno) es un compuesto trifenólico que se 

encuentra principalmente en la cáscara de las uvas rojas, frutas rojas y una gran 

variedad de plantas. El RES se encuentra en la naturaleza en forma de isómeros 

cis y trans (Figura 1), siendo la forma trans la más representativa y la que brinda 

mayores beneficios a los humanos, puesto que se ha reportado que en esta forma 

es químicamente más activa (Delmas et al., 2011) y además por su alta 

biodisponibilidad y gran actividad en procesos biológicos (King et al., 2006). 

Aunque el trans-resveratrol parece absorberse bien en los humanos, su 

disposición es relativamente baja debido a su rápido metabolismo (30 a 90 min) y 

eliminación vía renal (8 h), obteniéndose niveles muy bajos (de g a ng) en el 

plasma, dependiendo de la forma de administración (Cottart et al., 2010).  

 

 

 

Figura 1. Estructura molecular del resveratrol, en su forma cis a) y trans b)                 

(Tomado de Namasivayam, 2011). 

 

a) b) 
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La actividad antioxidante del RES se debe a su capacidad de reducir la producción 

de radicales libres, o bien por inhibición de enzimas responsables de la generación 

de éstos (Alarcón y Villegas, 2007). Además, por su alto potencial REDOX, es 

capaz de reducir las especies reactivas de oxígeno (ROS) altamente oxidantes, 

como el •OH. Uno de los factores más importantes que determina la actividad 

antioxidante del RES está dado por su formula química, la cual le confiere una alta 

capacidad de reducción, debido a la posición de los hidroxilos ácidos en la 

molécula (Stivala et al., 2001), principalmente por el grupo hidroxilo del C4’, el cual 

se ha reportado como el más reactivo debido al efecto de resonancia química 

(Seeram et al., 2006), así como los dobles enlaces presentes en sus anillos 

fenólicos (Manach et al., 2006).  

 

Ya que el estrés oxidativo y el daño celular producido por las ROS son los 

causantes de un gran número de enfermedades crónicas, que incluyen cáncer y 

enfermedades cardiovasculares, los antioxidantes juegan un papel muy importante 

para el desarrollo de terapias farmacológicas preventivas o coadyuvantes 

(Boveris, 2005).  

 

Además, el RES es capaz de estimular a la familia de genes SIRT1, que codifican 

a las sirtuinas (desacetilasas de histonas dependientes de NADPH) (Brooks y Gu, 

2009; Yu et al., 2012), que son las proteínas relacionadas con el retraso del 

envejecimiento, enfermedades cardiovasculares y la mejora de los procesos 

metabólicos, así como procesos de reparación de DNA, regulación del ciclo 

celular, metabolismos de lípidos y sensibilidad a la insulina (Wei et al., 2012). Por 

lo tanto, pone en marcha los procesos metabólicos relacionados con la duración 

de la longevidad, donde, según estudios realizados, la restricción calórica juega un 

papel muy importante, dado que una baja concentración de calorías es capaz de 

alargar la vida (Millán et al., 2008).  

 

De forma natural, el RES funciona como una fitoalexina que protege a las plantas 

contra infecciones por hongos. Sin embargo, puede tener otros efectos en células 



 
- 14 - 

 

en cultivo, tales como un efecto lipolítico en células diferenciadas 3T3-L1. (Celis et 

al., 2008).  

 

Sin embargo, los resultados de estudios de farmacocinética indican que el RES 

que circula por el organismo es metabolizado rápidamente, y se han puesto en 

duda los efectos fisiológicos que este compuesto provoque con las altas 

concentraciones que se utilizan para los experimentos in vitro (Cottart et al., 2010). 

Por ello, son necesarios más estudios para demostrar si verdaderamente el RES y 

sus metabolitos protegen a los organismos del daño genotóxico, de las 

enfermedades degenerativas, si se acumulan en los sistemas vivos, o si al 

estimular a otro tipo de factores, el RES pueda presentar efectos protectores (Baur 

y Sinclair, 2006). Por otro lado, a la fecha no se han reportado efectos adversos 

del RES en modelos murinos, ni en estudios de toxicidad en humanos (Delmas et 

al., 2011; Cottart et al., 2010), y ha sido muy recomendada una dosis no mayor a 

450 mg al día (Edwards et al., 2011).  

 

 

Metabolismo del resveratrol 

 

Diversos estudios han demostrado que la absorción vía oral del RES depende 

mucho de que se administre con alimentos, solo o del disolvente utilizado, puesto 

que la solubilidad en agua disminuye más que con otros solventes como el EtOH, 

lo que puede tener efecto en la distribución en el organismo. Por el contrario, el 

EtOH es utilizado principalmente para aumentar la solubilidad del RES (50 mg/mL 

que equivalen a una solución de EtOH 5%) (Delmas et al., 2011). Una vez 

ingerido, el RES es rápidamente metabolizado principalmente en hígado, en 

donde diversos estudios han demostrado que pocas veces es metabolizado en 

FASE I por medio CYP1A2, CYP3A4 y CYP2E1 (Delaporte y Wilkinson, 1998); en 

la mayoría de los casos pasa directamente a FASE II del metabolismo xenobiótico 

(ver Anexo 1), y se conjuga con diferentes moléculas dando como resultado una 

gran variedad de metabolitos (Yu et al., 2002; Zhu et al., 2003; Wenzel y Somoza, 
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2005; Wang et al., 2005; Athar et al., 2007). Wang y colaboradores (2005), 

caracterizaron por espectrometría cuatro metabolitos del RES en orina de ratón, el 

resveratrol monoglucurónido, el resveratrol monosulfato y el 7,8-dihidro resveratrol 

monosulfato (Figura 2, a-e). Por otro lado, Szekeres y colaboradores (2011), 

caracterizaron el resveratrol-3-glucurónido, el cual mostró una alta actividad 

antioxidante por si solo. Lo que indica que el RES conjugado, puede tener 

diferentes efectos en sistemas in vivo. Además, se han identificado otros 

metabolitos del RES producto de FASE I, el 3,4,5,3’,4’,5-hexahidroxi-trans-

estilbeno (Murias et al., 2005) y el piceatanol (Zhu et al., 2005) (Figura 2, f y g). 

Stivala y colaboradores (2001), sintetizaron cuatro metabolitos, el 3,5-dihidroxi-4,9-

metoxiestilbeno, el 3,5-dimetoxi-4,9-hidroxiestilbeno, el 3,4,9,5-trimetoxiestilbeno y 

el α-β-dihidro-3,4,9,5-trihidroxiestilbeno. Lo anterior indica, que los metabolitos del 

RES y el efecto que puedan tener dentro de un organismo, dependerán en gran 

medida de las moléculas con las cuales se haya conjugado en la FASE II del 

metabolismo xenobiótico y puede presentar o no propiedades benéficas para el 

organismo. Además, este metabolismo incluye una serie de reacciones químicas 

que generan ROS como el O2
.- y el H2O2, que pueden tener efectos genotóxicos 

para el organismo (Delmas et al., 2011) actuando como un agentes pro-oxidantes 

(Alarcón y Villegas, 2007). 

   

Figura 2. Estructura química de los principales metabolitos derivados del RES: FASE II a) 

trans-RES, b) resveratrol monoglucurónido (M1), c) 7,8-dihidroresveratrol (M2), d) resveratrol 

monosulfato (M3) y e) 7,8-dihidro resveratrol monosulfato (M4). FASE I f) piceatanol (M5) y g) 

3,4,5,3’,4’,5-hexahidroxi-trans-estilbeno (M6) (Tomado de Wang et al., 2005; Szekeres et al., 

2011). 

a) f)  M-5 

e) d) 

c) 
b) 

g)  M-6 
O2

.-
 

Reducción del enlace 

Conjugado glucurónido 

Conjugado sulfato 

Reducción del enlace 

Conjugado sulfato 

O2
.-
 

O2
.-
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 Metil metanosulfonato 

 

El metil metanosulfonato (MMS) es un compuesto utilizado como solvente, y 

agente quimioterapéutico en el tratamiento de diversos cánceres humanos (Lee et 

al., 2007). Es un alquilante (Figura 3) que actúa de manera directa, sin pasar por 

un metabolismo xenobiótico, donde su principal mecanismo de acción es la 

trasferencia de un grupo metilo (CH3
+); además presenta gran afinidad a los 

centros nucleofílicos del DNA, especialmente en los N7G y N3A, y como 

consecuencia forma metil-aductos, principalmente el N7-meG y el N3-meA 

(Jenkins et al., 2005), que presentan gran actividad mutagénica por sus efectos 

después de la replicación (Beranek, 1990). Además, ha sido demostrado que el 

MMS actúa como agente oxidante indirecto, por una reparación deficiente en 

respuesta al daño producido al DNA, teniendo como consecuencia indirecta la 

producción de ROS (Figura 4), principalmente 
•
OH y H2O2 (Rowe et al., 2008). 

Estas condiciones han permitido considerar a este compuesto como un indicador 

positivo de genotoxicidad (Siddique et al., 2005), por lo cual es muy práctico su 

uso como un control positivo en investigaciones toxicogenéticas. Además, el 

efecto del MMS puede ser revertido y reparado por tratamiento con algunos 

compuestos naturales (Franke et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CH3     O    S      CH3 

        O 
Figura 3. Estructura molecular del metil metanosulfonato (MMS) 

(Tomado de Tao et al., 1993). 
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Figura 4. Modelo para la producción de ROS por una mala reparación en respuesta al daño 

producido por el MMS (Tomado de Rowe et al., 2008).   

 

 

Daño oxidativo y especies reactivas de oxígeno  

 

En la actualidad se tiene conocimiento de que muchas de las enfermedades 

crónico degenerativas tienen relación con daños a biomoléculas causados por 

estrés oxidativo (Brodská y Holoubek, 2011). El estrés oxidativo es un estado de la 

célula en el cual se encuentra alterada la homeostasis del estado de óxido-

reducción intracelular, lo cual se produce a causa de una excesiva producción de 

especies reactivas de oxígeno (ROS) y/o por la deficiencia en los mecanismos 

antioxidantes de homeostasis, conduciendo a un daño celular. 

 

MODELO 0 MODELO 1 MODELO 2 

Sin daño al 

DNA 

No reparable (alto 

daño al DNA) 

Reparable (bajo o 

moderado daño al DNA) 

Sin cambio en ROS 

(Nivel 0) 
Incremento en ROS      

(Nivel 2) 

Incremento en ROS 

(Nivel 1) 

Señalización en respuesta 

a estrés oxidativo 

Señalización 

celular normal 

Señalización relacionada 

con muerte celular 

Actividad celular 

normal 
Muerte celular Supervivencia celular y otras 

actividades en respuesta al estrés 

Niveles relativos de OH• y H2O2 Niveles relativos de O2
.- 

CH3 

CH3 
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Las ROS son moléculas muy reactivas, que se clasifican en: las de tipo radical 

libre y las de tipo no radical (Lozada y García, 2009). Los radicales libres son 

todas las especies que contienen uno o más electrones desapareados (Opara, 

2006). Dentro del grupo de radicales libres se encuentran: el superóxido (O2
.-), el 

radical más abundante, producto de la oxidación de moléculas orgánicas y 

resultado de múltiples procesos metabólicos (Haliwell, 2006); el oxígeno singulete 

(1O2); el radical hidroxilo (•OH), el más tóxico entre los radicales, se produce a 

partir de la reacción del radical superóxido con el peróxido de hidrógeno o por la 

reacción de Fenton; el óxido nítrico (NO•), cuyo efecto tóxico se produce al 

mezclarse con el radical superóxido y formar peroxinitrito (ONOO-) que, por 

tratarse de una molécula que no es radical libre, es mucho más estable y puede 

generar efecto tóxico a largo plazo (Haliwell, 2006). Entre las moléculas de tipo no 

radical, además del peroxinitrito, se menciona el peróxido de hidrógeno (H2O2), ya 

que es el oxidante “más estable” de todos, sin embargo mediante reacciones 

químicas como la reacción de Fenton/Haber-Weiss, puede generar el radical •OH 

que presenta alta reactividad (Held, 2010). 

 

La generación de ROS a partir del oxígeno molecular es un proceso fisiológico que 

tiene lugar en las células de todos los organismos aeróbicos (Held, 2010). La 

oxidación es un proceso electroquímico por el cual un ion o átomo pierde uno o 

varios electrones. Como resultado se producen las ROS, moléculas muy 

inestables (Figura 5), con electrones desapareados capaces de reaccionar con 

varias moléculas orgánicas, tales como lípidos, proteínas y DNA (Kang et al., 

2012). Como consecuencia de lo anterior, se produce una respuesta celular que 

conduce a una reparación del daño, el cual si no es corregido correctamente, 

produce alteraciones en la célula que pueden causar un desequilibrio en el 

funcionamiento y como consecuencia el desarrollo de eventos tales como el 

envejecimiento celular, apoptosis y/o enfermedades crónico-degenerativas. Por 

otro lado, existen compuestos que forman parte de sistemas de defensa 

antioxidantes los cuales se unen a las ROS para neutralizar su acción oxidante, 

eliminándolas y evitando de esta forma que puedan producir daño a las 
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biomoléculas (Sakihama et al., 2002). Sin embargo, muchos de estos 

antioxidantes pueden convertirse en radicales libres al momento de neutralizar a 

una ROS o bien por producto de su metabolismo, causando ellos mismos un daño 

oxidativo, por lo cual son conocidos como pro-oxidantes (Winterbourn, 2009). 

 

 

Figura 5. Química de las especies reactivas de oxígeno (ROS). Las ROS son generadas por 

una reducción secuenciada del O2 (Tomada de Benezer et al., 2008). 
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Antecedentes 

 

Múltiples estudios han demostrado la capacidad quimioprotectora y de modelación 

del metabolismo por parte del RES en diversos modelos. Wang y colaboradores 

(2004) demostraron el papel potencial del RES en el control de la replicación del 

virus de inmunodeficiencia humana-1 (VIH-1), ya que puede actuar sinérgicamente 

con los fármacos existentes, potenciando su efecto antiviral. Delaporte y Wilkinson 

(1998) demostraron en microsomas humanos incubados con RES, a niveles 

micromolares, que la actividad de los CYP1A2, CYP3A4 y CYP2E1 se incrementó 

moderadamente, además de que indujo la FASE II de biotransformación. Por su 

parte, Boyce y Gooderham (2000) demostraron que la actividad del cis y trans-

RES en células CD2F1 de ratones (de cuatro a seis semanas de edad), causó una 

inhibición casi completa del CYP1A2 que metaboliza el benzopireno. 

 

De igual forma se ha demostrado la capacidad del RES como agente antioxidante, 

Ungvari y colaboradores (2007) demostraron la capacidad del RES para inducir 

resistencia al estrés oxidativo mediante la eliminación de radicales tales como el 

H2O2 y la inducción de enzimas antioxidantes como la glutatión peroxidasa, la 

catalasa y la súper óxido dismutasa (SOD). Alarcón y Villegas (2007) muestran la 

capacidad del RES como eliminador de ROS debido a sus propiedades REDOX y 

su capacidad de deslocalizar los radicales libres. Delmas y sus colaboradores 

(2011) demostraron que el RES y sus metabolitos presentan gran actividad 

antioxidante. Yu y colaboradores (2012) determinan el papel como antioxidante del 

RES principalmente por inhibición de la producción intracelular y extracelular de 

ROS y por estimulación de los genes que codifican para las sirtuinas (SIRT1 a la 

SIRT7). 

 

El RES también ha presentado capacidad antiproliferativa y apoptótica, Lin y Tsai 

(1999), observaron que el RES tiene la capacidad de detener el proceso de 

carcinogénesis, es decir, la iniciación del tumor, promoción y progresión a través 

del bloqueo de la transducción de señales celulares, y la captación de ROS. 
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Nakagawa y colaboradores (2001) demostraron que el RES administrado en dosis 

de 17.12 mg/mL, fue capaz de suprimir el crecimiento de las células de cáncer de 

mama ER-positivas (KPL-1 y MCF-7) y ER-negativas (MKL-F) estimuladas in vitro 

por el ácido linoleico. Matsuoka y colaboradores (2001) analizaron el ciclo en 

cultivo de células de pulmón de hámster chino (CHL) donde el RES causó la 

detención de la fase S y la apoptosis inducida después de un tratamiento de 48 h. 

Por su parte, Aggarwal y colaboradores (2004) demostraron que el RES presenta 

efectos antiproliferativos mediante la inducción de apoptosis en líneas celulares 

cancerosas de diverso origen, tales como las leucemias, de mama, próstata, 

colon, páncreas, de cabeza y cuello. Bhardwaj y colaboradores (2007) 

determinaron la capacidad del RES para inducir apoptosis e inhibir la proliferación 

celular en líneas celulares inducidas con múltiples mielomas. Yun Lin y 

colaboradores (2011) concluyeron que el RES presenta propiedades 

antimutagénicas y anticancerígenas al demostrar que estimula factores que actúan 

como co-activadores al formar complejos con pERK1/2 y p53 e induciendo 

apoptosis en células cancerosas. Szekeres y colaboradores (2011) sintetizaron 

dos compuestos químicos derivados del RES (polimetoxilo y polihidroxilo) los 

cuales inhibieron el crecimiento en células tumorales, así como la actividad de la 

ciclooxigenasa-2 de diferentes melanomas humanos inducidos en un modelo 

murino. Hsieh y colaboradores (2011) determinaron que el RES es capaz de 

regular la proliferación celular y la expresión de genes en cáncer de mama por la 

activación de diferentes vía de señalización principalmente p53. 

 

También existen algunos estudios de toxicidad en donde se evaluó la actividad 

genotóxica del RES, sin embargo dichos estudios han sido aplicados en modelos 

in vitro, tales como el de Yan y colaboradores (2011) quienes mediante el ensayo 

cometa, demostraron que el RES y tres de sus metabolitos (quinolina-4-vinil-

benceno-1,3-diol; 3,5-dimetoxiestiril-quinolina y 3,5- dimetoxiestiril) presentaron 

actividad protectora significativa contra el daño oxidativo al DNA inducido por 

EtOH (100 mM). Por otro lado, Langová y colaboradores (2005) evaluaron el 

efecto antimutagénico del RES contra tres mutágenos diferentes (aflatoxina B1 
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(AFB1), 2-amino-3-metilimidazolquinolina (IQ) y N-nitroso-N-metilurea (MNU)) 

mediante la prueba de Ames encontrando que sólo hubo efecto antimutagénico 

contra los mutágenos indirectos AFB1 y IQ, y no hubo efecto aparente contra el 

mutágeno directo MNU; además, mediante el ensayo de micronúcleos detectaron 

una disminución significativa de mutagénesis para los tres mutágenos. Sgambato 

y colaboradores (2001) determinaron mediante el ensayo cometa la capacidad del 

RES para reducir la fragmentación del DNA nuclear, inducido por estrés oxidativo. 

De Salvia y colaboradores (2002) determinaron que el RES por sí solo no 

presentaba actividad genotóxica, y mediante el ensayo cometa demostraron la 

capacidad del RES para disminuir el daño producido por el H2O2. Uenobe y 

colaboradores (1996) demostraron mediante la prueba Ames el efecto 

antimutagénico del RES contra Trp-P-1. Fu y colaboradores (2004) mediante la 

prueba de Ames, demostraron que el RES (100 µg) inhibió el 42.2% de la 

reversión en Salmonella typhimurium TA100 inducida por el MMS y a 200 µg 

inhibió el 91.8% de las reversiones inducidas por el benzopireno. Hasta el 

momento no existen estudios previos de genotoxicidad por parte del RES en D. 

melanogaster. 

 

Por otra parte, existen estudios de genotoxicidad en la prueba SMART en ala con 

D. melanogaster donde se ha evaluado la actividad de diversos antioxidantes vs. 

el efecto del MMS. Sánchez (2006) valoró el efecto del sulforafano en co-

tratamiento con MMS (0.5 mM) obteniendo una disminuciónen la actividad del 

MMS, concentración-respuesta, lo que indica un efecto protector por parte del 

sulforafano. Arista (2008) evaluó el efecto de la vitamina C (5.6 mM) ante el MMS 

(0.5 mM) también obtuvo una disminución del daño provocado por el MMS en co-

tratamiento con vitamina C y propone que ésta pudo haber inducido reparación del 

daño y apoptosis. Martin (2012) evaluó con SMART en ala, la actividad del 

licopeno (0.45, 0.90, 1.8 µM) vs. el MMS (0.5 mM) obteniendo que dependiendo 

de la cruza, estándar o bioactivación elevada, el licopeno disminuyó o aumentó la 

frecuencia de manchas, respectivamente y alteró la división celular en los 

tratamientos con MMS. 
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Justificación  

 

Dada la situación actual, el crecimiento desmesurado de la población y el 

desarrollo de enfermedades degenerativas como el cáncer, que se presentan con 

mayor frecuencia que antes, causando severos daños y en la mayoría de los 

casos provocando la muerte, se han implementado protocolos para la búsqueda 

de nuevos medicamentos que ayuden a prevenir, controlar e incluso abatir estas 

enfermedades, desarrollando tratamientos tanto químicos como naturales, ejemplo 

de estos últimos es el resveratrol. Como se ha descrito anteriormente, éste 

presenta propiedades anticancerígenas e inclusive puede retrasar el 

envejecimiento por su efecto antioxidante o la inducción de otras respuestas 

celulares; sin embargo, aún no se ha demostrado si presenta propiedades 

antigenotóxicas en sistemas in vivo, además de que tampoco se ha evaluado si 

puede disminuir o aumentar el daño genotóxico de los compuestos con los que se 

asocia. Por todo lo anterior, el presente trabajo pretende contestar a la siguiente 

interrogativa: ¿El resveratrol tendrá efecto antigenotóxico sobre el daño inducido 

por un mutágeno directo y oxidante indirecto (MMS)?, en la prueba SMART en ala 

(ver Anexo 2) que utiliza un modelo in vivo (Drosophila melanogaster) (ver Anexo 

3). 

 

 

Hipótesis 

 

Dado que existen múltiples estudios que demuestran la actividad antioxidante y 

antiproliferativa del RES y si éste protege de la acción del MMS, disminuyendo el 

daño genotóxico en la prueba en ala (SMART) en Drosophila melanogaster Cruza 

Estándar (CE), entonces se reducirá la frecuencia de manchas/ individuo/ 

tratamiento. Además, si el RES es capaz de afectar la división celular, entonces se 

modificará significativamente la distribución acumulada de clones mwh en los 

individuos tratados. 
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Objetivo General 

 

 Evaluar el efecto antigenotóxico del resveratrol en co-tratamiento con MMS, 

en el bioensayo SMART en ala de Drosophila melanogaster (Cruza 

Estándar). 

 

 

Objetivos Particulares 

 

 Determinar la modificación del RES sobre el daño genotóxico producido por 

el MMS 

 

 Determinar la modificación de la división celular en las células de los discos 

imaginales del ala de D. melanogaster tratadas con RES/MMS. 

 

 Comparar el efecto del disolvente utilizado sobre los tratamientos MMS.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
- 25 - 

 

Materiales y Métodos 

 

Químicos 

 

Resveratrol. Donado por la Dra. Ana María García Bores del laboratorio de 

Fitoquímica (UBIPRO) de la FES-Iztacala, UNAM, quien lo aisló de Yucca 

periculosa (Baker); la autenticidad del compuesto fue determinada mediante su 

espectro de resonancia magnética nuclear de protones y 13C (RMNH y RMN13C).  

 

Metil metanosulfonato (MMS) (CAS 66-27-3, pureza 98%, 0.5 mM). Obtenidos de 

Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, EE.UU).  

 

Etanol 1% (EtOH 1%) grado reactivo (CAS 64-17-5, pureza 99%). Obtenido de 

©Merck KGaA (Darmstadt, Alemania). 

 

El Medio Instantáneo Drosophila (DIM, por sus siglas en inglés) se obtuvo de 

Carolina Biological Supply Co (Burlington, North Carolina, EUA). 

 

Para la propagación de las líneas se usaron hojuelas de papa deshidratada 

Maggie®, posteriormente hidratadas con solución conservadora (5 mL de ácido 

propiónico + 5 mL de Tegosept 12%) (Dueñas et al., 2001). 

 

Para la colecta de huevos se utilizó levadura fresca La Florida® activada con 

sacarosa y agua del grifo. 

 

 

Prueba de Mutación y Recombinación Somática (SMART) en ala 

 

Se realizó la cruza estándar con hembras vírgenes flr3/TM3, Bds  de la línea flare 

de D. melanogaster las cuales fueron cruzadas con machos mwh/mwh  de la línea 
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multiple wing hair. Para ello, inicialmente se realizó la propagación de dichas  

líneas en el medio de cultivo con 5 g de hojuela de papa hidratados con 20 mL de 

solución conservadora como bactericida y fungistático y manteniéndolas a una 

temperatura de 25°  2 °C y 65% de humedad relativa (HR) (Dueñas et al., 2001). 

Posterior a esto, se prosiguió con el aislamiento de hembras vírgenes de la línea 

flare obteniendo un total de 200 hembras. Simultáneo a lo anterior se aislaron 

machos de la línea multiple wing hair obteniendo un total de 100 machos. Por 

último, se realizó la cruza teniendo para la cruza Estándar (CE): 200 hembras 

vírgenes flare X 100 machos multiple wing hair manteniéndolos en medio de 

cultivo de hojuela de papa hidratada con solución conservadora a una temperatura 

de 25°  2 °C y 65% de HR. Tres días después de realizar la cruza se prosiguió 

con la colecta de los huevos por 8 h en botellas de cultivo con levadura activada 

con sacarosa a 25°  2 °C y 65% de HR.  

 

 

Tratamientos  

 

Después de 72  4 h se obtuvieron las larvas del tercer estadio de la CE las cuales 

fueron sometidas a los tratamiento con RES a tres concentraciones de 2.5, 10 y 40 

(µg RES/mL etanol) en co-tratamiento con MMS 0.5 mM, respectivamente, y con 

sus correspondientes grupos testigo, para lo cual se utilizaron como testigos 

positivos los tratamiento MMS 0.5 mM + EtOH 1% y MMS 0.5 mM + Agua y como 

testigos negativos EtOH 1%, Agua y los tratamientos RES 2.5, 10 y 40 µg/mL 

(siendo 10 µg/mL la concentración descrita en plasma humano, 40 µg/mL está por 

encima y 2.5 µg/mL por debajo de la descrita en Cottart et al., 2010) + EtOH 1%. 

Todos los tratamientos y testigos fueron realizados en DIM e incubados a 25°  

2°C, 65% de HR, hasta completar su desarrollo. Todos los tratamientos se 

realizaron por triplicado en tres experimentos independientes, sometiendo a las 

larvas a tratamientos crónicos de ~48 h. 
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Análisis al microscopio y conteo de clones por individuo 

  

Después de la emergencia se colectaron los imagos en alcohol 70%; 

posteriormente se eligieron los adultos con alas silvestres y se les disectaron las 

alas para elaborar las preparaciones permanentes, en proporciones iguales de 

hembras y machos; las laminillas se prepararon colocando las alas en un 

portaobjetos con solución de Entellan® con un cubreobjetos y peso suficiente, por 

tres días, para aplanarlas. Se etiquetaron las preparaciones con un código que 

evitara el análisis prejuiciado de las manchas en las alas. 

 

Las alas fueron analizadas usando un microscopio óptico a 40x, tanto en la 

superficie ventral como en la dorsal, registrándose el número y tipo de mancha o 

clones de células mutantes presentes (Graf et al., 1984). Se contaron las manchas 

simples (clones mwh o clones flr
3
) o gemelas (clones mwh adyacentes a los 

clones flr3) (ver Anexo 4). Fueron revisados de 58 a 60 individuos por tratamiento, 

puesto que, de acuerdo con Frei y Würgler (1995), es recomendable un mínimo de 

55 individuos para que los resultados sean estadísticamente significativos. 

 

 

Estadístico SMART 

 

Para determinar si los resultados de los diferentes tratamientos tienen significancia 

estadística se comparó la frecuencia de todos los tipos de manchas en las alas de 

las moscas que emergieron de los tratamientos y co-tratamientos vs el testigo 

correspondiente, de acuerdo con Graf et al. (1984); Frei y Würgler (1995). El 

análisis estadístico se realizó con el programa para PC SMART vs. 2, que evalúa 

con una regla de decisión múltiple basada en Ji2 para proporciones (Frei y 

Würgler, 1988) a p < 0.05. Este análisis permite decidir si la frecuencia de 

manchas inducidas en los tratamientos indican resultados positivos, débiles 

positivos, negativos o indecisos basándose en las siguientes hipótesis: 
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 Hipótesis nula (Ho): Indica que la frecuencia de mutaciones inducidas y 

espontáneas de manchas/ individuo/ tratamiento no es significativamente 

mayor a la frecuencia del testigo negativo. 

 Hipótesis alternativa (Ha): Señala que la frecuencia de las manchas/ 

individuo/ tratamiento inducidas sea “m” veces mayor que la frecuencia del 

testigo negativo (Graf et. al., 1984), donde “m”, es el factor de multiplicación 

el cual indica cuántas veces se incrementa el número de eventos de los 

tratamientos con respecto al testigo para considerar una respuesta positiva. 

 

Para lo anterior se tiene que, las manchas pequeñas (1-2 células) son más 

comunes, por lo que su frecuencia es mayor a la de manchas grandes (más de 3 

células) y manchas gemelas, así que en el software se analizan por separado para 

evitar una sobre estimación de la inducción de las manchas menos comunes. De 

esta manera, para considerar un incremento significativo en la frecuencia de 

manchas pequeñas y totales (que se obtiene de la suma de todas las manchas) se 

utiliza m = 2, mientras que para las manchas grandes y gemelas m = 5. Por ende 

son posibles las siguientes cuatro decisiones (Frei y Würgler, 1995): 

 

 Aceptar Ho y rechazar Ha: negativo 

 Rechazar Ho y aceptar Ha: positivo 

 Rechazar Ho y rechazar Ha: indeciso 

 Aceptar Ho y aceptar Ha: débil positivo 

 

Los resultados débiles positivos e indecisos fueron analizados con la prueba no 

paramétrica U de Mann-Whitney-Wilcoxon la cual considera la variabilidad 

individual, en el programa STAT graphics versión 6.0 a p < 0.05 (Frei y Würgler, 

1995).  

 

Para determinar la diferencia estadística de la distribución del tamaño de los 

clones mwh se utilizó la prueba no paramétrica de Kolmogorov-Smirnov a p < 0.05 



 
- 29 - 

 

para medir el grado de concordancia entre dos distribuciones (Graf et al., 1984), 

comparando las frecuencias acumuladas entre las distribución de clones mwh para 

los tratamientos vs. los testigos correspondientes. 
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Resultados y Discusión 

 

Debido a que se ha reportado que el MMS causa  bajos niveles de estrés oxidativo 

por la presencia de •OH y H2O2, en respuesta al daño en el DNA (Rowe et al., 

2008), se propuso en este trabajo evaluar si el RES podría provocar una 

disminución en la genotoxicidad del MMS provocada por alquilación y/o estrés 

oxidativo, dadas las evidencias de su efecto antioxidante, antiproliferativo o 

apoptótico. En la Tabla I se presentan los resultados obtenidos después de 

analizar las frecuencias de manchas por individuos con los estadísticos descritos 

(Frei y Würgler, 1988, 1995).  

 
Tabla I. Resumen de resultados obtenidos con SMART en ala de Drosophila en la progenie con 
fenotipo silvestre después de alimentar crónicamente larvas de (72 ± 4 h) con RES (2.5, 10, 40 
µg/mL), solo o en co-tratamiento con MMS (0.5 mM). Como testigos negativos se usaron EtOH 1% y 
Agua miliQ. 
 

Tratamiento 
(Concentración) 

(µg/mL) 

No. de 
individuos 

Manchas por individuo (número de manchas) diagnóstico estadístico*
 

Manchas 
pequeñas 

(1-2 células) 
m = 2 

Manchas 
grandes 

(> 2 células) 
m = 5 

Manchas 
gemelas 

m = 5 

Manchas totales 
m = 2 

Cruza Estándar 

A              
EtOH 1% 58 0.76 (44)  0.05 (3)  0.00 (0)  0.81 (47)  

Agua 58 0.45 (26) - 0.07 (4) - 0.00 (0) - 0.52 (30) - 

RES2.5 59 0.69 (41) - 0.25 (15) + 0.00 (0) - 0.95 (56) - 

RES10 58 0.50 (29) - 0.09 (5) - 0.00 (0) - 0.59 (34) - 
RES40 60 0.45 (27) ↓ 0.10 (6) - 0.00 (0) - 0.55 (33) - 

B              
Agua 58 0.45 (26)  0.07 (4)  0.00 (0)  0.52 (30)  

EtOH 1% 58 0.76 (44) + 0.05 (3) - 0.00 (0) - 0.81 (47) + 

C              
Agua/MMS 60 6.75 (405)  5.88 (353)  0.72 (43)  13.35 (801)   
EtOH/MMS 59 9.46 (558) + 7.20 (425) - 1.07 (63) + 17.73 (1046) + 

D              
EtOH/MMS 59 9.46 (558)  7.20 (425)  1.07 (63)  17.73 (1046)  
RES2.5/MMS 59 8.41 (496) - 6.10 (360) - 0.92 (54) - 15.42 (910) - 
RES10/MMS 60 8.90 (534) - 7.58 (455) - 1.22 (73) - 17.70 (1062) - 
RES40/MMS 60 8.05 (483) - 6.68 (401) - 0.70 (42) - 15.43 (926) - 

 
*Diagnóstico estadístico de acuerdo con Frei y Würgler (1988, 1995) comparados con su testigo 
correspondiente: -, negativo;+, positivo; ↓, disminución significativa, (p < 0.05); m, factor de 

multiplicación de riesgo mínimo para asignar un resultado positivo. 
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Testigos negativos (disolventes) 

 

Al comparar los disolventes EtOH vs. Agua el resultado fue negativo para los tres 

tipos de manchas (Tabla 1-A), sin embargo al compararlos de manera inversa los 

resultados indicaron un efecto genotóxico del EtOH 1% evidenciado por el 

aumento en manchas pequeñas y totales (Tabla 1-B; Figura 6), este resultado 

coincide con los datos obtenidos por Gonthier y colaboradores (2012), quienes 

reportaron que el EtOH (20 mM) a una concentración menor a la utilizada en este 

estudio incrementa el estrés oxidativo y potencializa el daño al aumentar la 

concentración de ROS, obteniendo un aumento del daño genotóxico en cultivos de 

astrocitos de rata. Sin embargo, en estudios previos en SMART realizados en el 

Laboratorio de Genética Toxicológica de la FESI, el EtOH 1% no había presentado 

este efecto genotóxico; debido a que se trabajó bajo las mismas condiciones 

experimentales que en las ocasiones precedentes, con las mismas líneas, con el 

mismo protocolo de seguridad y con las mismas precauciones; además de que la 

concentración de EtOH 1% fue la misma y el mismo grado reactivo, este resultado 

resulta inexplicable por el momento. De igual manera, en la distribución del 

tamaño de los clones mwh hubo una diferencia significativa entre ambos 

disolventes, lo que indica que el EtOH 1% tuvo efecto sobre la división celular, con 

mayor número de manchas pequeñas que de acuerdo con Graf et al. (1984) son 

indicación de daño tardío o aneuploidía (Figura 7). 
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Figura 6. Frecuencia de manchas pequeñas, grandes, gemelas y totales por individuo de los testigos 

negativos (p < 0.05). Donde: ( ) estadísticamente significativo. 

 

 

Figura 7. Distribución acumulada del tamaño de los clones mwh de los testigos negativos (p < 0.05). Las 

clases del tamaño de los clones mwh son: 1, 2, 3-4, 5-8, 9-16, 17-32, 33< células, que indican los eventos 

de división celular de los discos imaginales de las alas. Donde ( ) estadísticamente significativo. 
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Testigos positivos (mutágeno + disolvente) 

 

Al comparar los testigos EtOH/MMS vs. Agua/MMS se obtuvieron resultados 

débiles positivos (w) para manchas pequeñas, gemelas y totales los cuales fueron 

comprobados con la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney-Wilcoxon, a p < 

0.05 (Tabla 1-C). Por lo anterior, se demostró que al diluir el MMS con EtOH 1% 

aumentó el efecto genotóxico del alquilante (Figura 8), lo cual podría explicarse, 

por un efecto del disolvente, el cual presenta un carácter menos polar que el agua 

(polaridad del agua 10.2 vs. polaridad del EtOH 4.3) lo que permitiría que el EtOH 

hubiera facilitado la entrada de éste al interior de las células aumentando su 

biodisponibilidad; o bien, por un daño acumulado y provocado por ambos 

compuestos de manera independiente. Como se mostró anteriormente, el EtOH 

1% también presentó actividad genotóxica, generando un aumento en la 

frecuencia de manchas, comparado con el Agua. Martin (2012) obtuvo un aumento 

semejante al usar acetona 2% como diluyente del MMS, lo que indica que la 

actividad genotóxica del MMS se ve afectada en gran medida por el disolvente 

utilizado, lo que puede potencializar el daño a las células producido por este 

agente, como demostraron Mangal y colaboradores (2009) con el DMSO. Sin 

embargo, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas al 

comparar entre sí la correspondiente distribución del tamaño de los clones mwh 

(Figura 9) por lo que se deduce que la división celular en los discos imaginales se 

comportó de manera similar bajo los tratamientos con cualquiera de los 

disolventes usados para administrar el MMS.  
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Figura 8. Frecuencia de manchas pequeñas, grandes, gemelas y totales por individuo de los testigos 

positivos (p < 0.05). Donde: ( ) estadísticamente significativo. 

 

 

Figura 9. Distribución acumulada del tamaño de los clones mwh de los testigos positivos (p < 0.05). Las 

clases del tamaño de los clones mwh son: 1, 2, 3-4, 5-8, 9-16, 17-32, 33< células, que indican los eventos 

de división celular de los discos imaginales de las alas. 
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Tratamientos resveratrol 

 

Al comparar los tres tratamientos RES (2.5, 10 y 40 µg/mL) con el testigo EtOH 

1% (Tabla 1-A; Figura 10) se obtuvo que el tratamiento RES2.5, fue positivo para 

manchas grandes, lo que significa un daño temprano en las células de los discos 

imaginales de las alas (Graf et al., 1984) que podría derivar de un efecto inicial 

pro-oxidante propiciado por dicha concentración, coincidiendo con lo propuesto 

por Alarcón y Villegas (2007) y Delmas et al. (2011), quienes reportan que el RES 

genera ROS como producto de su metabolismo (Figura 2, incisos b-e). Sin 

embargo, al hacer la comparación estadística con el programa SMART inverso con 

el testigo EtOH 1% vs. Tratamientos RES, se demostró que existe una tendencia 

dependiente de la dosis a disminuir las frecuencias de las manchas en RES2.5 y 

RES10, y sólo es significativa en el tratamiento RES40 para manchas pequeñas, 

lo cual no se reflejó para manchas totales (Tabla I-A). Esto de acuerdo con Graf et 

al. (1984) podría ser resultado de aneuploidías, del efecto tardío de uno o más 

metabolitos secundarios, del aumento de ROS o de un arresto del ciclo celular 

inducido por parte del RES como lo reportan en su momento, Bhardwaj y 

colaboradores (2007), Aggarwal y colaboradores (2004) y el equipo de Hsieh 

(2011), lo que hubiera evitado que la célula siguiera dividiéndose. También podría 

ser resultado de eventos apoptóticos, debidos al aumento en la concentración del 

RES, ya que éste puede tener mayor efecto a mayor concentración. Este efecto 

tardío coincidiría con Asensi y colaboradores (2002) quienes reportan que la 

capacidad anticancerígena potencial del RES está limitada por su baja 

biodisponibilidad.  

 

También es probable que esta disminución en la frecuencia de manchas pequeñas 

tenga relación con sistemas de reparación del daño propios del organismo los 

cuales fueran inducidos por efecto del RES, como lo reportan Yun Lin y 

colaboradores (2011) y Hsieh y colaboradores (2011) quienes determinan la 

capacidad del RES de activar a p53, induciendo de esta forma la detención del 

ciclo celular (arresto) o apoptosis. 
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Sin embargo, también es posible que dicho efecto tardío no tuviera relación con la 

capacidad antioxidante del RES, ya que se ha reportado en modelos murinos, así 

como en estudios de farmacocinética en humanos, que el RES se metaboliza en 

menos de 8 h (Wenzel et al., 2005; Cottar et al., 2010, Delmas et al., 2011), por lo 

que podría deberse a otras razones. Por último, se puede explicar dicha 

disminución por una alteración tardía en la dinámica de la división celular en los 

discos imaginales de las alas, ya que en los resultados de la comparación en la 

distribución acumulada del tamaño de los clones mwh, los tratamientos RES10 y 

RES40 fueron significativamente diferentes con respecto a la del testigo EtOH 1% 

(Figura 11).  

 

Todo lo anterior, apoya la propuesta de un efecto apoptótico del RES, como ya se 

ha reportado en otros modelos (Cal et al., 2003; Aggarwal et al., 2004; Yun Lin et 

al., 2011). Esto último no puede ser demostrado con este bioensayo, pero sugiere 

la pertinencia de evaluarlo en el futuro, bajo las mismas condiciones determinando 

la expresión de genes de apoptosis, como las caspasas 9 y 3. 
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Figura 10. Frecuencia de manchas pequeñas, grandes, gemelas y totales por individuo de los tratamientos 

RES (2.5, 10 y 40 µg/mL) comparados con el testigo negativo (p < 0.05). Donde: ( ) estadísticamente 

significativo, (    ) estadísticamente significativo hacia abajo al hacer la comparación inversa. 

 

Figura 11. Distribución acumulada del tamaño de los clones mwh de los tratamientos RES (2.5, 10 y 40 

µg/mL) comparados con el testigo negativo EtOH 1% (p < 0.05). Las clases del tamaño de los clones mwh 

son: 1, 2, 3-4, 5-8, 9-16, 17-32, 33< células, que indican los eventos de división celular de los discos 

imaginales de las alas. Donde: ( ) estadísticamente significativo. 
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Co-tratamientos RES/MMS 

 

Al comparar las frecuencias de las manchas y la distribución de los clones mwh 

entre los co-tratamientos RES (2.5, 10 y 40 µg/mL)/MMS y el testigo EtOH/MMS 

(Tabla 1-D; Figuras 12 y 13), no se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas entre ninguna concentración y para ningún tipo de mancha. Por lo 

tanto, no se demuestra efecto alguno por parte del RES, a las concentraciones 

utilizadas, con respecto al efecto del MMS. Estos resultados no concuerdan con 

los obtenidos por Fu y colaboradores (2004) quienes demostraron en la prueba de 

Ames que el RES pudo suprimir la inducción de mutaciones inducidas por el MMS.  

Por el contrario, Langová y colaboradores presentan resultados parecidos en 

estudios de genotoxicidad in vitro utilizando la prueba de Ames (que trabaja con 

Salmonella typhimurium que es un organismo procarionte, unicelular carente de 

metabolismo xenobiótico a diferencia de D. melanogaster que es un organismo 

eucarionte pluricelular con metabolismo xenobiótico propio) donde se señala que 

el RES tuvo efecto significativo solamente contra los mutágenos indirectos 

aflatoxina B1 (AFB1), 2-amino-3-metilimidazolquinolina (IQ). Sin embargo, para el 

mutágeno directo que utilizaron, N-nitroso-N-metilurea (MNU), no hubo efecto del 

RES, coincidiendo con este trabajo. Dado que el MMS también actúa de manera 

directa, en este bioensayo el RES no contrarrestó el efecto genotóxico de este 

mutágeno, ni su efecto oxidante indirecto. 

  

Dado lo anterior, se propone que si el RES tiene efecto antigenotóxico, como lo 

sugieren los resultados de los tratamientos RES10 y RES40 (Figura 10 y 11), éste 

no fue suficiente para contrarrestar los efectos genotóxicos que se derivaron del 

tratamiento con el MMS. Asumiendo un rápido metabolismo del RES que hubiera 

tenido efecto al inicio del tratamiento, se habría encontrado una disminución 

significativa de las manchas grandes que fuera dependiente de la concentración. 

Esto último no se obtuvo para los cotratamientos con MMS, donde se esperaba un 

comportamiento similar al que se observa con los tratamientos RES donde se ve 

una tendencia a disminuirlas (Tabla I-A). La hipótesis de protección del RES al 
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efecto del MMS tendría que ser demostrado con otro bioensayo donde se 

demostrara un efecto protector contra el daño directo producido por el MMS y su 

consecuente producción de ROS. 

 

 

 

Figura 12. Frecuencia de manchas pequeñas, grandes, gemelas y totales por individuo de los co-

tratamientos RES/MMS (2.5, 10 y 40 µg/mL) comparadas con el testigo EtOH/MMS (p < 0.05). 
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Figura 13. Distribución acumulada del tamaño de los clones mwh de los co-tratamientos RES/MMS (2.5, 

10 y 40 µg/mL) comparadas con el testigo EtOH/MMS (p < 0.05). Las clases del tamaño de los clones mwh 

son: 1, 2, 3-4, 5-8, 9-16, 17-32, 33< células, que indican los eventos de división celular de los discos 

imaginales de las alas. 

 

Todo lo anterior indica que si bien, el RES no presentó algún tipo de efecto 

protector, tampoco provocó un aumento al administrarse junto con un compuesto 

genotóxico. Para explicar lo anterior se considera que el potencial antigenotóxico 

del RES se ve altamente afectado por su biodisponibilidad en el organismo, puesto 

que es dependiente de la dosis y del disolvente utilizado, ya que la mayor cantidad 

de estudios utilizan como principales solventes el dimetil sulfóxido (DMSO) y el 

EtOH 0.025 a 0.1% lo cuales favorecen la distribución y biodisponibilidad del trans-

resveratrol y cis-resveratrol; sin embargo, el EtOH disminuye la capacidad 

antiproliferativa del RES, aunque no inhibe el efecto en contra de la proliferación 

de células cancerosas (Delmas et al., 2011). Como se comentó anteriormente, el 

efecto del RES en modelos in vitro ha comprobado su potencial como antioxidante 

y antiproliferativo; los resultados de este trabajo in vivo, coinciden con parte de los 

resultados de Sloan y colaboradores (2012). Estos autores evaluaron el efecto 

antitumoral del RES en modelos de cáncer de ovario NuTu-19 in vitro, obteniendo 
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resultados positivos y con los mismos parámetros en modelos de rata in vivo no 

observaron ningún efecto aparente del RES. Lo que sugiere que, si bien, el RES 

es ampliamente conocido por sus propiedades antioxidantes, antimutagénicas y 

antiproliferativas que ha presentado en modelos in vitro, dichas propiedades 

pueden variar en modelos in vivo, donde no se toman en cuenta todos los 

procesos biológicos a los que están sometidos los compuestos in vivo tales como 

el metabolismo o los procesos homeostáticos propios de los organismos. En este 

trabajo se propone que quizá por esta razón el efecto del RES no presentó 

disminución del daño genotóxico producido por el MMS. Aunado a lo anterior, 

diversos estudios han reportado que el RES presenta múltiples moléculas blanco, 

además de que es capaz de activar múltiples vías de transducción de señales y 

desembocar diferentes tipos de respuesta, lo que podría haber reducido la 

probabilidad de que pudiera contrarrestar el daño producido por el MMS. 

 

Por lo anterior, son recomendables más estudios encaminados al ámbito de la 

quimioprevención, los cuales además de ayudarnos a conocer el efecto y la forma 

en que actúan los compuestos en sistemas in vitro, también nos ayuden a 

entender el papel que juegan estos últimos compuestos en modelos in vivo, para 

que de esta manera puedan ser aplicados de forma segura y confiable en las 

poblaciones humanas. Por ello con respecto a este trabajo es recomendable 

continuar con más investigaciones, utilizando los mismos parámetros pero 

aumentando las concentraciones, lo que nos permitiría demostrar con claridad si 

verdaderamente el RES es capaz de inhibir la acción de este tipo de compuestos 

genotóxicos y si dichas concentraciones pueden presentar efectos genotóxicos en 

modelos in vivo.   
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Conclusiones  

 

 

 El resveratrol no disminuyó ni aumentó el daño producido por el MMS en la 

Cruza Estándar de la prueba en ala (SMART) en Drosophila melanogaster 

con ninguna de las concentraciones utilizadas.  

  

 Los tratamientos RES/MMS no modificaron la división celular en las células 

de los discos imaginales del ala de D. melanogaster, en ninguna de las 

concentraciones utilizadas. 

 

 El tratamiento RES2.5 provocó un aumento en la frecuencia de manchas 

grandes, por lo cual se le atribuye un efecto genotóxico temprano, que 

podría deberse a un efecto pro-oxidante. 

 

 El tratamiento RES40 provocó una disminución en la frecuencia de 

manchas pequeñas con respecto a la tasa espontánea de mutación y 

recombinación. 

 

 Los tratamientos RES10 y RES40 tuvieron efecto en la distribución del 

tamaño de los clones mwh, lo cual indica una modulación en el ciclo 

celular, lo que podría deberse a un efecto apoptótico en las células de los 

discos imaginales de las alas. 

 

 El MMS causó mayor daño genotóxico al disolverlo en EtOH 1%. 
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Anexos 

 
 

Metabolismo de xenobióticos 

 

 

Los organismos están expuestos a diferentes sustancias químicas externas 

denominadas xenobióticos, que una vez que el organismo se expone a ellas 

pueden amenazar su equilibrio funcional. En general, los compuestos pueden ser 

absorbidos por difusión a través de la piel, o atravesar la membrana de las células 

pulmonares o del tracto gastrointestinal. La constante exposición a este tipo de 

sustancias, de origen ajeno al organismo (xenobióticas), podría resultar en una 

acumulación dentro del mismo, a menos que se presente un sistema eficaz que 

pueda metabolizarlas y posteriormente eliminarlas. Para que una sustancia 

xenobiótica pueda ser eliminada del organismo se requiere, en primera instancia, 

que sea soluble en agua, para que de esta forma pueda ser expulsada por medio 

de la orina, el sudor y las heces, que son las rutas de eliminación más frecuentes 

en vertebrados (Omiecinski et al., 2011). Sin embargo, algunos compuestos 

hidrosolubles que se encuentran en los fluidos de excreción pueden ser difundidos 

nuevamente hacia las membranas de algunos tejidos y en consecuencia sus 

metabolitos secundarios pueden ser reabsorbidos por el organismo, lo que dejaría 

aparentemente una acumulación de ellos dentro del mismo. Si la concentración 

dentro del organismo es excesiva, conllevará un riesgo para las funciones de las 

biomoléculas que actúen en su entorno, lo que resultaría en un mal 

funcionamiento de un órgano, tejido, sistema, etc., a su vez interfiriendo en las 

reacciones bioquímicas que en ellos ocurren (Castell, 2005). 

 

Los organismos tienen un sistema metabólico eficaz que convierte las sustancias 

xenobióticas hidrofóbicas en metabolitos hidrosolubles capaces de ser excretados 

por las vías de eliminación. A esta actividad bioquímica se le denomina 

metabolismo xenobiótico, el cual se ha dividido a su vez en tres grandes grupos de 
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actividad enzimática: reacciones de Fases I, II y III (Omiecinski et al., 2011) 

(Figura 14). 

 

 

Figura 14. Reacciones del metabolismo xenobiótico 

 

En general las reacciones de la FASE I, modifican la estructura química de la 

molécula, por introducción de grupos funcionales como son el hidroxilo, el amino y 

el carboxilo, entre otros, haciéndola más polar. La oxidación es la reacción más 

importante de la FASE I sin embargo, también se puede obtener una mayor 

polaridad de la sustancia xenobiótica por procesos de hidrólisis. En general estas 

reacciones están mediadas por un sistema de oxidación compuesto 

principalmente por una familia de enzimas mono-oxigenasas denominadas 

citocromos P450 (CYP450s) (Maréchal et al., 2008), la cual requiere del cofactor 

NADPH como donador inicial de electrones y oxígeno molecular como oxidante 

(Anzenbacher y Anzenbacherová, 2001). 

 

Las reacciones de la FASE II, se conocen como de conjugación, puesto que 

involucran la adición de grupos endógenos que generalmente son de carácter 

polar, y se encuentran altamente disponibles por parte del organismo, 

Reacciones 

TIPO III 
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confiriéndole de esta forma un carácter más hidrosoluble a las sustancias 

xenobióticas (Plant, 2003). Estos grupos endógenos son adicionados a los grupos 

funcionales de las sustancias xenobióticas que fueron transformadas en la FASE I. 

Los resultados finales son moléculas polares y de carácter hidrosoluble, lo que 

facilita su excreción al disminuir su carácter hidrofóbico. Este tipo de reacciones 

metabólicas requieren de un gasto energético mayor para la formación de los 

enlaces químicos; por lo cual, aparte de requerir de ciertos cofactores que 

permitan la conjugación, también es necesario el uso de moléculas de alta 

energía, como el ATP (Rebbeck, 1997).  

 

Después de las reacciones de FASE II, los conjugados de xenobióticos pueden 

sufrir aún más modificaciones, estos compuestos pueden ser hidrolizados o sufrir 

más modificaciones (Plant, 2003). En la FASE III del metabolismo los conjugados 

y sus metabolitos pueden ser excretados desde las células, con los grupos 

aniónicos actuando como marcadores de afinidad para una serie de 

transportadores de membrana, éstas proteínas son miembros de la familia de 

transportadores transmembrana que unen ATP y pueden catalizar el transporte 

dependiente de ATP de una estrecha variedad de aniones hidrofóbicos, y así 

actuar para extraer productos de la fase II hacia el medio extracelular, donde 

pueden ser posteriormente metabolizados o excretados (Maréchal et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
- 57 - 

 

Prueba SMART en ala 

 

 

La prueba de mutación y recombinación somáticas (SMART) ha brindado grandes 

ventajas puesto que se trata de un ensayo que evalúa una sola generación in vivo, 

utilizando marcadores recesivos que se expresan en la superficie de los ojos o de 

las alas de las moscas adultas (Graf et al., 1998). Según lo propuesto por Graf et 

al. (1984) “esta técnica se basa en la pérdida de heterocigosis de genes 

marcadores mediante un tratamiento con compuestos genotóxicos que afecta 

directamente a las células de los discos imaginales de las larvas, los cuales 

conducen a la formación de un clon de células mutadas que después de la 

eclosión del imago se expresan como manchas en los ojos o en las alas”  

En el ensayo en ala se utilizan dos marcadores que afectan a los tricomas del ala: 

mwh (multiple wing hair) que es una mutación recesiva homocigótica viable, 

localizada en el brazo izquierdo del cromosoma 3 (3-0.3), el marcador mwh 

determina la presencia de más de un tricoma por células en las alas; y el marcador 

flr3 (flare) que es una mutación recesiva que afecta la forma de los tricomas, 

localizado en el brazo izquierdo del cromosoma 3 (3-3.38), el marcador flare 

provoca la alteración del mismo, dándole un aspecto de flama o roseta.  

 

Las líneas flare y Oregón-flare también presentan el marcador Beaded Serratia 

(Bds), que es un marcador dominante que en condición homocigota es letal, se 

localiza en el cromosoma 3 (3-92.5), se expresa con el fenotipo alas aserradas y 

se utiliza para reconocer a las líneas. Además cuentan con las inversiones 

In(3LR)TM3 (Inversión (3 left, right) Third Multiple 3), que presenta tres 

inversiones, dos paracéntricas (L y R) y una pericéntrica (L+R), que es un 

cromosoma balanceador de los marcadores flare3 y Bds, e impide recuperar 

eventos no deseables, producto de la recombinación meiótica y permiten 

mantener las líneas con los marcadores letales en heterocigosis (Graf et al., 

1998).  
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Además de los marcadores mencionados (todos localizados en el cromosoma 3) 

para la línea Oregon-flare ésta presenta los cromosomas 1 y 2 de la línea Oregon 

Resistent OR(R) resistente a pesticidas. Donde se localizan los genes Cyp6a8 y 

Cyp6a9 (cromosoma 1) y Rst(2)DDT (Cyp6g1) y Cyp6a2 (cromosoma 2) 

relacionados con el metabolismo xenobiótico; de tal manera que se producen las 

proteínas CYP450s en cantidades altas (Daborn et al., 2002)   

 

Este ensayo es capaz de detectar simultáneamente mutaciones génicas y 

cromosómicas en las células somáticas, representadas por eventos 

aneuploidogénicos, clastogénicos y/o recombinación, los cuales son producidos 

por una gran variedad de alteraciones, incluidas mutaciones puntuales, 

deleciones, recombinación somática, pérdida de un cromosoma y no disyunción, 

en individuos transheterocigóticos y heterocigotos (Graf et al., 1984). Si durante el 

desarrollo ocurren este tipo de alteraciones, pueden originarse clones mutantes 

que en los adultos se expresarán como manchas; el tipo y tamaño de mancha es 

indicativo del evento genético que le dio origen: la presencia de manchas 

pequeñas (de una a dos células) o manchas grandes (más de dos células) puede 

ser indicativo de mutaciones puntuales, deleciones, pérdida cromosómica y no 

disyunción, mientras que, las manchas gemelas (presencia de clones mwh y flr3 

adyacentes) son indicativas de que ocurrió la recombinación somática. El 

diagnóstico para conocer el tipo de alteración presente y la cantidad de cambios, 

se basa en la comparación del tipo y la frecuencia de las manchas presentes, 

respectivamente (Graf et al., 1984).  

 

En esta prueba se utilizan dos cruzas, la estándar (CE), con niveles regulados de 

CYP450s y la cruza de bioactivación elevada (CBE), con niveles altos de estas 

enzimas. En Drosophila melanogaster el sistema SMART (Somatic Mutation and 

Recombination Test) permite establecer los efectos mutacionales y 

recombinogénicos inducidos por diversos compuestos (Guzmán y Graf, 1995), en 

este caso por el metil metanosulfonato (MMS) en co-tratamiento con el 

Resveratrol. 
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Drosophila melanogaster 

 

La mosca de la fruta, Drosophila melanogaster, ofrece importantes ventajas como 

sistema de prueba eucariótico in vivo. Este organismo ha sido muy utilizado en 

estudios de toxicología sobre varios compuestos y mezclas (Pandey y Nichols, 

2011). Drosophila melanogaster, también conocida como la mosca de la fruta o del 

vinagre, es un insecto díptero holometábolo, este modelo es utilizado 

extensamente en experimentos de genética, ya que posee un número de 

cromosomas reducido (4 pares) los cuales se encuentran totalmente secuenciados 

(FlyBase, 2012), y un ciclo de vida corto (10-12 días a 25°C ) (Figura 15). 

Aproximadamente el 61% de los genes de enfermedades humanas tienen 

homología a los de Drosophila y el 25.5% de sus proteínas son similares, en 80% 

de su secuencia, a las de los mamíferos (Celniker y Rubin, 2003). Las 

características principales del ciclo de vida de Drosophila melanogaster son un 

periodo de embriogénesis muy rápido (24 h después de la fertilización) seguido de 

un crecimiento larval que consta de tres estadios antes de presentar una 

metamorfosis donde emerge el imago, que posteriormente extenderá sus alas y se 

volverá sexualmente activo, siendo esta su etapa adulta (James et al., 2005).  

 

Uno de los procesos principales que se producen durante el desarrollo de la larva 

es el crecimiento de los discos imaginales que provienen de invaginaciones de la 

epidermis embrionaria que se desarrollan en un estadio evolutivo intermedio. 

Después de que las larvas presentan metamorfosis los discos imaginales se 

diferencian y se transforman en las estructuras adultas como apéndices, ojos, 

antenas, alas aparato bucal y genitales (James et al., 2005). 
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Figura 15. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster.                                                                                   

(Tomada de Drosophila Genetics and Epigenetics, 2012)  

 

 

Eventos de pérdida de heterocigosis  

 

 

El fundamento de la prueba SMART en ala está basado en “la pérdida de 

heterocigosis de genes marcadores mediante un tratamiento con compuestos 

genotóxicos que afecta directamente a las células de los discos imaginales de las 

larvas, los cuales conducen a la formación de un clon de células mutadas que 

después de la eclosión del imago se expresan como manchas en los ojos o en las 

alas” ocasionada por la actividad genotóxica de compuestos que inducen eventos 

genéticos como: mutación puntual, delecion, recombinaciones somáticas y no 

disyunción (Figura 16) (Graf et al., 1984). 
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   1ª Célula             Mitosis            2ª Célula                                        Clones resultantes 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Eventos genéticos que conllevan a la pérdida de heterocigosis de los genes 

marcadores flr
3
 y mwh y su consiguiente expresión fenotípica. 
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Figura 16 (Continuación). Eventos genéticos que conllevan a la pérdida de heterocigosis de 

los genes marcadores flr
3
 y mwh y su consiguiente expresión fenotípica. 
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