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EVALUACIÓN DEL EFECTO DEL LICOPENO SOBRE METIL 

METANOSULFONATO Y PERÓXIDO DE HIDRÓGENO EN SMART EN ALA DE 

Drosophila melanogaster (CRUZA BE). 

Resumen 

Los seres vivos están expuestos a diversos agentes físicos y químicos, que 
pueden llegar a provocar daños tóxicos y/o genotóxicos. Los efectos genotóxicos: 
mutagénicos, recombinogénicos y clastogénicos de diversos agentes se estudian 
ampliamente, pero es importante encontrar compuestos que inhiban, retarden, 
reviertan o prevengan estos daños. Los alimentos componentes de la dieta, 
pueden ser pieza clave para revertir el daño producido por la exposición a 
cancerígenos y por activación/desintoxicación de agentes químicos. Es el caso del 
licopeno (LYCO), β-caroteno acíclico con actividad antioxidante y propiedades 
antiproliferativas. El objetivo de este trabajo fue evaluar con SMART en ala de 
Drosophila melanogaster, Cruza Bioactivación Elevada (CBE), con expresión alta 
de CYP450s, el pre-tratamiento LYCO con el pos-tratamiento MMS o H2O2, para lo 
cual se propagaron las líneas Oregon-flare y multiple wing hairs; se realizó la CBE 
con hembras vírgenes Oregon-flare y machos multiple wing hairs. A larvas de 72 ± 
4 h, se les aplicaron pre-tratamientos de 6 h con LYCO (0.45, 0.9 y 1.8 µM), agua 
miliQ y acetona (2% v/v)/hexano (0.17µL/mL) en oscuridad y 25°C. Las larvas pre-
tratadas se trasvasaron a tubos con 0.5 g de Medio Carolina y 2 mL de MMS 
(0.5mM) o agua miliQ. Se colectaron ~55 imagos/tratamiento en EtOH 70%. Se 
hicieron preparaciones permanentes con alas silvestres y se revisaron a 40x. Con 
el PC SMART se evaluaron estadísticamente las frecuencias de las manchas por 
individuo. Los resultados débiles o indecisos se analizaron con la prueba U de 
Mann-Whitney-Wilcoxon y la frecuencia acumulada de la distribución de clones 
mwh con la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Los resultados indicaron que el LYCO 
no disminuyó el daño provocado por el MMS, ni el H2O2. Los tratamientos LYCO 
0.9 y 1.8 µM/MMS, Act-Hex/MMS y LYCO 0.45 y 0.9 µM/H2O2 incrementaron el 
daño con respecto a los tratamientos con Act-Hex. Los tratamientos Act-Hex/MMS, 
LYCO 0.9 µM/agua, LYCO 0.45, 0.9 y 1.8 µM/MMS, LYCO 0.45, 0.9 y 1.8 µM/H2O2 

afectaron la división celular. 

 

Palabras clave: Drosophila melanogaster, licopeno, metil metanosulfonato, 
peróxido de hidrógeno, SMART. 
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INTRODUCCIÓN 

Los seres vivos en la actualidad están expuestos a diversos agentes físicos y 

químicos, que en algunos casos pueden provocar daño tóxico y/o genotóxico. 

Estos agentes son los llamados xenobióticos, es decir, agentes extraños al cuerpo. 

El crecimiento vigoroso de la industria y el desarrollo de la civilización humana, 

produce un incremento en mutaciones genéticas y un alto riesgo de padecer 

enfermedades degenerativas como el cáncer; es por esto que la exploración de 

compuestos que poseen propiedades antimutagénicas y anticancerígenas es de 

gran importancia (Odin, 1997). Para ello, es necesario realizar estudios de 

genotoxicidad, los cuales tengan como objetivo principal determinar qué tipo de 

daño se produjo en el DNA y cómo es que actúa el agente genotóxico en estudio 

(Sánchez et al., 2000). Los efectos genotóxicos: mutagénesis, recombinogénesis y 

clastogénesis de diversos agentes se han estudiado ampliamente y por lo mismo 

es importante encontrar compuestos que inhiban, retarden, reviertan o prevengan 

estos daños (Lehman et al., 2000). 

Por esta razón, los alimentos ingeridos en la dieta, pueden ser pieza clave para 

revertir el daño producido ya sea por la exposición a cancerígenos y por 

activación/desintoxicación de agentes químicos, así como la inducción de la 

apoptosis (Ferguson et al., 2004). 

Para el presente trabajo se decidió evaluar el efecto del carotenoide licopeno en 

contra de los efectos del metil metanosulfonato (MMS) y del peróxido de hidrógeno 

(H2O2), mediante la prueba en ala de Drosophila melanogaster. Las razones para 

ello fueron las propiedades anticancerígenas y antioxidantes reportadas para el 

LYCO tanto in vitro como in vivo (Stahl y Sies, 1996; Agarwal y Rao, 2000; Ye y 

Hu, 2000; Zhang et al., 2003; Scolastici et al., 2007) y que el MMS es un 

compuesto que de manera indirecta produce especies reactivas de oxígeno (ROS, 

del inglés Reactive Oxygen Species) (Rowe et al., 2008). Por otra parte se decidió 
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utilizar el peróxido de hidrógeno (H2O2) como testigo oxidante, ya que pertenece al 

grupo de las ROS (Venereo 2002; Miquel y Ramírez-Bosca, 2004; Ramos et al., 

2006) y de acuerdo a Horváthová et al. (1997), el H2O2 causa estrés oxidativo por 

la generación de radicales hidroxilo (˙OH). 

Licopeno 

Los efectos mutagénicos o carcinogénicos provocados por compuestos químicos, 

podrían ser impedidos por algunos componentes en la dieta como las frutas y los 

vegetales, los cuales tienen ciertas sustancias químicas como: carotenoides, 

flavonoides, terpenos, isotiocianatos y fitoesteroles. Los carotenoides son 

pigmentos naturales, sintetizados por plantas y algunos microorganismos, 

responsables en parte del color de los mismos (Lee y Chen, 2002; Rao et al., 

2003). 

El licopeno (LYCO) es un β-caroteno presente en algunos vegetales como el 

jitomate, es soluble en grasa e insoluble en agua, no puede ser sintetizado por el 

organismo y debe adquirirse a través de la dieta. Posee 40 átomos de carbono con 

11 dobles enlaces conjugados y dos no conjugados (Figura 1), esta característica 

le confiere una potente actividad antioxidante al tener la capacidad de atrapar 

radicales libres (Rao y Agarwal, 1999) y reaccionar con ROS (Rao y Agarwal, 

1998). Los demás tipos de carotenoides se derivan a partir de la estructura acíclica 

del LYCO (Waliszewski y Blasco, 2010). El LYCO se encuentra en la naturaleza en 

su forma isomérica trans, pero es susceptible a la luz, al oxígeno y al calor, lo que 

provoca cambios químicos tales como la generación de isómeros cis, oxidación y 

degradación (Rao et al., 2003; Lee y Chen, 2002), tiene la habilidad de mejorar las 

uniones intracelulares de abertura (GAP junction) entre células epiteliales 

preneoplásticas y normales, incrementando la expresión de la proteína conexina 

43 (Cx43). Esta actividad, se piensa que es uno de los mecanismos de protección 

relacionados con la actividad preventiva de cáncer (Fornelli et al., 2007), ya que la 
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estimulación de la unión GAP (Aust et al., 2003; Zhang et al., 1991) está 

relacionada con la inhibición de la proliferación de células cancerosas (Kotake-

Nara et al., 2001; Levy et al., 1995) o la inducción de la apoptosis (Tang et al., 

2005;  Zhang et al., 2003). 

Varios mecanismos se han reportado para explicar la actividad antimutagénica y 

anticancerígena del LYCO, tales como: 1) modulación del metabolismo xenobiótico 

(MX), inhibición de citocromos P450 (CYP450s) como el CYP2E1 que participa en 

la biotransformación de ciertos compuestos xenobióticos o cancerígenos en 

mamíferos (Louisa et al., 2009); 2) introducción de enzimas de fase II, como la 

glutatión S-transferasa (GST), e incremento de los niveles de glutatión (GSH) 

(Breinholt et al., 2000; Wertz et al., 2004), eliminando metabolitos que se producen 

en la fase I del MX (Wang et al., 2010). 

Khachik et al. (1997, 1998) encontraron que el LYCO puede generar metabolitos 

producto de su interacción con agentes oxidantes in vivo, tales como: 1,2-epóxido 

de licopeno, 5,6-epóxido de licopeno, 1,2,5,6-diepóxido de licopeno, 1,5-epóxido 

de licopeno, 2,6-ciclolicopeno, 2,7,11-trimetil-tetradecahexaeno-1,14-dial y 2,6-

ciclolicopeno-1,5-diols A y B. Mientras que Aust et al. (2003) observaron que el 

2,7,11-trimetil-tetradecahexaeno-1,14-dial es el encargado de estimular la 

comunicación celular. Yeh y Hu (2000, 2001) demostraron que cuando se oxida el 

LYCO se induce daño al DNA en fibroblastos de la línea Hs68, mostrando un 

efecto pro-oxidante y lipoperoxidación, llegando a la conclusión de que los efectos 

negativos del LYCO puedan ser provocados por los epóxidos. 

 

Fig.1. Estructura química del LYCO. 
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Antecedentes 

Estudios in vitro, han demostrado que el LYCO tiene un alto potencial antioxidante 

lo cual ayuda a reducir el riesgo de padecer algunas enfermedades crónicas, 

incluyendo enfermedades cardiovasculares y algunos tipos de cáncer (Bramley, 

2000). Por otra parte, Guttenplan et al. (2001) investigaron el efecto del LYCO 

sobre la mutagénesis provocada por el benzo-a-pireno en colon, próstata y pulmón 

de ratas LacZ, encontrando que ésta fue reducida en próstata, pero incrementada 

en colon y pulmón, lo cual indica que hay una interacción con el tejido. Atessahin et 

al. (2005) realizaron estudios en ratas, a las que inyectaron 7 mg/Kg de cisplatino y 

4 mg/Kg de LYCO, demostrando que éste protegió contra la nefrotoxicidad 

inducida por el cisplatino, redujo el daño de la oxidación lipídica, de proteínas y del 

DNA e incrementó los niveles de otros antioxidantes, como las vitaminas A y C. 

Además, el LYCO redujo de manera significativa las aberraciones cromosómicas 

inducidas por el Cisplatino en ratas macho (Sendão et al., 2006). 

Metabolismo xenobiótico 

Los seres vivos requieren del suministro continuo de energía libre para realizar 

diversas funciones, como el movimiento, el transporte activo de moléculas e iones 

y la síntesis de macromoléculas estructurales. Estas transformaciones químicas no 

ocurren en una sola etapa, más bien se producen compuestos intermediarios, los 

cuales pueden o no realizar alguna función celular y ser eslabones de una cadena 

que conduce a la síntesis de algún compuesto estructural. Las moléculas que 

participan en estas reacciones o transformaciones se denominan metabolitos y al 

conjunto de las diferentes reacciones químicas que transforman los alimentos en 

componentes esenciales de la estructura celular se le denomina metabolismo 

intermedio. 
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El metabolismo de los compuestos exógenos, también llamados xenobióticos, se 

conoce como biotransformación que esencialmente es un mecanismo de 

desintoxicación, pero que en ocasiones puede ser un proceso de activación de 

compuestos inicialmente inertes a metabolitos intermediarios muy reactivos. Este 

tipo de metabolismo es un fenómeno dual en el que interviene tanto la activación 

como la desintoxicación.  

En la mayoría de los casos los metabolitos intermediarios son bioinactivados y 

desintoxicados, pero en otros pueden provocar cambios fisiológicos y bioquímicos 

como consecuencia de una deficiente desintoxicación y/o reacción de los 

metabolitos intermediarios con los constituyentes celulares, lo cual produce 

diversos efectos tóxicos, desde daño celular hasta la muerte. La biotransformación 

es entonces el proceso mediante el cual un sustrato exógeno (compuesto 

xenobiótico), esencialmente poco soluble en agua, se convierte en un metabolito 

hidrosoluble y fácilmente excretable, consta de dos fases: la fase I y la fase II 

(Rodríguez, 2004), algunos autores como Changjiang et al. (2005), mencionan que 

la biotransformación también consta de una tercera fase, misma que se describirá 

más adelante. 

Fase I 

Se refiere a las reacciones que introducen grupos funcionales polares (-OH, -NH2, -

SH o –COOH) (Curtis-Watkins, 2001) a las moléculas, incluyen varias reacciones, 

tales como: hidrolisis, oxidación y reducción. Esta fase es catalizada 

principalmente por el sistema enzimático de los citocromos P450 (CYP450s) 

(Rodríguez, 2004), los cuales están formados por complejos de hierro-porfirina 

conocidos como grupo hemo, poseen una parte proteínica (apoproteína) y un 

grupo prostético donde se localiza el átomo de hierro que puede llevar una 

molécula de oxígeno o monóxido de carbono (Nelson y Cox, 2001). La 

concentración más alta de estas enzimas CYP450s se encuentra en el retículo 
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endoplásmico del hígado, habiéndose determinado esto en microsomas. La 

reacción básica catalizada por estos citocromos es la monooxígenación, en la cual 

un átomo de oxígeno se incorpora en un sustrato designado RH, y el otro se 

reduce hacia agua con equivalentes reductores derivados del NADPH: 

Sustrato (RH)+O2+NADPH+H*  Producto (ROH)+H2O+NADP* 

De acuerdo a Curtis-Watkin (2001), el citocromo P450 cataliza varios tipos de 

reacciones de oxidación, entre ellas: 

1. Hidroxilación de un carbono alifático o aromático. 

2. Epoxidación de un doble enlace. 

3. Oxigenación y N-hidroxilación de heteroátomo (S-, N- e I-). 

4. Desalquilación de heteroátomo (O-, S- y N-). 

5. Transferencia de grupo oxidativo. 

6. Desdoblamiento de ésteres. 

7. Deshidrogenación. 

Fase II 

Incluye reacciones de glucuronidación, sulfación, acetilación, metilación, 

conjugación con glutatión y conjugación con aminoácidos (como glicina, taurina y 

ácido glutámico). Los cofactores para estas reacciones interactúan con grupos 

funcionales que están presentes en el xenobiótico o se inducen/exponen durante la 

biotransformación de la fase I. Con excepción de la metilación y la acetilación, las 

reacciones de biotransformación fase II originan un incremento grande de la 

hidrofilicidad del xenobiótico, de modo que favorecen la excreción de sustancias 

químicas extrañas, ya que la metilación por lo general disminuye la hidrosolubilidad 
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de los xenobióticos y enmascara grupos funcionales como fenoles, catecoles, 

aminas alifáticas y aromáticas, N-heterocíclicos y compuestos que contienen 

sulfhidrilo; la acetilación al igual que la metilación enmascara una amina con un 

grupo no ionizante, de modo que muchos metabolitos N-acetilados son menos 

hidrosolubles que el compuesto original. La glucuronidación, sulfación, acetilación 

y metilación comprenden reacciones con cofactores activados o de “alta energía”, 

en tanto la conjugación con aminoácidos o glutatión abarca reacciones con 

xenobióticos activados (Curtis-Watkins, 2001). 

En la mayoría de los casos, el metabolismo de los compuestos xenobióticos resulta 

en la desintoxicación, pero en otros, la biotransformación produce la activación de 

los sustratos, generándose así metabolitos intermedios que pueden ser tóxicos y/o 

carcinogénicos (Rodríguez, 2004). 

Fase III 

En esta fase ocurre la eliminación de los conjugados en la fase II, incluye 

transportadores membranales, tales como: proteínas ABC [P-glicoproteínas (P-gp), 

proteínas asociadas con la resistencia de multidrogas (MRP) y polipéptido 2 

transportador de aniones orgánicos (OATP2)], las cuales remueven de las células: 

drogas parentales, metabolitos y xenobióticos. Cabe aclarar que esta fase se lleva 

a cabo solo en eucariontes (Changjiang et al., 2005). 

Peróxido de hidrógeno 

El peróxido de hidrógeno (H2O2) se ha utilizado en diversos estudios de 

citotoxicidad, genotoxicidad y mutagenicidad en líneas celulares como: fibroblastos 

de pulmón V79 y de linfoma de ratón (L5178Y tk+/-) (Moreira et al., 2007; Brink et 

al., 2009). Duarte et al. (2007), encontraron que el H2O2 es responsable de los 

efectos pro-oxidantes del ácido ascórbico ya que es un producto de la 

autooxidación de éste. El H2O2 pertenece al grupo de las ROS, las cuales son 
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formadas por el propio organismo, ya que se producen a partir de procesos 

celulares (Venereo 2002; Miquel y Ramírez-Bosca, 2004; Ramos et al., 2006). 

Cuando el H2O2 interactúa con algún metal de transición (comúnmente hierro) se 

forma el radical ˙OH mediante la reacción Fenton (Duarte et al., 2007). El H2O2 

causa estrés oxidativo por la generación de radicales ˙OH (Horváthová et al., 

1997). Furukawa et al. (1993) y Kawai y Furukawa (1995) también demostraron 

que el H2O2 (20 mM) no es genotóxico en la cruza estándar de Drosophila 

melanogaster donde observaron incremento de estrés oxidativo midiendo la 

actividad de catalasas. Los autores consideraron que la función de las catalasas y 

los sistemas de reparación protegieron contra el daño oxidativo al DNA en D. 

melanogaster. Además, Nakamura et al., 2003 demostraron que el H2O2 produce 

lesiones aldehídicas en el DNA (ADL, del inglés Aldehydic DNA Lesions) a 

concentraciones micro y milimolares in vivo. 

Por todo lo anterior, en este trabajo se decidió utilizar al H2O2 como testigo positivo 

de oxidación. De acuerdo a Martínez (2012), el H2O2 tiene efecto tóxico en D. 

melanogaster, obteniendo una CL50 de 38 mM para la línea flare y 46 mM para 

Oregon-flare. Además concluyó que la concentración subtóxica (20 mM) modificó 

la proporción sexual y el ciclo de vida de D. melanogaster. Por otra parte, Cisneros 

(2012) y Hernández (2012), encontraron que el H2O2 afecta la división celular en D. 

melanogaster a la concentración subtóxica (20 mM) en la línea Oregon-flare. 
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Metil metanosulfonato 

El metil metanosulfonato (MMS) (Figura 2), es un agente alquilante directo con dos 

grupos metilo, el cual puede provocar alquilaciones en las bases nitrogenadas del 

DNA (Beranek, 1990; Sobol et al., 2007; Rigel et al., 2011); es monofuncional 

porque sólo un metilo es donado a los N1, N3, N6y N7 de la adenina, a los N1, N3, 

N7, N2 y O6 de la guanina, a los N3, O2 y N4 de la citosina y a los N3, O2 y O4 de la 

timina. Produciendo principalmente incremento de N7-metilguanina (N7-MeG), N3-

metiladenina (N3-MeA) y O6-metilguanina (O6-MeG) (Friedberg et al., 1995; 

Jenkins et al., 2005).  

 

Fig. 2. Estructura química del MMS. 

El MMS ha sido usado por muchos años como un agente representativo para 

causar daño al DNA en la investigación del cáncer y también se ha usado como 

tratamiento severo contra éste (Lee et al., 2007). En cuanto al uso industrial, lo 

podemos encontrar en preparaciones de sustancias químicas y manufactura fina 

de químicos (Merck, 2012). 

De acuerdo con Warren et al. (1999) y Jenkins et al. (2005), el sistema de 

reparación por escisión de bases (BER), interviene en la reparación de N7-MeG y 

N3-MeA, lo que determina la respuesta genotóxica del MMS. Este mecanismo 

implica la escisión de una o hasta siete bases del DNA por acción de glicosilasas 

que rompen el enlace glucosídico entre el C1 de la desoxirribosa y el N1 de las 

pirimidinas o el N9 de las purinas. Esto provoca la formación de sitios AP que 

activan a AP-endonucleasas, las cuales rompen un enlace azúcar-fosfato en los 

sitios 5’ o 3’ cercanos al daño; el siguiente paso en la reparación es la participación 
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de las exonuclesas (también llamadas dRpasas), las cuales eliminan los residuos 

del esqueleto azúcar-fosfato sin bases, DNA polimerasa que sintetizan el 

segmento faltante y ligasas que realizan el enlace covalente. 

Jenkins et al. (2005) reportaron que el MMS induce alquilaciones de manera 

temprana en células MCL-5 debido a su acción directa. Franke et al. (2005) usando 

el ensayo cometa demostraron que las dosis de vitamina C (1 y 30 mg/Kg) en 

ratón, con MMS, ciclofosfamida (CP), sulfato de cobre y sulfato ferroso, mostraron 

que el daño causado al DNA por MMS fue reducido por la dosis menor de vitamina 

C. 

Por otra parte Mangal et al. (2009), reportaron que el MMS (0.05 mM a 2.50 mM) 

no tuvo ningún efecto de tipo oxidante al analizar el marcador 7,8-Dihydro-8-oxo-2′-

deoxyguanosina (8-oxo-dGuo) en células de la línea H358. Sin embargo, Rowe et 

al. (2008) observaron que el MMS (0.5 mM) puede causar bajos niveles de daño 

oxidativo de manera indirecta en Saccharomyces cerevisiae.  

Drosophila melanogaster 

La mosca de la fruta o del vinagre, Drosophila melanogaster, fue introducida como 

modelo biológico en Genética hace poco más de un siglo. Se ha utilizado en la 

investigación científica de disciplinas como: Genética, Biología del Desarrollo, 

Ecología, Etología, Evolución, Estadística, Toxicología y Neurobiología. Fue el 

zoólogo y embriólogo norteamericano Thomas Hunt Morgan quien la introdujo por 

primera vez, en 1909, como modelo biológico en genética, por su ciclo de vida 

corto (Figura 3), fácil cultivo, gran fecundidad y bajo costo de manutención con 

fines de investigación en el Departamento de Zoología de la Universidad de 

Columbia, E.E.U.U. D. melanogaster, es un díptero que tiene cuatro pares de 

cromosomas: los sexuales que son el Y (submetacéntrico) y el X (acrocéntrico); los 

cromosomas 2 y 3 (metacéntricos) y el cromosoma 4 es pequeño en forma de 
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punto (Castañeda, 2008). Algo que es importante tomar en cuenta, es que este 

insecto comparte dos familias de CYP450s similares a las de vertebrados (CYP4 y 

CYP6) (Adams et al., 2000; FlyBase, 2012). 

Reiter et al. (2001), compararon las secuencias de 929 genes humanos que 

codifican para enfermedades con la secuencia del genoma de D. melanogaster. 

Encontraron que 714 genes humanos son homólogos en su secuencia a 548 

secuencias únicas en D. melanogaster (77%). Se anticipaba con ello promover la 

interacción entre los grupos de investigación que trabajan alguno de estos 

genomas para acelerar la comprensión de la patogénesis de enfermedades 

humanas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster. 

  



~ 26 ~ 

 

Prueba de mutación y recombinación somáticas (SMART) 

La prueba de mutación y recombinación somáticas (SMART, del inglés Somatic 

Mutation And Recombination Test), se basa en la pérdida de heterocigosis de 

genes marcadores que se expresan como clones o manchas de tricomas múltiples 

o mal formados, derivados de células mutantes en las alas de los organismos 

adultos de D. melanogaster. Lo anterior es ocasionado por la actividad genotóxica 

de compuestos que inducen eventos genéticos como: mutaciones puntuales, 

deleciones, recombinaciones somáticas y no-disyunción (Anexo 1). Para esta 

prueba se usan dos marcadores genéticos (Anexo 2): el marcador multiple wing 

hairs (mwh) y el marcador flare (flr3) (Graf et al., 1984). 

Los bioensayos realizados con D. melanogaster como lo es SMART son 

reconocidos por su gran ayuda en la investigación (Vogel et al., 1999), ya que se 

realizan in vivo los tratamientos y el tejido graso de las larvas presenta la mayoría 

de las funciones enzimáticas que se efectúan en los hepatocitos humanos 

(Guzmán y Graf, 1995). 
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JUSTIFICACIÓN 

En la actualidad los seres vivos están expuestos a diversos agentes físicos y 

químicos, que en algunos casos pueden provocar daños tóxicos y/o genotóxicos, 

pero también existen compuestos naturales que pueden contrarrestar este tipo de 

daño al tener efectos anticancerígenos, antioxidantes y antimutagénicos como se 

ha reportado que ocurre con el LYCO, por lo que se decidió evaluar, en la cruza de 

bioactivación elevada (BE) el posible efecto antigenotóxico de este compuesto 

contra los tratamientos MMS y H2O2. 

HIPÓTESIS 

Como el LYCO tiene propiedades antimutagénicas, anticancerígenas y 

antioxidantes, se espera que este reduzca el daño provocado por el MMS y el 

H2O2, en larvas de tercer estadio de Drosophila melanogaster. 

OBJETIVO GENERAL 

Evaluar con SMART en ala de Drosophila melanogaster (cruza bioactivación 

elevada, BE) el pre-tratamiento LYCO y los pos-tratamientos MMS y H2O2. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 Comparar el efecto del disolvente en la genotoxicidad del MMS. 

 Determinar el efecto del LYCO en pre-tratamientos. 

 Analizar el efecto del LYCO ante un mutágeno directo y un compuesto 

oxidante. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

QUÍMICOS 

Metil metanosulfonato (MMS) (CH3SO3CH3, CAS. 66-27-3, pureza 98%); licopeno 

(LYCO) a partir de tomate (C40H56, LYCO, CAS. 502-65-8, pureza ≥ 90%); peróxido 

de hidrógeno (H2O2), CAS. 7722-84-1, pureza 30%) y acetona (CH3COCH3, CAS. 

67-64-1, pureza 99.9%) adquiridos en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA); Medio 

instantáneo Carolina (MIC), adquirido en Carolina Biological Supply Company 

Burlington (NC. USA); Entellan® (CAS. 1.07961) y hexano (CH3(CH2)4CH3, CAS. 

110-54-3, pureza 60-66% n-hexano) adquiridos en Merck (Darmstadt, Germany); 

solución conservadora (5 mL de Tegosept 12% (EtOH), 5 mL de ácido propiónico: 

ácido ortofosfórico (1:10) aforados a 1 L de agua) (Dueñas et al., 2002). 

Prueba de genotoxicidad (SMART) 

Cultivo y propagación de las líneas Oregon-flare y multiple wing hairs 

El cultivo y la propagación de las líneas Oregon-flare y multiple wing hairs (Anexo 

2) se realizó en frascos de 250 mL con 5 g de puré de papa en hojuela y 20 mL de 

solución conservadora, en una incubadora a 25 °C, humedad relativa (HR) de 65% 

y total oscuridad. 

Colecta de huevos 

La cruza BE (Anexo 3) se realizó aislando hembras vírgenes Oregon-flare y 

machos multiple wing hairs; se mantuvo en frascos con 5 g de puré de papá en 

hojuela durante tres días, posteriormente se trasvasó a frascos con levadura fresca 

activada con sacarosa para colectar huevos durante 8 h en una incubadora a 25°C 

y HR de 65%; pasado este tiempo se retiraron a los adultos y los frascos con la 

colecta de huevos se regresaron a la incubadora. A las 72 ± 4 h de iniciar la 

colecta de huevos, se recuperaron las larvas de tercer estadio diluyendo 
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rápidamente la levadura con agua corriente y haciéndola pasar por una coladera 

de malla fina. 

Diseño experimental 

Los tres experimentos independientes que se realizaron con tres réplicas por 

tratamiento, constaron, cada uno, de un pre-tratamiento por 6 h con LYCO, los 

disolventes agua miliQ o acetona 2%-hexano y un pos-tratamiento con MMS [0. 

5mM] o H2O2 [20 mM], este último como testigo positivo de oxidación. 

Pre-tratamientos: las larvas de 72 ± 4 h de edad se repartieron en diferentes tubos 

de plexiglás con una base de tela de organza que contenía 1 g de MIC pulverizado 

e hidratado con 18 mL de agua miliQ (agua), acetona 2%-hexano [0.17 µL/mL] 

(Act-Hex) o LYCO a las concentraciones 0.45, 0.9 y 1.8 µM, disuelto en Act-Hex. 

Debido a que el LYCO es fotosensible, los experimentos se realizaron en un cuarto 

oscuro con una lámpara de luz roja (15 W). Los pre-tratamientos se mantuvieron 

en una incubadora a 25°C, HR de 65% y total oscuridad por un lapso de 6 h. Las 

concentraciones de LYCO se determinaron con base en la concentración promedio 

que se ha determinado a nivel sanguíneo en personas que ingieren alimentos ricos 

en este compuesto (Burgess et al., 2008). 

Pos-tratamientos: transcurrido el pre-tratamiento con LYCO, agua o Act-Hex se 

recuperaron las larvas y se colocaron aproximadamente la misma cantidad de 

éstas en tubos de ensayo que contenían 0.5 g de MIC hidratado con 2 mL de agua, 

Act-Hex, MMS [0.5 mM] o H2O2 [20 mM], como se muestra en el cuadro 1. El 

tratamiento crónico se desarrolló por aproximadamente 42 h hasta que las larvas 

puparon. Los tubos se incubaron a 25°C y 65% de HR, hasta la emergencia de los 

imagos. Posteriormente se almacenaron los imagos en frascos con EtOH al 70%. 
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Cuadro 1. Pre-tratamientos con LYCO, agua o Act-Hex y pos- tratamientos con MMS, agua o 

H2O2. 

 

Disección, montaje y revisión de alas 

Las moscas hembras y machos con alas de tipo silvestre (mwh +/+ flr3) fueron 

seleccionadas en proporciones 1:1 y fueron colocadas en portaobjetos y, con 

ayuda de pinzas de relojero del número 5 se disectaron las alas para realizar 

preparaciones permanentes con Entellan®, dejándolas secar por un día. Para la 

lectura de las laminillas, a cada tratamiento se le puso una clave para evitar el 

prejuicio en la revisión y posibles resultados sesgados en el conteo de las 

manchas. La revisión de las alas se realizó en un microscopio fotónico a 40x, 

registrando el número y tipo de mancha de acuerdo con Graf et al. (1984). 

Pre-tratamiento 

6 h 

 

Pos-tratamiento 

42 h 

 

LYCO 

0.45 µM 

 

 

LYCO 

0.9 µM 

 

LYCO 

1.8 µM 

 

agua 

miliQ 

 

Act 2%-Hex 

[0.17µL/mL] 

MMS [0.5 mM]      

H2O2 [20 mM]      

agua      
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SMART en ala 

Por cada tratamiento se analizaron 60 individuos de acuerdo con Frei y Würgler 

(1995), porque es el tamaño de muestra óptimo para la prueba SMART PC-versión 

2.1 que analiza estadísticamente los resultados, basándose en la prueba 

paramétrica de ji cuadrada para proporciones (de una cola), con un grado de 

libertad y una probabilidad de p< 0.05 (Frei y Würgler, 1988), detectando las 

diferencias que puedan existir entre los valores espontáneos entre un testigo y las 

series de tratamientos experimentales. En ésta, el efecto genotóxico es 

diagnosticado porque la frecuencia de manchas significativa de los tratamientos es 

al menos, el doble de la frecuencia obtenida en los testigos negativos. Esta 

frecuencia es m = 2 para las manchas pequeñas y totales y m = 5 para las manchas 

grandes y gemelas. 

Los resultados con esta prueba tienen cuatro categorías: positivos, negativos, 

débiles positivos y no concluyentes con base en las siguientes hipótesis: 

 Hipótesis nula (Ho): La frecuencia de mutación (inducida + espontánea), de 

los individuos tratados no es significativamente mayor a la frecuencia del 

testigo negativo. 

 Hipótesis alternativa (Ha): La frecuencia de mutación (inducida + espontánea) 

de los individuos tratados es “m” veces mayor que la frecuencia del testigo 

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

para realizar este análisis estadístico, indicando cuantas veces debe 

incrementarse el número de eventos de los tratamientos con respecto al 

testigo para considerar una respuesta positiva. 
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Con esta prueba se tiene la posibilidad de definir un riesgo genotóxico mínimo 

inaceptable. Si se puede excluir este riesgo con una significancia estadística, 

entonces los resultados son negativos. Si la muestra no es lo suficientemente 

grande, los datos pueden ser insuficientes y el resultado es no concluyente; es 

decir, que en los casos no concluyentes no se puede excluir la hipótesis nula pero 

tampoco la alterna. Para evitar los resultados no concluyentes en al menos 95 % de 

los casos se recomienda revisar como mínimo 110 alas, es decir ~ 55 individuos, 

por tratamiento (Frei y Würgler, 1995). Cuando los resultados son débiles (w) o no 

concluyentes (i) se aplica la prueba no–paramétrica U de Mann-Whitney -Wilcoxon 

(α = β = 0.05), la cual considera la variabilidad entre los individuos y no requiere una 

distribución normal de los datos con modificaciones para dos colas para datos 

individuales usando el programa  STAT-Graphics versión 6.0. 

Para el análisis de las distribuciones del tamaño de los clones mwh, que permite 

evaluar si hubo alteraciones en la división celular durante el desarrollo de los 

discos imagales de las alas, se aplicó la prueba de Kolmogorov-Smirnov (K-S), que 

es una prueba no paramétrica que permite medir el grado de concordancia entre 

dos distribuciones, comparando las frecuencias acumuladas de una distribución 

con las de otra. Cuando el valor de p< 0.05 los resultados indican que hay 

diferencias significativas entre ambas distribuciones y por lo tanto una distribución 

es diferente de la otra, y esto demostraría un efecto en la mitosis de las células que 

formaron las alas. 
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Resultados 

Al comparar el testigo negativo agua/agua contra el testigo Act-Hex/agua, no se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas en la frecuencia de 

manchas/ individuo (Cuadro 2 y Figura 4). Sin embargo, al comparar la frecuencia 

acumulada de la distribución de las manchas mwh, que indican el número de 

divisiones celulares que ocurrieron en los discos imagales de la larva y pupa, sí se 

encontraron diferencias significativas, lo que indica que en el pre-tratamiento 

agudo (6 h) con Act-Hex junto con el tratamiento crónico (42 h) con agua modificó 

la división celular (Figura 5). 

Cuadro 2. Resumen de los resultados obtenidos con SMART y su diagnóstico estadístico* 
después del pretratamiento agudo (6 h) con agua o Act-Hex y tratamiento crónico (42 h) con agua 
a larvas de tercer estadio de Drosophila melanogaster. 

Manchas por individuo (número de manchas) diagnóstico estadístico* 

Pre-tratamiento 

/ 

Pos-tratamiento 

Número 
de 

individuos 

Manchas 
pequeñas 

(1-2 células) 
m=2 

Manchas 
grandes (> 
2 células) 

m=5 

Manchas 
gemelas 

m=5 

Manchas 
totales 

m=2 

Clones 
mwh 

Cruza bioactivación elevada (CBE) 

agua/agua 60 0.48 (029) 0.10 (006) 0.00 (00) 0.58 (035) 0.58 (035 

Act-Hex/agua 60 0.32 (019) 

- 

0.07 (004) 

 - 

0.00 (00) 

 - 

0.38 (023) 

 - 

0.36 (022) 

* Diagnóstico estadístico de acuerdo a Frei y Würgler (1988). Prueba de una cola. m= factor  de 
multiplicación del riesgo mínimo para evaluar resultados negativos. Resultados: -, negativo; 
(p<0.05). 
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Fig. 4. Efecto del tratamieto agua/agua sobre la frecuencia de manchas/individuo con respecto al 

tratamiento Act-Hex/agua en larvas de D. melanogaster tratadas por 6/42 h respectivamente. 

 

 
 

Fig. 5.Frecuencia acumulada de la distribución de clones mwh de los tratamientos agua vs 

 Act-Hex/agua.     Valores significativos con la prueba Kolmogorov-Smirnov (p<0.05). 
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Al comparar los tratamientos LYCO 0.45, 0.9 y 1.8 µM/agua vs Act-Hex/agua no se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas (Cuadro 3 y Figura 6). Sin 

embargo, de acuerdo a la prueba de Kolmogorov-Smirnov sí se encontraron 

diferencias significativas con el tratamiento LYCO 0.9 µM/agua por lo tanto, este 

compuesto afectó la división celular (Figura 7). Al graficar las frecuencias totales 

del tratamiento LYCO/agua (Figura 8) se obtuvo una relación concentración-

respuesta polinómica expresada en la ecuación y=0.2424x2 - 0.5402x + 0.5702 y 

un valor de R2= 0.97 lo cual indica una tendencia a disminuir la tasa espontánea de 

mutación y recombinación, por efecto del LYCO. 

Cuadro 3. Resumen de los resultados obtenidos con SMART y su diagnóstico estadístico* 
después del pretratamiento agudo (6 h) con Act-Hex o LYCO y tratamiento crónico (42 h) con 
agua a larvas de tercer estadio de Drosophila melanogaster. 

Manchas por individuo (número de manchas) diagnóstico estadístico* 

Pre-tratamiento 

/ 

Pos-tratamiento 

Número 
de 

individuos 

Manchas 
pequeñas 

(1-2 
células) 

m=2 

Manchas 
grandes(> 
2 células) 

m=5 

Manchas 
gemelas 

m=5 

Manchas 
totales 

m=2 

Clones 
mwh 

Cruza bioactivación elevada (CBE) 

Act-Hex/agua 60 0.32 (019) 

 - 

0.07 (004) 

 - 

0.00 (00) 

 - 

0.38 (023) 

 - 

0.36 (022) 

LYCO 0.45/agua 60 0.28 (017) 

 - 

0.07 (004) 

 - 

0.00 (00) 

 - 

0.35 (021) 

 - 

0.35 (021) 

LYCO 0.9/agua 60 0.25 (015) 

 - 

0.05 (003) 

 - 

0.00 (00) 

 - 

0.30 (018) 

 - 

0.30 (018) 

LYCO 1.8/agua 60 0.30 (018) 

 - 

0.08 (005) 

 - 

0.00 (00) 

 - 

0.38 (023) 

 - 

0.38 (023) 

* Diagnóstico estadístico de acuerdo a Frei y Würgler (1988). Prueba de una cola. m= factor  de 
multiplicación del riesgo mínimo para evaluar resultados negativos. Resultados: -, negativo; 
(p<0.05). 
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Fig. 6. Efecto del disolvente sobre la frecuencia y tipos de manchas/individuo, con respecto a los 

tratamientos LYCO 0.45, 0.9 y 1.8 µM/agua en larvas de D. melanogaster, tratadas por  6/42 h 

respectivamente. 

 

Fig. 7. Frecuencia acumulada de la distribución de clones mwh de los tratamientos Act-Hex/agua 

vs LYCO/agua.         Valores significativos con la prueba Kolmogorov-Smirnov (p<0.05). 
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Fig. 8. Relación polinómica en la respuesta concentración LYCO, representada por la ecuación 

 y= 3.8267x + 12.434 y una R2= 0.7125. 

 

De acuerdo con lo esperado, al comparar el testigo Act-Hex/agua contra los 

tratamientos Act-Hex/MMS y agua/MMS, se encontraron incrementos 

estadísticamente significativos en los tratamientos MMS para manchas pequeñas, 

grandes y totales, y de acuerdo con la prueba de Kolmogorov-Smirnov, el MMS 

con ambos disolventes afectó la división celular (Cuadro 4 (A), Figuras 9 y 10). 
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Cuadro 4. Resumen de los resultados obtenidos con SMART y su diagnóstico estadístico* 
después del pretratamiento agudo (6 h) con Act-Hex, agua o LYCO 0.45, 0.9 y 1.8 µM y 
tratamiento crónico (42 h) con agua o MMS (0.5 mM) a larvas de tercer estadio de Drosophila 
melanogaster. 

Manchas por individuo (número de manchas) diagnóstico estadístico*/** 

Pre-tratamiento 

/ 

Pos-tratamiento 

Número de 
individuos 

Manchas 
pequeñas 

(1-2 células) 
m=2 

Manchas 
grandes 

(> 2 
células) 

m=5 

Manchas 
gemelas 

m=5 

Manchas 
totales m=2 

Clones 

mwh 

Cruza bioactivación elevada (CBE) 

A) 

Act-Hex/agua 60 0.32 (019) 0.07 (004) 0.00 (00) 0.38 (023) 0.36 (022) 

Act-Hex/MMS 60 8.52 (511) 

 + 

7.12 (427)  

+ 

0.02 (01) 

i, s 

15.65(939)  

+ 

15.56 (934) 

agua/MMS 60 7.02 (421) 

 + 

4.53 (272)  

+ 

0.00 (00) 

 i, s 

11.55 (693) 

 + 

11.28 (677) 

B) 

Act-Hex/MMS 60 8.52 (511) 7.12 (427) 0.02 (1) 15.65 (939) 15.56 (934) 

LYCO 0.45/MMS 60 7.72 (463) 

 - 

5.73 (344)  

- 

0.03 (02) 

 i, s 

13.48 (809) 

 - 

13.33 (800) 

LYCO 0.9/MMS 60 11.02 (639)  

w, s 

7.55 (438)  

- 

0.09 (05) 

 i, s 

18.66 (1082)  

- 

18.5 (1073) 

LYCO 1.8/MMS 60 9.72 (583) - 8.27 (496) 
- 

0.12 (07) 
+ 

18.10 (1086) 
- 

17.7 (1062) 

C) 

agua/MMS 60 7.02 (421) 4.53 (272) 0.00 (00) 11.55 (693) 11.28 (677) 

Act-Hex/MMS 60 8.52 (511) - 7.12 (427) 
w, s 

0.02 (01) 
i,ns 

15.65 (939) 
w, s 

15.56 (934) 

*Diagnóstico estadístico de acuerdo a Frei and Würgler (1988). Prueba estadística de una cola. m 
= factor de multiplicación del riesgo mínimo para evaluar resultados negativos. Resultados: -, 
negativo; +, positivo; i, indeciso; w, débil positivo (p<0.05). 
** Diagnostico estadístico de acuerdo a la Prueba de U de Mann-Whitney y Wilcoxon STAT 
Graphics versión 6.0. Resultados: s, significativo, ns, no significativo. 
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Fig. 9. Efecto del tratamiento Act-Hex/agua sobre la frecuencia y tipos de manchas/individuo con 

respecto a los tratamientos Act-Hex/MMS o agua/MMS en larvas de D. melanogaster, tratadas por 

6/42 h respectivamente.      Valores estadísticamente significativos (p<0.05, SMART). 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 10. Frecuencia acumulada de la distribución de clones mwh de los tratamientos Act-Hex/agua 

vs agua/MMS.      Valores significativos con la prueba Kolmogorov-Smirnov (p<0.05). 
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Al comparar el tratamiento Act-Hex/MMS contra los tratamientos LYCO 0.45, 0.9 y 

1.8 µM//MMS, se encontraron incrementos estadísticamente significativos con el 

tratamiento LYCO 0.9 µM/MMS para manchas pequeñas y gemelas y el 

tratamiento LYCO 1.8 µM/MMS para manchas gemelas (Cuadro 4 (B) y Figura 11). 

Con la prueba de Kolmogorov-Smirnov, se encontró que los tratamientos con 

LYCO 0.45, 0.9 y 1.8 µM/MMS, modificaron la división celular de manera diferente 

a como lo hizo el tratamiento Act-Hex/MMS (Figura 12). Al graficar las frecuencias 

de manchas totales (Figura 13) obtenidas con los tratamientos LYCO/MMS se 

obtuvo una relación lineal en la respuesta concentración LYCO, representada por 

la ecuación y= 3.8267x + 12.434 y una R2= 0.7125, lo cual significa que a mayor 

concentración de LYCO, mayor daño por el MMS. 

 

Fig. 11. Efecto del tratamiento Act-Hex/MMS sobre la frecuencia y tipos de manchas/individuo con 

respecto a los tratamientos LYCO 0.45, 0.9 y 1.8 µM/MMS en larvas de D. melanogaster tratadas 

por 6/42 h respectivamente.     Valores estadísticamente significativos (p<0.05, SMART). 

  

0 

2 

4 

6 

8 

10 

12 

14 

16 

18 

20 

Pequeñas Grandes Gemelas Totales 

F
re

c
u

e
n

c
ia

 d
e
 m

a
n

c
h

a
s
/i
n

d
iv

id
u

o
 

Tipo de mancha 

Act-Hex/MMS LYCO 0.45 µM/MMS 

LYCO 0.9 µM/MMS LYCO 1.8 µM/MMS 



~ 41 ~ 

 

 

Fig. 12. Frecuencia acumulada de la distribución de clones mwh de los tratamientos Act-Hex/MMS 

vs LYCO/MMS.     Valores significativos con la prueba Kolmogorov-Smirnov (p<0.05). 
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encontraron incrementos estadísticamente significativos con el tratamiento Act-

Hex/MMS para manchas grandes y totales (Cuadro 4 C y Figura 14). Asimismo, de 

acuerdo con la prueba de Kolmogorov-Smirnov, el tratamiento Acet-Hex/MMS 

afectó la división celular con respecto a la frecuencia acumulada de la distribución 

de clones en el tratamiento agua/MMS (Figura 15). 
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Fig. 13. Relación líneal en la respuesta concentración del LYCO. 

 

Fig. 14. Frecuencia y tipos de manchas/individuo con respecto a los tratamientos agua/MMS vs. 

Act-Hex/MMS, en larvas de D. melanogaster, tratadas por 6/42 h respectivamente.    Valores 

estadísticamente significativos (p< 0.05, SMART). 
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Fig. 15. Frecuencia acumulada de la distribución de clones mwh de los tratamientos agua/MMS vs 

Act-Hex/MMS.     Valores significativos con la prueba Kolmogorov-Smirnov (p<0.05). 

Al comparar el testigo disolvente Act-Hex/agua contra el tratamiento Act-Hex/H2O2, 

no se encontraron diferencias estadísticamente significativas (Cuadro 5 y Figura 

16). La prueba de Kolmogorov-Smirnov demostró que el peróxido de hidógeno 

afectó la división celular (Figura 17). 
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Cuadro 5. Resumen de los resultados obtenidos con SMART y su diagnóstico estadístico* 
después del pretratamiento agudo (6 h) con Act-Hex y tratamiento crónico (42 h) con agua o H2O2 
a larvas de tercer estadio de Drosophila melanogaster. 

Manchas por individuo (número de manchas) diagnóstico estadístico* 

Pre-tratamiento 

/ 

Pos-tratamiento 

Número 
de 

individuos 

Manchas 
pequeñas 

(1-2 
células) 

m=2 

Manchas 
grandes 

(> 2 
células) 

m=5 

Manchas 
gemelas 

m=5 

Manchas 
totales 

m=2 

Clones 
mwh 

Cruza bioactivación elevada (CBE) 

Act-Hex/agua 60 0.32 (019) 0.07 (004) 0.00 (00) 0.38 (023) 0.36 (022) 

Act-Hex/H2O2 60 0.22 (013) 

 - 

0.03 (002)  

- 

0.00 (00)  

- 

0.25 (015)  

- 

0.25 (015) 

* Diagnóstico estadístico de acuerdo a Frei and Würgler (1988). Prueba estadística de una cola. m 
= factor de multiplicación del riesgo mínimo para evaluar resultados negativos. Resultados: -, 
negativo (p<0.05). 

 
 

Fig. 16. Efecto del tratamiento Act-Hex/agua sobre la frecuencia y tipos de manchas/individuo con 

respecto al tratamiento Act-Hex/H2O2 donde no se obtuvieron diferencias. 
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Fig. 17. Frecuencia acumulada de la distribución de clones mwh de los tratamientos Act-Hex/agua 

vs Act-Hex/H2O2.     Valores significativos con la prueba Kolmogorov-Smirnov (p<0.05). 

Cuando se comparó el tratamiento Act-Hex/H2O2 contra los tratamientos LYCO 

0.45, 0.9 y 1.8 µM/H2O2, se encontraron incrementos estadísticamente 

significativos en los tratamientos LYCO 0.45 y 0.9 µM/H2O2 para manchas 

pequeñas y totales (Cuadro 6 y Figura 18); de acuerdo con la prueba de 

Kolmogorov-Smirnov, los tratamientos con LYCO 0.45, 0.9 y 1.8 µM/H2O2, 

afectaron la división celular (Figura 19). 
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Cuadro 6. Resumen de los resultados obtenidos con SMART y su diagnóstico estadístico* 
después del pretratamiento agudo (6 h) con Act-Hex o LYCO 0.45, 0.9 y 1.8 µM y tratamiento 
crónico (42 h) con H2O2 a larvas de tercer estadio de Drosophila melanogaster. 

Manchas por individuo (número de manchas) diagnóstico estadístico* 

Pre-tratamiento 

/ 

Pos-tratamiento 

Número de 
individuos 

Manchas 
pequeñas 

(1-2 células) 
m=2 

Manchas 
grandes (> 
2 células) 

m=5 

Manchas 
gemelas 

m=5 

Manchas 
totales 

m=2 

Clones 

mwh 

Cruza bioactivación elevada (CBE) 

Act-Hex/H2O2 60 0.22 (013) 0.03 (002) 0.00 (00) 0.25 (015) 0.25 (015) 

LYCO 0.45/ H2O2 62 0.52 (032)  

+ 

0.10 (006) 

 - 

0.02 (01)  

- 

0.63 (039)  

+ 

0.62 (039) 

LYCO 0.9/ H2O2 60 0.40 (024) 

 + 

0.07 (004) 

 - 

0.00 (00)  

- 

0.47 (028)  

+ 

0.47 (028) 

LYCO 1.8/ H2O2 60 0.30 (018) 

 - 

0.12 (007) 

 - 

0.02 (01)  

- 

0.43 (026) 

 - 

0.43 (026) 

* Diagnóstico estadístico de acuerdo a Frei and Würgler (1988). Prueba estadística de una cola. m 
= factor de multiplicación del riesgo mínimo para evaluar resultados negativos. Resultados: -, 
negativo; +, positivo; (p<0.05). 

  



~ 47 ~ 

 

 

Fig. 18. Efecto del tratamiento sobre las frecuencias y tipos de manchas/individuo del testigo Act-

Hex/H2O2 vs. LYCO 0.45, 0.9 y 1.8 µM/H2O2 indicando que se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas     en los tratamientos LYCO 0.45, 0.9 en larvas de D. 

melanogaster (p<0.05, SMART). 

 

Fig. 19. Frecuencia acumulada de la distribución de clones mwh de los tratamientos Act-Hex/H2O2 

vs LYCO H2O2.     Valores significativos con la prueba Kolmogorov-Smirnov (p<0.05). 
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Discusión 

Testigos agua y acetona 

Las frecuencias de manchas del testigo agua/agua coinciden estadísticamente con 

las frecuencias registradas con el testigo histórico agua, obtenido en el Laboratorio 

de Genética Toxicológica para 34 experimentos independientes. 

El testigo disolvente comparado con el testigo negativo agua/agua, no mostró 

diferencias significativas en la frecuencia de manchas, sin embargo, la frecuencia 

acumulada de la distribución de clones mwh en el testigo Act-Hex/agua mostró 

diferencias estadísticamente significativas, por lo que se puede decir que alteró la 

división celular (Graf et al., 1984). 

Tratamientos con LYCO 

Los tratamientos con LYCO 0.45, 0.9 y 1.8 µM, no mostraron diferencias 

significativas en las frecuencias de manchas con respecto al testigo disolvente por 

lo que indica que el LYCO no presentó efecto genotóxico a estas concentraciones 

y bajo este diseño experimental. Estos resultados están de acuerdo con Rauscher 

et al. (1998), quienes no encontraron efectos genotóxicos del LYCO con la prueba 

de micronúcleos en médula de ratón; tampoco Pool-Zobel et al. (1997); Collins et 

al. (1998) y Riso et al. (1999) demostraron tal efecto con el ensayo cometa en 

linfocitos humanos tratados con diferentes concentraciones y periodos de 

exposición al LYCO. 

Por otra parte, al analizar la frecuencia acumulada de la distribución del tamaño de 

clones mwh se encontró que la concentración de 0.9 µM mostró diferencias 

significativas, por lo que el LYCO a esta concentración modificó la división celular. 

Esto concuerda con el efecto apoptótico o inhibidor del ciclo celular reportado por 

Wertz et al. (2004) en células cancerígenas epiteliales de próstata. Palozza et al. 
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(2002) también encontraron que el LYCO incrementa los niveles de p21, p27 y 

p53, acompañado del arresto del ciclo celular y apoptosis. La relación polinómica 

obtenida al graficar las frecuencias de manchas totales contra la concentración de 

LYCO, indica que el pretratamiento con LYCO tuvo una tendencia a disminuir la 

tasa de mutación espontánea. 

Testigo MMS 

El MMS es un un agente alquilante directo, el cual puede provocar alquilaciones en 

las bases nitrogenadas del DNA (Beranek, 1990; Sobol et al., 2007; Rigel et al., 

2011) y causar de manera indirecta bajos niveles de daño oxidativo por ROS 

(Rowe et al., 2008).  

De acuerdo con lo esperado, el MMS produjo un incremento estadísticamente 

significativo en la frecuencia de manchas con respecto al testigo disolvente agua 

tal y como se obtuvo previamente en estudios in vivo (Graf, 1995; Heres-Pulido, 

2001 y Dueñas et al., 2005). 

Además el análisis de la frecuencia acumulada de la distribución del tamaño de 

clones mwh indicó que el MMS sí alteró la división celular. Se ha reportado que en 

D. melanogaster hay cerca de 35 genes sensibles a mutágenos, de los cuales 28 

lo son al MMS, en diferentes momentos del desarrollo celular, y muchos de ellos 

están involucrados en la reparación del daño al DNA (Dusenbery y Smith, 1996; De 

Buendía, 1998; Internet FlyBase, 2012) lo cual explica la alteración en la división 

celular. 

Tratamiento Act-Hex/MMS 

Al comparar el tratamiento Act-Hex/MMS contra agua/MMS se encontraron 

diferencias estadísticamente significativas. El tratamiento Act-Hex/MMS produjo 

más daño genotóxico. Martin (2012) encontró los mismos resultados con la cruza 
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estándar (CE) y propone que esto puede explicarse tomando en cuenta el valor de 

polaridad del hexano (0.0), de la acetona (5.4) y la del MMS (polar). Menciona, a 

Bevan et al. (1982) y Bowman & Rand (1985) quienes describen que los 

compuestos que son no polares y que tienen grupos polares débiles se difunden 

con mayor facilidad, a través de la membrana celular, que los compuestos con 

carga polar. Se sabe que los compuestos no polares son capaces de desestabilizar 

la membrana y facilitar la entrada de compuestos semipolares o polares. Derivado 

de lo anterior, Martin (2012) propone que la difusión o la corriente que originen las 

diferencias hidrostáticas y osmóticas a través de la membrana y la magnitud del 

flujo de agua, pudieron provocar que el MMS fuera arrastrado por alguno de éstos 

hacia el interior de las células (Goodman & Gilman, 2007). En este trabajo se 

demostró con la frecuencia acumulada de la distribución de clones mwh la 

diferencia estadística entre ambos tratamientos (agua/MMS vs Acet-Hex/MMS), 

por lo que esto último apoya el efecto del pre-tramiento Acet-Hex sobre el daño 

obtenido con el MMS. 

Tratamientos LYCO/MMS 

Al comparar el testigo positivo Act-Hex/MMS con los diferentes tratamientos 

LYCO/MMS se encontró que las concentraciones de LYCO 0.9 y 1.8 µM/MMS 

mostraron un incremento estadísticamente significativo en la frecuencia de 

manchas presentada por el MMS lo cual se podría explicar si se asume que 

además del efecto mutagénico del MMS, también tiene unl débil efecto oxidante 

(Rowe et al., 2008) lo que pudo haber oxidado al LYCO y convertirlo en un 

compuesto pro-oxidante, ya que como se ha reportado en ensayos in vitro como el 

de Yeh y Hu (2000), quienes aunque no encontraron incremento con otros 

oxidantes (AMVN, AAPH y Fe/NTA), reportaron que los compuestos con LYCO 

pueden ser antioxidantes o pro-oxidantes, dependiendo del otro tipo de agente 

utilizado. La relación lineal obtenida al graficar las frecuencias de manchas totales 
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del post-tratamiento MMS vs pretratamiento LYCO 0.45, 0.9 y 1.8 µM, apoyan la 

hipótesis de que a mayor concentración de LYCO se obtiene más daño por el 

tratamiento con MMS. Esto demuestra que para este mutágeno, a la concentración 

de 0.5 mM y bajo las condiciones descritas, el LYCO no tiene efecto protector. 

Testigo H2O2. 

Los resultados obtenidos demostraron que el H2O2 [20 mM] no tuvo efecto 

genotóxico en la cruza BE. Por otra parte, Furukawa et al. (1993) y Kawai y 

Furukawa (1995) también demostraron que el H2O2 a esta misma concentración no 

es genotóxico en la cruza estándar. Sin embargo, observaron incremento de estrés 

oxidativo midiendo la actividad de las catalasas. Los autores consideraron que la 

función de las catalasas y los sistemas de reparación protegieron contra el daño 

oxidativo al DNA en D. melanogaster.  

Al analizar la frecuencia acumulada de la distribución de clones mwh se obtuvieron 

diferencias estadísticamente significativas, lo que indica que el testigo H2O2 alteró 

la división celular. Esto coincide con Martínez (2012) quien encontró efecto tóxico 

del H2O2 en larvas de tercer estadio de las líneas flare y Oregon-flare de D. 

melanogaster; así mismo coincide con los efectos citotóxicos reportados por Jurkat 

y Gardner et al. (1997) en fibroblastos de la línea L929 y los efectos citotóxicos o 

apoptóticos reportados por Barbouti et al. (2002) en cultivo de células. 

Por lo anterior, para explicar los efectos del H2O2, se proponen las siguientes 

hipótesis: (1) causa estrés oxidativo pero éste es inhibido por las catalasas; (2) 

causa un leve daño genotóxico, pero éste es anulado eficientemente por los 

sistemas de reparación del DNA; (3) es citotóxico y las larvas o las células 

dañadas mueren por el daño induciendo el “suicidio programado” y la 

genotoxicidad no se evidencia. Los resultados en la frecuencia acumulada de la 

distribución de clones mwh apoyan a la tercera hipótesis. 
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Tratamientos LYCO/H2O2. 

Al comparar el testigo H2O2 con los tratamientos LYCO/H2O2 se encontró que 

LYCO 0.45 y 0.9 µM/H2O2 mostraron incrementos significativos en la frecuencia de 

manchas grandes, gemelas y totales, por lo que se cree pudo haber interacción 

entre el LYCO y el H2O2. Debido a que se ha reportado que el LYCO puede unirse 

a proteínas o lipoproteínas en la membrana celular (Young y Lowe, 2001); sin 

embargo éste, como otros antioxidantes (Yeh y Hu, 2000) puede ser tanto 

antioxidante como pro-oxidante dependiendo de la concentración o del compuesto 

al que sea expuesto. Por lo anterior, estos resultados pueden deberse a uno o dos 

de los efectos descritos para el LYCO: (1) Pro-oxidante, causando 

lipoperoxidación; (2) formación de metabolitos epóxido, tales como 1,2-epóxido 

licopeno y 5,6-epóxido licopeno (Ben-Aziz et al., 1973 y Kim et al., 2001) que 

dañan al DNA como lo reportan Yeh y Hu (2001). 

Finalmente, el análisis de frecuencia acumulada de la distribución de clones mwh 

mostró que hubo diferencias entre el testigo H2O2 y los tratamientos LYCO/H2O2 

indicando que el LYCO/H2O2 afectó la división celular, lo cual pudo deberse a los 

efectos tóxicos, citotóxicos y apoptóticos reportados para el H2O2 (Gardner et al., 

1997; Barbouti et al., 2002; Wertz et al., 2004; Martínez, 2012). 
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CONCLUSIONES  

El MMS es un agente alquilante directo, pero recientemente se ha reportado que 

de manera indirecta también puede producir daño oxidativo. Este trabajo tuvo 

como objetivo evaluar el efecto del carotenoide LYCO, con propiedades 

antioxidantes y anticancerígenas, contra los efectos del MMS, así como del H2O2 

que produce estrés oxidativo, mediante la prueba en ala de D. melanogaster 

(SMART), en la cruza de bioactivación elevada, que tiene niveles altos de 

CYP450s. El análisis de los resultados y la discusión de los mismos, permiten 

concluir, para cada uno de los factores siguientes: 

El LYCO no mostró una tendencia a disminuir el daño provocado por el MMS, ni el 

H2O2, debido a que: 

 Los tratamientos LYCO 0.9 y 1.8 µM/MMS, LYCO 0.45 y 0.9 µM/H2O2 

incrementaron el daño genotóxico provocado por el MMS y el H2O2, 

respectivamente 

 Los tratamientos LYCO 0.9 µM/agua, LYCO 0.45, 0.9 y 1.8 µM/MMS, 

LYCO 0.45, 0.9 y 1.8 µM/H2O2 afectaron la división celular. 

El efecto del MMS no fue disminuido por el LYCO, en todos los casos se alteró la 

división celular, ya que: 

 Todos los tratamientos con MMS produjeron un incremento en el daño 

genotóxico a excepción del tratamiento LYCO 0.45 µM/MMS. 

 El MMS alteró la división celular en todos los tratamientos 

  Incrementó el daño del tratamiento Act-Hex/MMS, lo cual pudo deberse a la 

polaridad de los compuestos y a que éstos pudieron haber facilitado el 

ingreso del MMS a la célula. 
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El disolvente Act-Hex tuvo efecto sobre los parámetros estudiados porque: 

 Se determinó que el testigo Act-Hex modificó la división celular e incrementó 

el daño en el tratamiento Act-Hex/MMS. Esto pudo deberse a las diferencias 

de polaridad de los compuestos y su efecto sobre las membranas, pudiendo 

haber facilitado el ingreso del MMS a las células 

Recomendaciones 

Cuantificar en larvas de D. melanogaster sometidas a estos tratamientos: 

 Actividad de catalasas 

 Expresión de genes relacionados con estrés oxidativo (hsp) y/o apoptosis 

(caspasa 9). 
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Anexo 1 

Eventos genéticos 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 20. Eventos genéticos que ocasionan la pérdida de heterocigosis en los marcadores flr3 y 

mwh en D. melanogaster. 
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Continuación figura 20, eventos genéticos que ocasionan la pérdida de heterocigosis en los 

marcadores flare y multiple wing hair en D. melanogaster. 
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Anexo 2 

Líneas y marcadores 

En el laboratorio de Genética Toxicológica se cuenta con tres líneas de D. 

melanogaster: “multiple wing hairs” (mwh/mwh), “flare” (flr3/TM3,BdS) y “Oregon-

flare” (ORR(1); ORR (2); flr3/TM3,BdS) los cuales presentan los marcadores 

siguientes (Graf, 1995) (Cuadro 7): 

1.  “multiple wing hairs” (mwh), el cual es una mutación recesiva homocigota 

viable, que se localiza en el brazo izquierdo del cromosoma 3 (3-0.3); en 

homocigosis produce tricomas múltiples por célula en lugar de un solo 

tricoma con condición silvestre 

2.  “flare” (flr) es una mutación recesiva que afecta la forma de los tricomas, 

éste se localiza en el brazo izquierdo del cromosoma 3 (3-38.8). Para este 

carácter se conocen tres alelos y en condición homocigota son letales. Sin 

embargo, este caso puede ser viable en las células de los discos imaginales 

del ala. Por su condición letal, los alelos flr pueden conservarse en las líneas 

D. melanogaster introduciendo un balanceador con múltiples inversiones, 

dos paracéntricas (L y R) y una pericéntrica (L+R), que impide la formación 

de nuevos arreglos cromosómicos originados por recombinación. Este 

marcador es letal en homocigosis, por lo cual el balanceador está presente 

en la línea flr3/TM3, BdS, donde TM3 significa la triple inversión: Third 

Multiple 3 (Graf et al., 1996). BdS es un marcador dominante que se localiza 

en el brazo derecho del cromosoma 3 (3-92.5), es letal en homocigosis y se 

expresa en forma de muescas en el borde del ala, su presencia permite 

detectar que no se ha perdido la heterocigosis de flr3 porque no ha habido 

recombinación meiótica.  
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3. Oregon-flare posee el marcador fl3 en carácter heterocigoto y presenta los 

cromosomas 1 y 2 de la línea Oregon. El cromosoma 2 lleva la mutación 

dominante Rst (2) DDT, localizada en la región 43E, (2-64.5), que provoca la 

expresión constitutiva de una proteína inductora de los genes CYP (CYP6a8 

y CYP6a9 del cromosoma 1 y CYP6a2 del cromosoma2). Estos genes 

expresan las enzimas del complejo enzimático CYP450s. Esta mutación 

confiere en consecuencia, no sólo la resistencia al DDT e insecticidas 

organofosforados en larvas y adultos, sino también el incremento general en 

el metabolismo xenobiótico (Saner et al., 1996). 
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Cuadro 7. Marcadores que se expresan en el ala de D. melanogaster. 

Marcador Descripción Imagen 

 

multiple wing hairs 

(mwh) 

 

Mutación recesiva homocigota viable en el 

brazo izquierdo del cromosoma 3 (3-0.3). En 

homocigosis este marcador produce tricomas 

múltiples por célula en lugar de un solo 

tricoma silvestre. 

 

 

 

flare (flr
3
) 

 

Mutación que afecta la forma de los tricomas, 

se localiza en el brazo izquierdo del 

cromosoma 3 (3-38.8) y es homocigota letal 

(Graf, 1995). Se mantiene la heterocigosis 

por la introducción del cromosoma 

balanceador TM3. 

 

 

 

Beaded-Serrate 

(Bd
S
) 

 

Marcador dominante que se localiza en el 

brazo derecho del cromosoma 3 (3-92.5), es 

letal en homocigosis y se expresa en forma 

de muescas en el borde del ala (Osaba et al., 

1999). 
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Anexo 3 

Cruza Bioactivación Elevada (CBE). 

La CBE produce genotipos transheterocigotos ORR(1)/+; ORR(2)/+; 

mwh,flr3+/mwh+,flr3 con alas de fenotipo silvestre y heterocigotos ORR(1)/+; 

ORR(2)/+; mwh flr3+/mwh+ flr3+,TM3,BdS con alas de fenotipo Serratia. Cuando 

hay pérdida de heterocigosis se pueden detectar los daños ocasionados por 

mutágenos como el MMS (Graf et al., 1996). En las moscas con fenotipo silvestre 

transheterocigotas podemos ver daños como mutaciones y recombinación, ya que 

no está presente la inversión múltiple, expresándose como manchas simples y 

gemelas y en las heterocigotas con alas Serratia, sólo se observan manchas 

simples causadas por mutaciones debido a que la inversión múltiple impide la 

recombinación somática por recombinación entre homólogos (Graf et al., 1984).  
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