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RESUMEN 
 
Se ha propuesto que el metabolismo del ácido araquidónico (20:4n-ω6) es un importante mediador en la 

fisiología y fisiopatología de los mamíferos. Actualmente se explora su participación en diversos aspectos de 

la biología de los insectos y se han encontrado similitudes sorprendentes entre éstos y los vertebrados. Bajo 

esta vertiente, en esta tesis se intentó dar respuesta a dos interrogantes. Por una parte se determinó si el 20:4n-

ω6 está presente en las larvas de tercer estadio de Drosophila melanogaster y por la otra, si éste participa en la 

respuesta de genotoxicidad de la mosca. Se utilizó 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) y cortisona 

(COR) como inductor e inhibidor del 20:4n-ω6, respectivamente. 

Los resultados obtenidos indicaron que el 20:4n-ω6 si está presente. El TPA resultó genotóxico para 

Drosophila en todas las concentraciones probadas [0.275-0.56 mM], probablemente por la inducción de 

enzimas que participan en el metabolismo del 20:4n-ω6 y por la acción indirecta de especies reactivas de 

oxígeno (ROS); la administración del TPA también disminuyó el contenido del 20:4n-ω6, lo que sugiere que 

probablemente este ácido es utilizado para generar eicosanoides. Con la COR, aunque el contenido de 20:4n-6 

disminuyó, no lo hizo la frecuencia de mutación en las concentraciones probadas [0.56-5.6 mM]. Los 

glucocorticoides (GCC) tienen la capacidad de redistribuir al 20:4n-ω6 en otros compartimentos, de manera 

que la disminución del contenido de 20:4n-ω6 disponible, no necesariamente puede relacionarse con la 

producción de eicosanoides, como en el caso del TPA, sino que podría haber sido compartimentalizado y en 

consecuencia, deja de ser sustrato disponible.  

En los tratamientos mezcla y secuencial con TPA [O.55 mM] más COR [1.4 y 2.8 mM], la frecuencia de 

mutación fue menor que la inducida por el TPA sólo lo que indica que probablemente esta ruta metabólica sí 

está involucrada en la respuesta de genotoxicidad. Se proponen dos posibles mecanismos de acción; en el 

tratamiento con la mezcla se inhibe el primer paso (Fosfolipasa A2) y segundo paso (Ciclooxigenasa); en el 

tratamiento secuencial se inhibe sólo el segundo paso, lo que impide la subsecuente generación de ROS. 

Los resultados obtenidos en esta investigación, muestran que el metabolismo del 20:4n-6 sí está implicado en 

la respuesta de genotoxicidad ya que la frecuencia de mutación y recombinación somáticas en Drosophila 

melanogaster se modifica de manera significativa en los diferentes tratamientos. 

Es necesario continuar con la caracterización de la participación del 20:4n-ω6 en la respuesta de 

genotoxicidad y su relevancia en la respuesta inmune de Drosophila melanogaster y otros invertebrados. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
1.1 Ácido araquidónico (20:4n-ω6) 

El ácido araquidónico (20:4n-ω6; ácido Z, Z, Z, Z-5, 8, 11, 14-eicosatetraenoico; C-20 Δ5, Δ8, Δ11, 

Δ14; AA) se sintetiza a partir del ácido linoleico dando como intermediario al araquinodil-CoA, el 

cual se utiliza principalmente en la síntesis de fosfolípidos y del 20:4n-ω6, este último se encarga de 

la biosíntesis de eicosanoides (Mathews y van Holde 1990) (Fig. 1). 
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Fig. 1 Síntesis del 20:4n-ω6. 

El ácido araquidónico (20:4n-ω6) se encuentra formando parte de la estructura de los fosfolípidos de 

la membrana, esterificado en la posición sn-2, forma que no es sustrato para las enzimas. Se ha 

propuesto que esta esterificación da sostén a la membrana, fluidez y también funciona como 

almacén sustrato (Ziboh, 1985).  

Aunque también los ácidos dihomo-γ-linolénico (20:3n-ω6) y eicosapentaenoico (20:5n-ω3) son 

precursores de eicosanoides, el 20:4n-ω6 es el mejor estudiado en mamíferos, y en los que 

probablemente es el ácido graso poliinsaturado más importante como precursor de eicosanoides, 

constituye del 25 al 33 % de los ácidos grasos de los fosfolípidos (Hansen, 1989). El contenido de 

20:4n-ω6 en los mamíferos y los insectos terrestres es diferente. Basados en estudios analíticos, de 
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incorporación y nutricionales, Stanley-Samuelson y Dadd (1983), propusieron que el 20:4n-ω6 y 

otros ácidos grasos poliinsaturados (PUFAs por sus siglas en inglés) de 20 carbonos (C20) se 

encuentran en tejidos lipídicos de todos los insectos. Los PUFAs están en proporciones bajas, 

menores al 0.1 % de los ácidos grasos de los fosfolípidos, lo que explica su aparente ausencia en los 

insectos terrestres (Howard y Stanley-Samuelson, 1990; Howard et al., 1992). Como ocurre con 

otros animales acuáticos, los insectos acuáticos mantienen altas proporciones de PUFAs de C20 

(Stanley-Samuelson et al., 1988), sin embargo análisis de PUFAs provenientes de arañas, tarántulas 

y otros invertebrados terrestres, revelan que estos animales contienen mucho más 20:4n-ω6 que los 

insectos terrestres (Uscian y Stanley-Samuelson, 1994). Por otro lado, estudios nutricionales 

(Stanley-Samuelson y Dadd, 1981; Dadd, 1981; Stanley-Samuelson y Dadd, 1983; Stanley-

Samuelson y Dadd, 1984) y de incorporación de ácidos grasos a partir de la dieta (Gadelhak y 

Stanley-Samuelson, 1994) indican que las células de insectos mantienen activos estos componentes 

en bajas proporciones. 

 

1.2 Eicosanoides 

Eicosanoide, es un término general para todos los metabolitos oxigenados y biológicamente activos 

de los PUFAs de C20, como el 20:4n-ω6, ácido dihomo-γ-linolénico (20:3n-ω6) y el ácido 

eicosapentaenoico (20:5n-ω3) (Corey et al., 1980; Stanley-Samuelson, 1994a; Stanley-Samuelson, 

1994b; Stanley y Miller, 1998; Stanley, 2006a) (Fig. 2). 

Como las hormonas, debido a su estructura y naturaleza química los eicosanoides ejercen efectos 

fisiológicos específicos sobre las células blanco, sin embargo difieren de éstas en que pueden actuar 

localmente o cerca del sitio de origen y son catabolizados extremadamente rápido (Gurr y Harwood, 

1991; Smith, 1992; Kelloff et al., 1995; Urade et al., 1995; Stanley, 2000; Stanley, 2006a). 

Se conocen tres rutas enzimáticas para la síntesis de eicosanoides: 

1) Ciclooxigenasa (COX), produce prostaglandinas (PGs), prostaciclinas (PGIs) y tromboxanos 

(TXs). 

2) Sistema enzimático dependiente del Citocromo P450 (P450), producen ácidos 

epoxieicosatrienoicos (EET’s), ácidos hidroxieicosatetraenoicos (HETEs) y ácidos hidroxi-

araquidónico (OH- 20:4n-ω6). 

3) Y varias lipooxigenasas (LOXs), que producen ácidos hidroxieicosatetraenoicos (HETEs), 
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ácidos hidroxiperoxieicosatetraenoicos (HPETEs), leucotrienos (LTs), lipoxinas (LXs) y 

hepoxilinas (HXs) (Fig. 3). 
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Fig. 2 Tres ácidos grasos poliinsaturados (PUFAs) precursores de eicosanoides (prostaglandinas, PGs); 
las series E y F se refieren al grupo hidroxilo o ceto en la posición 9; los números 1, 2 y 3 indican el 
número de dobles enlaces contenidos en las moléculas. El número seguido de ω, significa la posición 
del último doble enlace en la cadena alifática. 
 
Además se ha reportado otro mecanismo de síntesis de eicosanoides: los isoprostanos, estos son 

producidos in vivo por la peroxidación no enzimática del 20:4n-ω6, por un mecanismo catalizado 

por especies reactivas del oxígeno (ROS), dando lugar a la formación de eicosanoides fuertemente 

quimiotácticos. El anión superóxido (O-) y los radicales hidroxilo (OH•) son los posibles radicales 

activos de esta conversión (Morrow et al., 1990; Rokach et al., 1997; Lawson et al., 1999; Roberts 

et al., 1999a; Roberts et al., 1999b; De Zwart et al., 1999; Roberts y Morrow, 2000; Jahn et al., 

2008) (Fig. 4).  
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Fig. 3 Vías enzimáticas involucradas en la síntesis de eicosanoides, metabolismo primario: a) 
Ciclooxigenasa (COX): prostaglandinas (PGs), tromboxanos (TXs), metabolismo secundario 
(Citocromo P450); b) 5-lipooxigenasa (5-LOX): ácido 5-hidroxieicosatetraenoico (5-HETE), ácido 5-
hidroxiperoxieicosatetraenoico (5-HPETE), leucotrienos (LTs) y c) citocromo P450 (P450): ácidos 
epoxieicosatrienoicos (EETs). 
 

Las vías biosintéticas y estructuras químicas de estos compuestos se detallan en la figura 5. 

Los eicosanoides actúan de diferente modo. En algunas situaciones estimulan la contracción del 

músculo liso donde las PGs son la señal de inicio, en otras modulan los efectos hormonales en el 

riñón, donde actúan como autocoides. Las células estimuladas pueden producir PGs, las cuales son 

transportadas al exterior de las células, donde modulan el nivel de la estimulación a través de la 

interacción con receptores específicos. Las células pueden influenciar su propia actividad por la 

expresión de autocoides, este paso constituye uno de los últimos elementos en la regulación de 

eicosanoides en mamíferos (Fig. 6). Kanai et al. (1995), identificaron y caracterizaron un 

transportador para PGs a través de la célula y de las membranas epiteliales en muchos tejidos de 

mamíferos. 
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Fig. 4 Los isoprostanos se clasifican en cuatro tipos y pueden ser formados por dos mecanismos 
diferentes: a) dioxetano/endoperóxido, se presenta la formación completa del tipo III, las otras se 
generan de manera similar, pero la reacción ocurre en diferente posición; b) endoperóxido, sólo se 
presenta la formación del tipo III, las reacciones de los otros tres tipos son similares, pero en diferente 
posición (modificado de De Zwart et al., 1999). 
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Fig. 6 Elementos que participan en la acción de autocoide de PGE2: a) 20:4n-ω6 esterificado en la 
posición sn-2 de los fosfolípidos de la membrana; b) el 20:4n-ω6 es liberado por la PLA2; c) el 20:4n-ω6 
es convertido a PGE2 por la acción enzimática de COX y de una isomerasa específica; d) la PGE2 sale 
de la célula por medio de un transportador específico; e) para ingresar de nuevo, PGE2 necesita de un 
transportador que se une a una proteína G; f) la proteína G actúa como proteína efectora aumentando 
la concentración intracelular del segundo mensajero (modificado de Stanley-Samuelson y Pedibhotla, 
1996). 
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Los elementos que participan en la síntesis de eicosanoides, incluyen: a) PUFAs de C20, precursores 

de los eicosanoides en los lípidos celulares (Hansen, 1989), b) las enzimas que liberan el sustrato de 

los lípidos celulares (Dennis, 1994), c) las enzimas oxidantes de los ácidos grasos que producen a los 

eicosanoides (Needleman et al., 1986), y d) receptores para los eicosanoides y mecanismos 

relacionados en las señales de transducción (Smith, 1989; Smith, 1992; Negishi et al., 1993). 

La actividad de los eicosanoides es generalmente reconocida mediante la unión a receptores de 

membrana que a su vez se acoplan a las proteínas G (Smith, 1989), esto es probable para PGE2,  

PGF2α, TXs, y LTs (Fig. 6). Sin embargo un grupo de productos de LOXs, los HETEs son 

fácilmente esterificados en los fosfolípidos celulares, donde estos pueden actuar a través de los 

efectos de perturbación de la membrana (Spector et al., 1988). Por otro lado la PGA2 difiere de la 

PGE2 y de la PGF2α porque se localiza en la membrana nuclear e influye directamente sobre la 

transcripción (Holbrook et al., 1992). 
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1.3 Fosfolipasa A2 (PLA2) en la biosíntesis de eicosanoides (primer paso) 

Los eicosanoides pueden ser regulados por la disponibilidad del substrato. La liberación de los 

ácidos grasos precursores de los eicosanoides, es comúnmente llevada al cabo por la acción de la 

fosfolipasa A2 (PLA2), la cual por definición, hidroliza el enlace éster en la posición sn-2 de los 

fosfolípidos, los productos de la hidrólisis de la reacción de PLA2 son los ácidos grasos libres y los 

lisofosfolípidos (Dennis, 1994; Dennis, 1997; Stanley, 2006b) (Fig. 7). 
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Fig. 7 Las fosfolipasas, son enzimas hidrolíticas que cortan enlaces en los fosfolípidos. La posición 
de los cortes identifica a las familias y generan productos únicos. PLA1: generalmente un ácido 
graso saturado (R1); PLA2: generalmente el 20:4n-ω6 + ácido lisofosfatídico (precursor del factor 
activador de plaquetas); PLC: cataliza la reacción fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) para generar 
los productos inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG); PLD: ácido fosfatídico + colina; X: 
puede ser inositol, colina o etalonamina. 
 

Aunque se reconocen varios grupos de PLA2 (Six y Dennis, 2000), éstas son agrupadas en dos 

grandes categorías (Stanley, 2006b): a) la secretora (sPLA2) incluye enzimas de bajo peso molecular 

(14 kDa), proteínas estabilizadas por 5-7 puentes bisulfuro, que requieren de concentraciones mM de 

calcio para su actividad catalítica; son enzimas asociadas con la digestión, procesos inflamatorios y 

con los venenos de artrópodos y serpientes (Dennis, 1994; Dennis, 1997) y b) la intracelular ó 

citosólica (cPLA2), incluye enzimas de alto peso molecular (85 kDa) que requieren de 
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concentraciones μM de calcio. Algunas cPLA2 son específicas para fosfolípidos que contienen 

20:4n-ω6 en la posición sn-2 y están involucradas directamente con la biosíntesis de eicosanoides 

(Dennis, 1994; Dennis, 1997). 

Varias enzimas presentan requerimientos de calcio que varían en su actividad catalítica, algunas 

PLA2 requieren de concentraciones mM y μM de calcio, sin embargo, McIntosh et al. (1995), 

descubrieron una PLA2 (Conodipina-M) del veneno del caracol marino, Conus magus, esta sPLA2 es 

activada por concentraciones subμM de calcio. Por otro lado, varias cPLA2 son activadas por 

concentraciones μM de este elemento y unas pocas son independientes de él (Dennis, 1994; Dennis, 

1997). 

Para los insectos, las PLA2s se clasifican en secretoria (sPLA2) y celular (cPLA2), debido a que 

no se sabe con certeza el origen y la localización celular de las PLA2s en estos organismos 

(Stanley, 2006b). 

La PLA2 se encuentra en diversos organismos del reino animal, lo que indica una distribución 

universal, tiene importantes funciones en las señales de transducción, en la digestión de 

fosfolípidos, el rearreglo de los fosfolípidos de la membrana celular y en la respuesta 

inflamatoria (Bowman et al., 1997). 

En particular, la cPLA2 es regulada por: a) la translocación a las membranas celulares, b) la 

fosforilación por proteínas cinasas, c) en otros casos, una proteína G está involucrada en la 

activación de PLA2 y d) algunas de estas enzimas son activadas transcripcionalmente, resultando en 

altos niveles de PLA2. 

En un estudio con la hembra Thermobia domestica (Thysanura), Ragab et al. (1991), describieron 

actividad de cPLA2 en las gónadas. Uscian y Stanley-Samuelson (1993), describieron una cPLA2 en 

los cuerpos grasos de Manduca sexta (Lepidoptera), que es independiente de calcio. Otra cPLA2 

independiente de calcio, es la de los hemocitos, que exhibe una preferencia para los fosfolípidos que 

contienen 20:4n-ω6. La actividad enzimática de las cPLA2 fueron sensibles a los parámetros usuales 

determinados en las cPLA2 de mamíferos como: a) concentración de la proteína, b) tiempo de 

incubación, c) temperatura y d) pH (Uscian y Stanley-Samuelson, 1993). 

En ese aspecto, las enzimas son similares a las involucradas en la biosíntesis de eicosanoides en 

mamíferos (Dennis, 1994). 

Uscian et al. (1992), reportaron una sPLA2 digestiva en el intestino medio del escarabajo tigre 
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Cicendela circumpicta y de la mosca Asilis sp; éstas requieren de calcio para su actividad catalítica, 

las enzimas son pequeñas (22 kDa), similares a la sPLA2 de mamíferos (14 kDa), Sauer et al. (1993), 

describieron una sPLA2 en las glándulas salivales de la hembra del ácaro, Amblyomma americanum, 

esta enzima depende de concentraciones μM de calcio y también es similar a muchas sPLA2 de 

mamíferos. También se encontró una PLA2 digestiva en larvas y adultos del mosquito causante de la 

fiebre amarilla Aedes aegypti (Nor Aliza y Stanley, 1998), en cigarras Megacicada septendecim y M. 

cassini (Tunaz et al., 1999) y en la cucaracha Periplaneta americana (Ali y Hetele, 1997).  

La actividad de PLA2 parece ser un paso crucial en mediar las respuestas hemolíticas (hemocitos) de 

defensa en los insectos que incluyen nodulación, fagocitosis, microagregación y encapsulación en 

caso de invasores mayores (Miller et al., 1994; Lavine y Strand, 2002; Stanley y Miller, 2006). 

Stanley-Samuelson et al. (1991), reportaron que la inhibición de la actividad de la PLA2 en larvas de 

M. sexta, reduce la capacidad de la hemolinfa para combatir las infecciones bacterianas. Por su parte, 

Merchant et al., 2008, señala que el efecto inhibitorio es revertido al tratar a las larvas con 20:4n-ω6 

exógeno. Resultados similares se encontraron en el escarabajo tenebrio Zophobas atratrus (Miller et 

al., 1996) y en el mosquito Anopheles albimanus (García Gil de Muñoz et al., 2008) (Fig. 8). 

NódulosNódulosNódulos

 

Fig. 8 Los insectos responden a las infecciones formando nódulos. La nodulación inicia cuando los 
hemocitos (segregan gránulos) atrapan a los agentes patógenos. Los hemocitos liberan químicos 
inflamatorios y ROS, el proceso se complementa cuando se anclan los fagocitos, formando una capa 
aplanada al nódulo maduro que posteriormente se melaniza, (de esta manera son visibles en las paredes 
internas del cuerpo de los insectos) y posteriormente son eliminados. 
Tomado de http://www.bios.niu.edu/miller/nodules.jpg
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1.4 Ciclooxigenasa (COX) en la biosíntesis de eicosanoides (segundo paso) 
Las PGs son ácidos carboxílicos con un anillo de cinco carbonos variablemente sustituido en el C-9 

y C-11 y dos cadenas alifáticas con una sustitución en el carbono C-15 con uno, dos o tres dobles 

enlaces (Fig. 1). 

El mecanismo de síntesis de las PGs en mamíferos y en muchos invertebrados es similar. La ruta 

para la síntesis de las PGs involucra a la enzima PGH sintetasa, conocida también como COX, es 

una proteína glicosilada asociada a la membrana, tiene un peso molecular de 72 kDa, contiene un 

grupo hemo y presenta dos actividades enzimáticas: a) como ciclooxigenasa, que cataliza la 

formación de PGG2 a partir del 20:4n-ω6 y b) como hidroxiperoxidasa, la cual cataliza la reducción 

de PGG2 a PGH2 (Smith et al., 1991). 

Se ha reportado que la actividad de hidroxiperoxidasa de COX utiliza sustratos reducidos como las 

aminas aromáticas para regresar a su estado nativo, lo que tiene como consecuencia indirecta la 

activación de mutagénos (Gurr y Harwood, 1991; Herschman, 1994; Honn et al., 1994; Williams y 

DuBois, 1996). 

La ruta de síntesis de las PGs ocurre en el retículo endoplásmico en tres estadios: 1) liberación del 

20:4n-ω6 de los fosfolípidos de la membrana mediante PLA2, 2) oxigenación del 20:4n-ω6 para 

producir PGG2 y posteriormente una PGH2 endoperóxido que es precursora de otras PGs y, 

dependiendo de las enzimas presentes en la célula, 3) la conversión de PGH2 a otros prostanoides 

(Christ-Hazelhof y Nugteren, 1982; Moonen et al., 1982; Negishi et al., 1985; Halushka et al., 1989; 

Halushka et al., 1995; Hirata et al., 1995; Tanabe y Ullrich, 1995). 

En el estadio 1, la liberación del 20:4n-ω6 ocurre como resultado de estímulos específicos 

(hormonas como la bradiquimina, epinefrina y proteasas como las trombinas) o por estímulos 

inespecíficos (agentes genotóxicos y por especies reactivas del oxígeno) (Kudo, 1991; Gurr y 

Harwood, 1991). En el estadio 2, el 20:4n-ω6 libre es sustrato de COX en su función de 

ciclooxigenasa, la que es asociada a una protoporfirina IX, que introduce dos moléculas de O2, una 

para formar el anillo y otra para formar un grupo hidroxiperoxi en el C15. La actividad de 

peroxidasa involucra la reducción de un par de electrones del peróxido, para generar PGH2, con un 

grupo hidroxilo en el C15; este paso requiere de triptofano, el cual puede ser reemplazado por 

compuestos, como el guayacol, hidroquinona o fenol (Van der Ouderaa et al., 1977). En el estadio 3 

otras enzimas específicas convierten PGH2 en otras PGs y TXA2 (Mathews y Van Holde, 1990; Gurr 
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y Harwood, 1991; Smith, 1992; Herschman, 1994) (Fig. 5). 

La COX es inactivada antes de que todo el sustrato sea convertido al producto. Esto es referido 

como inactivación “suicida”, y es considerado una propiedad intrínseca de la enzima. La COX es 

inactivada después de 1300-1400 operaciones catalíticas (Smith et al., 1991; Smith y Marnett, 

1991). El paso suicida es una característica de la ciclooxigenasa, porque la actividad de peroxidasa 

continúa después  de que la actividad de ciclooxigenasa se ha desvanecido. 

En mamíferos, se han reportado dos formas de COX. Por un lado, COX-1 es la responsable de la 

biosíntesis de PGs activas en la homeostasis de la fisiología normal. Esta enzima se encuentra en 

muchos tejidos y es expresada constitutivamente, y actúa a nivel extracelular al interactuar con 

receptores unidos a proteínas G, localizados en la superficie exterior de las células. La COX-1 libera 

a PGH2 dentro del citoplasma, donde es convertida por otras enzimas a otras PGs biológicamente 

activas; las especies activas que existen en la célula, son asistidas por un transportador (Kanai et al., 

1995). Por otro lado, Otto y Smith (1995) descubrieron una enzima diferente a la cual llamaron 

COX-2, esta enzima produce PGs durante procesos inflamatorios, ovulación y mitogénesis. En 

contraste a la COX-1, esta isozima no es expresada en muchas células de mamíferos (Smith et al., 

1996; Smith et al., 2000), sin embargo, puede ser rápidamente inducida en fibroblastos, células 

endoteliales, monocitos y folículos ováricos. La COX-2 es inducible y su expresión es de 10 a 18 

veces más rápida por agentes proinflamatorios o mitógenos, tales como citocinas y los esteres de 

forbol (Fig. 10). La COX-2 está asociada principalmente con la superficie luminal de las membranas 

nucleares. Puede liberar PGH2 dentro del núcleo, para ser convertidas a otras PGs, que puedan 

interactuar con proteínas nucleares e influir en la expresión de genes. Ambas ciclooxigenasas, 

pueden representar dos pozas independientes de enzimas activas en la misma célula, cada una con 

funciones biológicas separadas (Otto y Smith, 1995). 

Stanley-Samuelson, (1994a) detectó la presencia de prostanoides en preparaciones in vitro de tejidos 

de insectos como: grillos (Acheta domesticus y de Teleogryllus. commodus, Teleogryllus. ni), 

gusano de seda (Bombyx mori), langosta (Locusta migratoria), mosca doméstica (Musca domestica), 

cucaracha (P. americana), mosquito (A. eagypti), escarabajos  (Tenebrio molitor y Z. atratus), 

gusano cornudo del tabaco (M. sexta) y la mosca de la fruta (D. melanogaster). 

Mientras que los mecanismos que controlan la localización intracelular de COX en insectos 

permanecen desconocidos (Ren et al., 1995), en mamíferos se ha determinado que COX está 
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asociada directamente con el retículo endoplásmico (Otto y Smith, 1995) y siempre se le ha 

encontrado en fracciones microsomales de homogenados celulares, mientras que COX obtenida de 

invertebrados, tiene una distribución menos específica (Stanley-Samuelson y Loher, 1986). 

En hemocitos del gusano cornudo del tabaco (M. sexta), Gadelhak et al. (1995) recobraron actividad 

de PGs en fracciones mitocondriales (5%), microsomales (58%) y en solubles (37%). Similarmente, 

Pedibhotla et al. (1995), en preparaciones de tejidos internos del ácaro, A. americanum, detectaron 

actividad en fracciones microsomales (31%) y citosólicas (69%). A partir de lo anterior se sugiere, 

que las PGs de ciertos artrópodos  (incluyendo insectos) son similares a las de mamíferos. 

En otros estudios sobre la biosíntesis de PGs en insectos, se utilizaron cofactores que son necesarios 

en la biosíntesis de PGs en mamíferos. En preparaciones de los cuerpos grasos de M. sexta, Stanley-

Samuelson y Ogg (1994), recobraron síntesis de PGs en presencia de glutatión reducido (2.4 mM), 

hidroquinona (0.25 mM) y hemoglobina (25 μg) de mamífero, pero no en ausencia de éstos. El 

significado bioquímico de estos estudios implica que estas enzimas son similares a la de mamíferos. 

Se puede suponer que la biosíntesis de PGs de insectos puede requerir también de estos cofactores 

(Stanley-Samuelson y Pedibhotla, 1996). 

 

1.5 Vía Lipooxigenasa (LOX) en la biosíntesis de eicosanoides 

Otra vía metabólica del 20:4n-ω6, involucra a las LOXs, de las cuales se han determinado seis 

principales: 5-, 8-, 9-, 11-, 12- y 15-LOX. Cada LOX es nombrada de acuerdo al carbón que 

oxigenan (Gurr y Harwood, 1991). Sin embargo, algunas LOXs tienen actividades posicionales 

duales o múltiples (Kuhn y Thiele, 1995) (Fig. 5). 

Los productos de las LOXs son rápidamente utilizados en varios sistemas biológicos, los cuales 

forman otros productos biológicamente activos. Uno de éstos, el 5-HPETE, sirve de sustrato para la 

biosíntesis de LTs. En mamíferos, los LTs son mediadores inflamatorios en las reacciones de 

defensa, activan a los leucocitos polimorfonucleares, las células mieloides y los mastocitos. 

(Metters, 1995) (Fig. 5). 

En mamíferos, el LTA4 puede ser biotransformado a cistenil leucotrienos, también denominados 

peptidoleucotrienos. Los cistenil leucotrienos, son conocidos como sustancias de reacción lenta de la 

anafilaxia (Samuelsson, 1983). La principal acción biológica de estos compuestos está implicada con 

la contracción del músculo liso y se asocia con los sistemas vascular, respiratorio y con el tracto 
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digestivo de los mamíferos. Los LTs pueden actuar reduciendo la contractilidad del miocardio, el 

control de secreción de ácidos gástricos, en los bronquioespasmos y en muchos procesos 

inflamatorios involucrados con el asma (Tan y Spector, 1997). Estas acciones son mediadas a través 

de receptores específicos de los cuales se conocen dos tipos (Metters, 1995). 

Otro grupo de productos de la vía de las LOXs son las hepoxilinas (HXs) (Pace-Asciak y Martin, 

1984; Pace-Asciak y Asotra, 1989). Uno de los productos de la 12-LOX, el 12-HPETE es el 

precursor directo de las HXs. Las HXs son rearreglos de 12-HPETE, en el cual el hidroperoxi es 

convertido en epóxido y a un grupo hidroxi. Serhan (1994), identificó una nueva familia de 

productos de las LOXs conocidas como lipoxinas (LXs). Las LXs ejercen potentes acciones 

biológicas en la microcirculación de los vertebrados. Son dos principales: LXA4 y LXB4 algunas 

veces ejercen efectos opuestos, una en la vasoconstricción y la otra en la vasodilatación; estos 

eicosanoides también estimulan la remodelación de lípidos en los leucocitos polimorfonucleares. 

Los LTs y otros productos de las LOXs, han sido poco estudiados en insectos. Por ejemplo, 

Medeiros et al. (2004), descubrieron que productos provenientes de las LOX, como LTB4 participan 

en el control de la endocitosis de proteínas de la yema de los ovocitos, al modular los niveles de 

cAMP en la chinche Rhodnius prolixus. 

 

1.6 Citocromo P450 (P450) en la biosíntesis de eicosanoides 

El papel del P450 en el metabolismo primario del 20:4n-ω6 y secundario de los productos de 

oxidación (incluyendo la vía LOXs, COX y los productos PGs, LTs, HXs, ácidos hidroxipolienoicos 

y otras oxilipinas) son de gran interés. El sistema dependiente de P450 cataliza la biotransformación 

del 20:4n-ω6 y de sus metabolitos a varios derivados oxidados que incluyen a los EETs y HETEs 

(Ivanov et al., 1999). 

Diversos estudios reportados por Ivanov et al. (1999) confirman un mecanismo radical de la 

oxidación por P450. Este incluye dos estadios: abstracción de un átomo de hidrógeno (o electrón) 

del sustrato y la adición de un átomo de oxígeno (recombinación radical). 

El P450 cataliza las reacciones de oxidación, por lo cual requiere de la presencia de un cofactor y de 

oxígeno, comúnmente, el NADPH es el cofactor y la molécula de oxígeno es aportada por el 

iodosilbenceno o por el hidroperóxido (Ivanov et al., 1999). 

Los hidroperóxidos formados por la oxidación del 20:4n-ω6 vía LOXs y COX también son sustratos 
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del P450, el cual homolítica y heterolíticamente une los enlaces oxígeno-oxígeno del peróxido. Esta 

reacción también es llamada "peróxido isomerasa" del P450, y es de gran interés en la bioquímica de 

los eicosanoides, considerando el mecanismo radical que cataliza el rearreglo de la endoperóxido de 

PGH2 a TXA2 y PGI2 (Ivanov et al., 1999) (Fig. 3). 

Los análisis de los productos del metabolismo del 20:4n-ω6 dependiente del P450, indican que 

cataliza tres tipos de reacciones enzimáticas: 1) Epoxidación del 20:4n-ω6, la cual resulta en la 

región estéreo isomérica 5-6, 8-9, 11-12, y 14-15-EETs, productos que son hidrolizados a sus 

correspondientes ácidos dihidroxieicosatrienoicos (DiHETEs), por una epóxido hidrolasa, 2) 

Oxidación alil y bis-alil, para formar ácidos monohidroxieicosatetraenoicos. El P450 cataliza la 

generación de isómeros 7-, 10-, 13-, 5-, 8-, 9-, 11-, 12- y 15-HETEs, sin una estéreo especificidad 

detectable y 3) Hidroxilación en varias posiciones del 20:4n-ω6, generando ácidos 

monohidroxieicosatetraenoicos 16-, 17-, 18-, 19- y 20-OH- 20:4n-ω6 (Fig. 5). 

Los eicosanoides formados a partir del P450 tienen actividades biológicas como  la vasodilatación, 

vaso constricción renal, en el transporte de iones y en la liberación de péptidos hormonales 

(somatostatina, leuteinizante, crecimiento, vasopresina, prolactina, insulina y glucagón) (Capdevila 

et al., 1995). 

 

1.7 Factores que influyen en la liberación del 20:4n-ω6 

También el 20:4n-ω6, puede estar relacionado con otros mecanismos para su liberación: Vía 

fosfolipasa C (PLC) y diacilglicerol lipasa que incrementan el calcio intracelular, éste a su vez 

incrementa la actividad de PLA2 (Zenser y Davis, 1992) (Fig. 9). 

Otros factores pueden liberar el 20:4n-ω6, por inducir la expresión de PLA2 y COX, y se dividen en 

dos categorías: a) factores específicos, que son estímulos fisiológicos ante los cuales se libera 20:4n-

ω6 de la posición sn-2 estos pueden ser hormonales (angiotesina, bradiquinina, epinefrina) o 

proteicos (trombina, complejo Ag-Ac) y b) factores inespecíficos, que se producen en condiciones 

patológicas ante las cuales se observa aumento de 20:4n-ω6 libre (daño mecánico, isquemia, 

venenos activos sobre membranas, mutágenos, promotores de tumores como el 12-O-

tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), radicales libres y algunos ionóforos de calcio) (Companioni, 

1995). 
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Fig. 9 Relación del 20:4n-ω6 con otras vías que participan en las señales de transducción (segundos 
mensajeros). 
 

El TPA, es un éster de forbol que produce la liberación del 20:4n-ω6 por inducir la expresión y la 

actividad de PLA2 (Levine y Hassid, 1977; Li-Stiles, et al., 1995; Li-Stiles, et al., 1997; Gijón y 

Leslie, 1999; Gijón, et al., 1999), además puede inducir la expresión de COX-2 (forma 

inducible) que posteriormente puede transformar al 20:4n-ω6 libre para producir prostanoides 

(Sánchez y Moreno, 1999) (Fig. 10). 

En linfocitos humanos se ha establecido que la actividad clastogénica del TPA es causada por un 

compuesto de bajo peso molecular al cual se le ha denominado factor clastogénico (CF). El CF 

provoca aberraciones cromosómicas y SCE en varios tipos celulares no expuestos directamente 

al TPA (Emerit y Cerruti, 1982). 

 

1.8 Especies reactivas de oxígeno generadas durante el metabolismo del 20:4n-ω6 

En los organismos se generan especies reactivas derivadas del oxígeno (ROS) como producto de la 

reducción parcial del oxígeno molecular, las cuales participan en la fisiopatología de múltiples 

enfermedades. Entre los sistemas generadores de ROS se encuentra la xantina oxidasa que produce 

radicales súper óxido (O-) y el peróxido de hidrogeno (H2O2) como productos de su acción 

catalítica. La actividad de la xantina oxidasa se ve incrementada una vez comenzado el daño celular 

 

Neevia docConverter 5.1



y tiene relación con el daño endotelial, pues se ha comprobado que esta enzima es la fuente principal 

de ROS en dicho tejido. En el tejido dañado los leucocitos polimorfonucleares activan la producción 

de ROS a través de la enzima NADPH oxidasa asociada a la membrana. Este mecanismo aún no está 

esclarecido, pero se ha planteado que podría estar relacionado con la síntesis de metabolitos del 

20:4n-ω6 y de otras moléculas que median la migración y adhesión de leucocitos 

polimorfonucleares al endotelio vascular. De esta forma, los polimorfonucleares y el endotelio 

activado, además de generar ROS, producen derivados proinflamatorios como los LTs y las PGs 

derivados del 20:4n-ω6, el factor activador de plaquetas y las interleucinas. Las ROS producen a su 

vez la peroxidación de los lípidos de membrana, paso que es determinante en el mecanismo de daño 

endotelial y al DNA. Así mismo producen modificaciones de las proteínas (enzimas, receptores, 

formadoras de canales) asociadas a estos lípidos, lo que provoca trastornos de los sistemas de 

transporte, con aumento de permeabilidad para algunos elementos que, como el calcio, producen la 

activación de PLA2 (Companioni, 1995). 
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Fig. 10 TPA (12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato), inductor de PLA2 y COX-2. 
 

 

Existen reacciones del metabolismo del 20:4n-ω6 que también generan aún más radicales libres por 

ejemplo, los neutrófilos humanos responden a la administración de lipoxinas formando el O-. Así 

como en la acción de la COX y las LOXs se producen radicales libres, todo lo anterior conduce a 

que el daño se incremente durante los eventos isquémicos y por la administración de xenobióticos 

(Companioni, 1995). En roedores, el TPA induce respuestas inflamatorias en la piel, que incluyen 

el desarrollo de edema, hiperplasia, inducción de citocinas y enzimas que incrementan la 

actividad y expresión de la ornitina carboxilasa (ODC), COX-2 y potencian la liberación de ROS 
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(Murakami et al., 2000; Seo et al., 2002). 

La COX-2 es indetectable en muchos tejidos sin daño y es transitoriamente inducida por 

citocinas, factores de crecimiento, oncogenes y por TPA (Prescott y Fitzpatrick, 2000). La sobre 

expresión de la COX-2 inhibe la apoptosis e incrementa la proliferación, invasión y metástasis 

de células malignas (Tsujii et al., 1997). Por lo tanto, la supresión de la inducción y la actividad 

de la ODC y la COX-2 es un paradigma para prevenir la carcinogénesis en distintos órganos 

(Park et al., 2008). 

 

1.9 Inhibidores de las enzimas participantes en el metabolismo del 20:4n-ω6 

Los inhibidores de PLA2 (primer paso), tales como los glucocorticoides (GCC) (cortisona, COR) 

(Fig. 11), inhiben la actividad de las enzimas involucradas en la síntesis de eicosanoides, como 

sPLA2 y cPLA2, al inducir la expresión de proteínas llamadas lipocortinas (también conocidas 

como anexinas) (Raz et al., 1989; Marnett, 1992; Goppelt-Struebe, 1997; Dennis, 1997; 

Buckingham y Flower, 1997; Hirose et al., 2007). 

Por otro lado, también se ha reportado que la COX-2 (segundo paso) es un blanco potencial de los 

GCC ya que inhiben la síntesis de prostanoides (Goppelt-Struebe, 1997; Sánchez y Moreno, 1999; 

Smoak y Cidlowski, 2004; Samuelsson et al., 2007). 
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Fig. 11 COR (Cortisona) antiinflamatorio esteroidal (glucocorticoide), inhibidor de PLA2 y COX-2. 
 

Se conocen además otros compuestos que intervienen en la inhibición de la COX, tales como las 

drogas antiinflamatorias no esteroidales (NSAIDs) (aspirina, ibuprofeno, indometacina, paracetamol, 

naproxeno y piroxicam, entre otros) y ciertos antioxidantes que son inhibidores efectivos de la 
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mutagénesis (Day, 1988; Dinarello, 1989; Marnett, 1992). 

Otra vía del metabolismo del 20:4n-ω6 asociado con la mutagénesis y carcinogénesis es el bloqueo 

de las LOXs que es observado durante la inflamación. Esto sugiere que los productos inmediatos de 

la actividad las LOXs, los HPETEs y sus precursores HETEs, son casi tan importantes en la 

promoción de tumores como las PGs.  

Compuestos que inhiben la actividad de las LOXs, tales como la vitamina E, la esculetina, y 

aquellos que son donadores estables de un electrón (curcumina, flavonoides y el ácido 

nordihidroguaiaretico (NDGA)), inhiben competitivamente la producción de ROS, y están 

involucrados en la promoción de tumores en piel de ratón (Zenser y Davis, 1992) (Fig. 12). 
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Fig. 12 Metabolismo del 20:4n-ω6, su inducción (generación de ROS) e inhibición por diferentes 
agentes. 
 

Así, el metabolismo del 20:4n-ω6 puede ser importante en la inducción de genotoxicidad ya que en 

éste las ROS y otros reactivos eletrofílicos pueden formar aductos que se asocian con el 

rompimiento de la cadena del DNA. Estos procesos pueden ser detenido en varios niveles por: 

a) la inhibición de la PLA2; b) la formación de PGG2 como vía de inhibición de la COX; c) la 

inhibición de la actividad de peroxidasa; d) la inhibición de las LOXs; e) la prevención de la 
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formación de reactivos intermediarios y f) el bloqueo de reactivos intermediarios (P. Ej. conjugación 

GSH) (Raz et al., 1989; Marnett, 1992). 

Se considera que los productos del 20:4n-ω6, especialmente las PGs que actúan como segundos 

mensajeros están involucrados en las señales de transducción (Smith, 1989; Zenser y Davis, 1992; 

Earnest et al., 1992), las cuales a su vez están implicadas en la promoción y progresión de tumores. 

Así, la inhibición del metabolismo del 20:4n-ω6 puede participar en el control de la mutagénesis y 

de la carcinogénesis (Goodwin et al., 1977; Goodwin et al., 1978; Marnett, 1992). 

En síntesis, los metabolitos del 20:4n-ω6 participan activamente en el desarrollo del proceso 

inflamatorio, su acción es a nivel celular y está mediada por la participación de ROS, tanto en la 

liberación del 20:4n-ω6, como en la producción de mayor cantidad de especies reactivas, todo lo 

cual amplifica el daño al DNA (Fig. 12). 

 

1.10 Drosophila melanogaster como sistema de prueba. 

Drosophila ha sido empleada durante muchos años en genética básica. Es un organismo modelo con 

ventajas para la investigación experimental: es prolífico, se mantiene en espacios reducidos, la 

elaboración del medio de cultivo es económico, el ciclo de vida es relativamente corto 

(aproximadamente 10 a 25 ºC), permite verificar la presencia de daño genético in vivo en periodos 

cortos, también detecta químicos promutágenos y/o procarcinógenos ya que posee un complejo 

enzimático (P450) cuya acción es muy similar a la fracción S9 de hígado de mamíferos que permite 

la activación o inactivación de xenobióticos (Rodríguez-Arnaiz y Ramos-Morales, 1992). 

Drosophila, ha desempeñado una función dual en el campo de la genética toxicológica: a) para 

pruebas de corto plazo para identificar carcinógenos y b) como modelo para el estudio de los 

mecanismos de mutagénesis inducidos por agentes químicos. En este organismo pueden analizarse 

un amplio espectro de alteraciones genéticas, tanto en células somáticas como en germinales. Hasta 

finales de los 90s, se habían estudiado entre 700-750 compuestos utilizando la prueba de letales 

recesivos ligados al sexo (SLRL, por sus siglas en inglés). Tiene una alta especificidad, cercana a 1, 

sin embargo, una desventaja de  este sistema experimental es su baja sensibilidad (0.27-0.79) para 

genotóxicos de mamíferos. Así, mientras que una respuesta negativa en Drosophila provee pequeña 

evidencia para genotoxicidad, una respuesta positiva provee una buena evidencia de que el químico 

es mutágeno y probablemente también podría ser carcinogénico en  mamíferos (Vogel et al., 1999). 
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Se han desarrollado otros ensayos utilizando células somáticas que evalúan esencialmente los 

mismos eventos genéticos terminales pero en menor tiempo. Dos de estas pruebas han sido 

empleadas para evaluar todas las clases de genotóxicos químicos: la prueba de manchas en las alas 

flr3/mwh (anexo 1) con más de 400 químicos y la prueba de manchas en los ojos white/white+ con 

cerca de 220 químicos. De 24 carcinógenos que fueron negativos o no concluyentes en el ensayo 

SLRL, 22 fueron positivos en uno o en ambos sistemas somáticos. Su mejor rendimiento en 

comparación con los ensayos de línea germinal es fundamental debido a su bajo costo (no más del 5 

al 10 % de lo que se necesita para el ensayo SLRL), permitiendo el uso de concentraciones múltiples 

y protocolos, así como el uso de distintas líneas con heterogeneidad para la activación de 

carcinógenos, además que los resultados se obtienen en la primera generación (Vogel et al., 1999). 

 

1.11 Prueba de mutación y recombinación somáticas. 

La prueba de mutación y recombinación somáticas (Somatic Mutation And Recombination Test, 

SMART) también conocida como prueba de manchas en las alas, es una metodología que se basa en 

el desarrollo de Drosophila, de manera que la inducción de alteraciones en la información genética 

de las células  de los discos imagales  durante el desarrollo se manifiesta fenotípicamente en todas 

las células hijas derivadas de la célula madre mutante, constituyendo así un clon celular que se 

expresará en el cuerpo de la mosca adulta como una mancha mutante distinguible, cuando se utilizan 

marcadores fenotípicos apropiados (Baker et al., 1978; Graf et al., 1984; Vogel y Zijlstra, 1987). 

Para una descripción detallada de la prueba de mutación y recombinación somáticas de Drosophila, 

consultar el anexo 1. 
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1.12. Justificación 

En investigaciones realizadas en varios laboratorios del mundo que emplean a Drosophila como 

sistema de prueba para evaluar xenobióticos con potencial genotóxico, se han enfocado con más 

atención a los mecanismos de activación y desintoxicación (enzimas de fase I y II), pero también 

pueden estar presentes otras vías que han sido poco estudiadas, como la inducción de la ornitina 

descarboxilasa (OCD), de la proteína cinasa C (PKC) y del metabolismo del ácido araquidónico 

(20:4n-ω6) que participa también en la inducción de genotoxicidad en otros modelos biológicos. En 

esta investigación, se estudió si el metabolismo del 20:4n-ω6 (inducción e inhibición) participa en la 

 frecuencia de mutación y recombinación somática obtenida en las alas de Drosophila. 

 

2. OBJETIVO GENERAL 
 

Relacionar el metabolismo del ácido araquidónico (20:4n-ω6) con la respuesta genotóxica en el 

sistema in vivo de Drosophila melanogaster. 

 

2.1 Objetivos particulares 

 

1) Obtener los lípidos de larvas tipo silvestre de tercer estadio mediante la técnica de Folch 

et al., 1957. 

 

2) Obtener, cuantificar y determinar el porcentaje de 20:4n-ω6 en larvas de tipo silvestre de 

tercer estadio mediante cromatografía de gases. 

 

3) Comparar el contenido de 20:4n-ω6 en larvas portadoras de marcadores para la 

inducción de mutación y recombinación somáticas con respecto a las larvas del tipo 

silvestre. 

 

4) Determinar el contenido de 20:4n-ω6, en larvas tratadas con COR y con TPA conforme 

al objetivo 2. 

 

5) Determinar el contenido de 20:4n-ω6, en larvas expuestas a los tratamientos mezcla 
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(TPA + COR) y secuencial (TPA - COR) conforme al objetivo 2. 

 

6) Determinar la inducción de mutación y recombinación somáticas de Drosophila en los 

tratamientos: TPA, COR, mezcla (TPA + COR) y secuencial (TPA - COR). 

 

2.2. Hipótesis 

El 20:4n-ω6 está relacionado con la respuesta de genotoxicidad en Drosophila melanogaster, por lo 

que la administración de compuestos que interfieran con las enzimas que participan en el 

metabolismo del 20:4n-ω6, modificará la frecuencia de mutación de los organismos expuestos. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1. Compuestos Químicos 

12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) [CAS 16561-29-8], Cortisona (COR) [CAS 53-06-5], 

Metanol [CAS 67-56-1], Cloroformo [CAS 67-66-3], Etanol (EtOH) [64-17-5] de Sigma (Sigma-

Aldrich Química, S.A. de C.V. México); Dimetil Sulfóxido (DMSO) [CAS 67-68-5], Sacarosa 

[CAS 57-50-1] de Baker (J.T. Baker Mallinckrodt Baker S.A. de C.V. México); Celulosa 

microcristalina de Merck  (Merck, D-6100 Darmstadt, Germany). Todos los demás compuestos 

utilizados en esta investigación fueron de grado reactivo analítico (Sigma). 

 

3.2. Líneas, cruzas y medio de Cultivo utilizado en la prueba mutación y recombinación 

somáticas  (SMART) de Drosophila 

Se utilizaron las siguientes líneas de Drosophila, con marcadores genéticos en el brazo izquierdo del 

cromosoma 3: 

1) Hembras  flr3, el marcador flr3 produce tricomas en forma de flama (flare). 

2) Machos mwh, el marcador mwh, produce tricomas múltiples (multiple wing hairs) (de 2 a 14 ó 

más) por célula, comparado con uno por célula en las moscas de tipo silvestre (Lindsley y Grell, 

1968; García Bellido y Dapena, 1974; Lindsley y Zimm, 1992). Anexo 1.  

Las líneas fueron mantenidas a 25 ºC y una humedad relativa al 70 % en frascos con medio de 

cultivo (compuesto por 10 gr de agar-agar, 72.5 gr de levadura de cerveza, 135 gr de sacarosa y 

105.5 gr de harina de maíz por 1000 ml de agua). 

La cruza estándar se realizó con hembras vírgenes flr3/TM3, Bds (abreviado) de 72 h de edad y 

machos mwh/mwh de 48 h para obtener larvas de 72 ± 1 h. Anexo 1. 

 

3.3. Procedimiento Experimental 

Con base en el estándar de la prueba de mutación y recombinación somáticas de Drosophila  y para 

la caracterización de los ácidos grasos, la edad larvaria propicia para la realización de los 

tratamientos es alrededor de las 72 h (tercer estadio), porque en esta edad las larvas son de mayor 

tamaño y debido a la naturaleza de los tratamientos se pueden manejar gentilmente. Se ha mostrado 

que el metabolismo  de la larva de tercer estadio y del adulto son similares (Clark, 1982; Hällström, 
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1987). 

El procedimiento experimental siguió las guías metodológicas descritas por Graf et al. (1984). Para 

obtener larvas de edad similar (72 ± 1 h), los progenitores se transfirieron por 2 h a frascos con 

medio de cultivo fresco (enriquecido con una gota de levadura fresca para inducir la puesta de 

huevos). A los tres días se colectaron las larvas de acuerdo con el procedimiento de Nöthinger 

(1970) y se colocaron en grupos de entre 100 y 150 individuos en tubos de vidrio (2 cm de diámetro 

y 10 cm de alto) que tenían una gasa nylon en un extremo y un tapón de hule espuma en el otro, 

posteriormente cada tubo se introdujo en un vaso de precipitado de 10 ml que contenía 0.04 g de 

celulosa microcristalina y 0.3 ml de la solución a tratar por 1 h. Transcurrida la exposición, los tubos 

de vidrio se retiraron del vaso y las larvas se enjuagaron con agua corriente. Las larvas de la mitad 

de los tubos de la misma concentración se colocaron en frascos con medio fresco para que 

continuaran su desarrollo y la otra mitad se mantuvo en congelación en nitrógeno líquido para los 

análisis de cromatografía de gases (GC). 

Para determinar las concentraciones de TPA (inductor dual de PLA2 y COX) y de COR (inhibidor 

dual de PLA2 y COX), se hizo una búsqueda de las concentraciones que se pudieran emplear en 

diferentes artículos científicos, además de que se probaron un rango de concentraciones en estudios 

preliminares.  

Las larvas fueron expuestas por 1 h al TPA [0.275-0.555 mM], ó a la COR [0.56-0.5.6] 

separadamente. Para la siguiente etapa de la investigación se eligieron las concentraciones: 0.55 mM 

de TPA (se obtiene la mayor frecuencia de mutación) y 1.4 y 2.8 mM de COR (no es genotóxica, 

inclusive la frecuencia es menor que la mutación espontánea). Para el tratamiento mezcla, 0.15 ml de 

TPA [1.10 mM] se mezclaron con 0.15 de COR [2.8 o 5.6 mM] para tener una concentración final 

de 0.55 mM de TPA y de 1.4 o 2.8 mM de COR con las cuales se trataron a las larvas (mezcla, 72 X 

1 h). Para comparar el efecto de la mezcla de compuestos, se utilizó el tratamiento secuencial en el 

cual las larvas fueron expuestas, primero por 1 h al TPA y después 1 h con COR (72 X 1 X 1 h). 

Transcurrido el tiempo de los tratamientos, las larvas se procesaron como se indicó anteriormente. 

Para cada lote, se realizó un experimento y tres repeticiones. 

 

3.4. Toxicidad de los tratamientos 

El índice de sobrevivencia (IS) es un parámetro que indica si los tratamientos resultaron tóxicos para 

Drosophila. Este índice, está representado como la relación entre el número de moscas adultas 

Neevia docConverter 5.1



recuperadas en cada tratamiento, entre el número de moscas de los lotes testigos concurrentes, 

siendo de 1 para estos últimos. 

 

3.5. Análisis de las alas 

Las moscas recuperadas se sacrificaron por exceso de anestesia (éter dietílico) y se fijaron con 

EtOH al 70 %. Las alas se separaron y se montaron en portaobjetos utilizando solución Fauré 

(Graf et al., 1984). Se analizó cada ala con un microscopio óptico (Nikon, YS100, Japón) a un 

aumento de 40X. Se registró cada mancha y se agruparon en tres diferentes categorías: 1) 

manchas chicas sencillas (una o dos células), 2) manchas grandes sencillas (tres o más células), 

3) manchas gemelas (con los dos marcadores) y 4) la suma de todas las manchas (García-

Bellido y Merriam, 1971; Graf et al., 1984). 

 

3.6. Extracción de lípidos 

Los lípidos fueron extraídos por el procedimiento de Folch et al. (1957), que en breve, consiste 

en homogenizar 500 mg de larvas (Pirex, 16 X 150 mm, Homogenizer, Pot-Elvej-Glass, USA) 

en 10 ml de cloroformo-metanol 2:1 v/v, al cual se le agregó hidroxitolueno butilado (BHT) al 2 

% para minimizar la autooxidación de los PUFAs. Se agitó en un agitador orbital (VSOS-4, 

órbita de 19 mm, Pro Scientific) por 20 minutos y se filtró con papel Whatman del número 1. 

Posteriormente se agregó NaCl al 0.9 % (2 ml por 10 ml de muestra) y se agitó con vórtex 

(Vortex, Genie II) por 10 segundos. Se centrifugó 5 minutos a 2000 rpm, se desechó la fase 

superior y después se le agregó metanol-agua 1/1 v/v, teniendo cuidado de no mezclar, se lavó 

dos veces más y se retiró la fase superior. La fase inferior (cloroformo) donde están los lípidos se 

evaporó con nitrógeno para concentrar la muestra. El paso de extracción se repitió dos veces 

más. 

 

3.7. Preparación de los metil éster de los ácidos grasos (Fatty Acids Methyl Esters, FAMEs) 

para ser utilizados en cromatografía de gases (GC) 
Los lípidos obtenidos de las larvas de cada tratamiento (30 mg), se prepararon para formar los metil 

éster de los ácidos grasos (FAMEs), agregando el reactivo de metilación (1 ml de metanol más 1 ml 

HCl 3N + 0.5 ml de hexano) y 1 mg de ácido heptadecanoico como estándar interno. El tubo se selló 

perfectamente y se agitó con vórtex por 10 segundos, posteriormente se incubó en un termoblock 
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(Boekel Scientific, Feasterville, PA, USA) a 90 ºC por una hora y se enfrió a temperatura ambiente. 

Los FAMEs fueron extractados con 1 ml de hexano y el tubo se selló perfectamente. Se agitó con 

vórtex por 10 segundos y se centrifugó a 2000 rpm durante 10 minutos, se colectó la fase superior y 

se evaporó con nitrógeno para concentrar la muestra. Posteriormente se agregó 1 ml de hexano y se 

tomó 1 μl para el análisis en cromatografía gas-líquido. 

 

3.8. Cromatografía gas-líquido (GC) 

Los análisis de GC se realizaron en la Unidad de Investigación en Nutrición, Hospital de Pediatría, 

Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS, México, D.F. 

Las muestras de los FAME’s se analizaron en un cromatógrafo de gases Hewlett Packard modelo 

GC5890, Series II (Hewlett Packard Ltd, Cheshire, UK). Los ácidos grasos de las larvas se 

separaron en una columna capilar Chrompack tipo WCOT CP-Sil 88 (Holge Teknologi AS, Oslo 

Noruega) (50.0 m de largo X 0.25 mm de diámetro interno X 0.20 μm de espesor X 0.39 mm de 

diámetro externo). El cromatógrafo se programó a una temperatura inicial de 130 ºC por un 

minuto, con rampas de 3 ºC por minuto hasta alcanzar 180 ºC, y de 4 ºC por minuto hasta 

alcanzar 200 ºC y por último de 1 ºC por minuto hasta una temperatura final de 210 ºC; después 

del análisis, la temperatura se incrementó hasta 300 ºC durante 5 minutos para limpiar la 

columna. El instrumento estaba equipado con un detector de ionización de flama el cual estuvo 

operado a 300 ºC. La temperatura del inyector fue 270 ºC. Como gas acarreador se utilizó Helio 

(pureza 99.95 %) con una velocidad de flujo total 1.1 ml/min, la muestra inyectada fue 1 μl por 

split/splittles. Los picos de los FAME’s fueron identificados comparando el tiempo de retención 

con un estándar conocido de 18 auténticos ésteres metílicos (PCS Poly Science Niles, Illinois, 

USA). 

 

3.9. Análisis Estadístico 

Para comparar el contenido de ácidos grasos de cada lote, los porcentajes obtenidos se transformaron 

a la raíz cuadrada del arcoseno (Zar, 1999), se aplicaron los procedimientos de los modelos lineales 

generales y un ANOVA. Cuando se encontró un efecto significativo del tratamiento sobre el 20:4n-

ω6, se procedió a confirmar las diferencias mediante la comparación de la diferencia mínima 

significativa de Tukey (α = 0.05) (Zar, 1999). 

La prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (KW) y la prueba de comparación múltiple de Dunn's 
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se utilizaron para analizar la dispersión en la distribución del número de manchas por mosca, se 

considera que la distribución se modificó cuando se encontraron diferencias significativas a α = 0.05 

(Zar, 1999). Los análisis estadísticos fueron llevados acabo con el programa de computo SPSS 11.0 

(SPSS Inc. Chicago, Illinois, USA).  

Los datos obtenidos en la prueba de mutación y recombinación somáticas se procesaron con la 

ayuda del programa de cómputo SMART (Würgler y Frei 1989 no publicado), basado en la prueba 

de X2 y el procedimiento de decisión múltiple, para decidir si un resultado es positivo, débil positivo, 

indeterminado o negativo con un nivel de significancia del 5 % (Frei y Würgler, 1988). 

En la figura 13, se muestra en resumen la metodología utilizada para caracterizar y evaluar la 

participación del 20:4n-ω6 y la posible respuesta genotóxica en células somáticas de Drosophila. 

En la figura 14, se observan los diferentes lotes que se utilizaron para caracterizar la posible 

inducción e inhibición del metabolismo del 20:4n-ω6 en Drosophila.  
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Fig. 13 Resumen de la metodología empleada en la investigación. 
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Fig. 14 Lotes experimentales, empleados para caracterizar la participación del 20:4n-ω6 en la 
inducción de  genotoxicidad, inducida por TPA, COR, mezcla (TPA + COR) y secuencial (TPA – 
COR).  
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4. RESULTADOS 
Los resultados obtenidos en cada repetición, fueron comparados y al no encontrar diferencias 

entre ellos, se procedió a promediarlos. 

4.1 Lípidos 

El contenido de lípidos en el medio del cultivo fue de 247.0 mg, las larvas del tipo silvestre tuvieron 

384.0 mg, y las larvas provenientes de cruza estándar sin tratamiento contienen 366.5 mg  (Tabla I). 

Tabla I. Lípidos totales, obtenido del medio de cultivo, larvas de tipo silvestre, de las larvas 
provenientes de la cruza estándar sin tratar y tratadas con TPA, COR, TPA + COR (mezcla) y TPA 
- COR (secuencial) ± error estándar (EE). 
 

-0.984        0.968 0.05

0.787          0.621                0.05

0.935          0.874                0.05

0.999         0.999                0.05

0.976          0.953                0.05

0.984           0.968               0.05

247.0 ± 8.5 

384.0 ± 4.5

366.5 ± 12.5

395.0 ± 6.0

307.0 ± 3.0
279.0 ± 10.5
262.5 ± 1.5
245.5 ± 3.5

407.5 ± 8.5

459.5 ± 2.5
488.0 ± 17.0
569.0 ± 7.5
619.0 ± 7.0

423.0 ± 2.8
452.0 ± 9.3
458.0 ± 3.3

314.5 ± 5.5
341.0 ± 3.5
370.0 ± 2.0

406.0 ± 3.4
442.0 ± 8.7
458.0 ± 1.2

311.0 ± 4.0
331.5 ± 2.5
371.0 ± 6.0

Medio de cultivo

Tipo silvestre

Cruza estándar sin tratamiento 
(♀♀flr3/TM3;Bds X ♂♂mwh/mwh)

DMSO 5 %
TPA 
0.275
0.344
0.413
0.55

EtOH 5 %
COR 
0.56
1.4
2.8
5.6

Mezcla 
DMSO 5 %  + EtOH 5 %
DMSO 5 % + COR 1.4
DMSO 5 % + COR 2.8

TPA 0.55 + EtOH 5 %
TPA 0.55 + COR 1.4
TPA 0.55 + COR 2.8

Secuencial
DMSO 5 %  - EtOH 5 %
DMSO 5 % - COR 1.4
DMSO 5 % - COR 2.8

TPA 0.55 - EtOH 5 %
TPA 0.55 - COR 1.4
TPA 0.55 - COR 2.8

r          r2 valor de PContenido de lípidos mg/1000 
mg de larvas (Folch et al., 

1957)

Compuesto [mM]

-0.984        0.968 0.05

0.787          0.621                0.05

0.935          0.874                0.05

0.999         0.999                0.05

0.976          0.953                0.05

0.984           0.968               0.05

247.0 ± 8.5 

384.0 ± 4.5

366.5 ± 12.5

395.0 ± 6.0

307.0 ± 3.0
279.0 ± 10.5
262.5 ± 1.5
245.5 ± 3.5

407.5 ± 8.5

459.5 ± 2.5
488.0 ± 17.0
569.0 ± 7.5
619.0 ± 7.0

423.0 ± 2.8
452.0 ± 9.3
458.0 ± 3.3

314.5 ± 5.5
341.0 ± 3.5
370.0 ± 2.0

406.0 ± 3.4
442.0 ± 8.7
458.0 ± 1.2

311.0 ± 4.0
331.5 ± 2.5
371.0 ± 6.0

Medio de cultivo

Tipo silvestre

Cruza estándar sin tratamiento 
(♀♀flr3/TM3;Bds X ♂♂mwh/mwh)

DMSO 5 %
TPA 
0.275
0.344
0.413
0.55

EtOH 5 %
COR 
0.56
1.4
2.8
5.6

Mezcla 
DMSO 5 %  + EtOH 5 %
DMSO 5 % + COR 1.4
DMSO 5 % + COR 2.8

TPA 0.55 + EtOH 5 %
TPA 0.55 + COR 1.4
TPA 0.55 + COR 2.8

Secuencial
DMSO 5 %  - EtOH 5 %
DMSO 5 % - COR 1.4
DMSO 5 % - COR 2.8

TPA 0.55 - EtOH 5 %
TPA 0.55 - COR 1.4
TPA 0.55 - COR 2.8

r          r2 valor de PContenido de lípidos mg/1000 
mg de larvas (Folch et al., 

1957)

Compuesto [mM]

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En las larvas tratadas con TPA, el contenido de lípidos disminuyó de 395.0 mg en el lote testigo 

[DMSO 5%] a 245.5 mg en la concentración más alta [0.55 mM], la disminución del contenido de 

lípidos fue dependiente de la concentración (r=-0.984, r2=0.968, p < 0.05) (Tabla I). 

En las larvas tratadas con COR, el contenido de lípidos aumentó de 407.5 mg en el lote testigo 

[EtOH 5%] a 619.0 mg en la concentración de [5.6 mM], a mayor concentración de COR mayor 

 



cantidad de lípidos (r=0.787, r2=0.621, p < 0.05) (Tabla I). 

Al exponer a las larvas a la mezcla, en el testigo negativo [DMSO 0.5 % + EtOH 5 %] aumentó de 

423.0 mg a 458.0 mg en el tratamiento [DMSO + COR 2.8 mM] (r=0.935, r2=0.874, p < 0.05). En el 

tratamiento TPA más COR el contenido de lípidos también se incrementó de 314.5 mg en el testigo 

positivo [TPA 0.55 mM + EtOH 5 %] a 370.0 en el tratamiento [TPA + COR 2.8 mM] (r=0.999, 

r2=0.999, p < 0.05) (Tabla I). 

En el tratamiento secuencial, el testigo negativo [DMSO 0.5 % - EtOH 5 %] contiene 406.0 mg de 

lípidos y aumentó a 458.0 mg en la concentración más alta  [DMSO - COR 2.8 mM] (r=0.976, 

r2=0.953, p < 0.05). El testigo positivo [TPA 0.55 mM - EtOH 5 %] contiene 311.0 mg y en la 

concentración más alta [TPA - COR 2.8 mM] y aumentó a 371.0 mg de lípidos (r=0.984, r2=0.968, p 

< 0.05) (Tabla I). 
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Fig. 15 Cromatograma Gas-líquido de ácidos grasos metil éster de los ácidos grasos (FAMEs) de 
lípidos totales de larvas de tercer estadio de Drosophila melanogaster. El tiempo de retención del 
20:4n-ω6 fue de 23 minutos. 
 

 



4.2 Cromatografía de gases 

Para determinar si el ácido araquidónico (20:4n-ω6) está participando en la respuesta obtenida en 

los diferentes tratamientos, se analizó mediante GC. El tiempo de retención del 20:4n-ω6 fue de 23 

minutos (Fig. 15). El porcentaje de 20:4n-ω6 mostró diferencias estadísticamente significativas en 

todos los tratamientos con respecto a sus testigos concurrentes. 

Tabla II. Porcentaje de 20:4n-ω6, obtenido del medio de cultivo, larvas de tipo silvestre, de las 
larvas provenientes de la cruza progenitora sin tratar y tratadas con TPA, COR, TPA + COR 
(mezcla) y TPA - COR (secuencial) ± EE. 
 

F(4,5)=201.546

F(4,5)=27.166

F(2,3)=260.609

F(2,3)=126.305

F(2,3)=674.419

F(2,3)=117.759

0.137 ± 0.041

0.045 ± 0.004

1.150 ± 0.124

0.979 ± 0.066

0.383 ± 0.017***
0.344 ± 0.010***
0.317 ± 0.003***
0.293 ± 0.002***

1.090 ± 0.020

0.775 ± 0.010**
0.636 ± 0.026**
0.612 ± 0.045**
0.476 ± 0.061***

0.797 ± 0.016
0.452 ± 0.002***
0.366 ± 0.060***

0.256 ± 0.013
0.232 ± 0.003**
0.186 ± 0.028***

0.843 ± 0.011
0.530 ± 0.001**

0.411 ± 0.008***

0.376 ± 0.005
0.241 ± 0.017***
0.112 ± 0.004***

Medio de cultivo

Tipo silvestre

Cruza estándar sin tratamiento 
(♀♀flr3/TM3;Bds X ♂♂mwh/mwh)

DMSO 5 %
TPA 
0.275
0.344
0.413
0.55

EtOH 5 %
COR 
0.56
1.4
2.8
5.6

Mezcla 
DMSO 5 %  + EtOH 5 %
DMSO 5 % + COR 1.4
DMSO 5 % + COR 2.8

TPA 0.55 + EtOH 5 %
TPA 0.55 + COR 1.4
TPA 0.55 + COR 2.8

Secuencial
DMSO 5 %  - EtOH 5 %
DMSO 5 % - COR 1.4
DMSO 5 % - COR 2.8

TPA 0.55 - EtOH 5 %
TPA 0.55 - COR 1.4
TPA 0.55 - COR 2.8

F, gl.Contenido de C20:4n-ω6Compuesto [mM]

F(4,5)=201.546

F(4,5)=27.166

F(2,3)=260.609

F(2,3)=126.305

F(2,3)=674.419

F(2,3)=117.759

0.137 ± 0.041

0.045 ± 0.004

1.150 ± 0.124

0.979 ± 0.066

0.383 ± 0.017***
0.344 ± 0.010***
0.317 ± 0.003***
0.293 ± 0.002***

1.090 ± 0.020

0.775 ± 0.010**
0.636 ± 0.026**
0.612 ± 0.045**
0.476 ± 0.061***

0.797 ± 0.016
0.452 ± 0.002***
0.366 ± 0.060***

0.256 ± 0.013
0.232 ± 0.003**
0.186 ± 0.028***

0.843 ± 0.011
0.530 ± 0.001**

0.411 ± 0.008***

0.376 ± 0.005
0.241 ± 0.017***
0.112 ± 0.004***

Medio de cultivo

Tipo silvestre

Cruza estándar sin tratamiento 
(♀♀flr3/TM3;Bds X ♂♂mwh/mwh)

DMSO 5 %
TPA 
0.275
0.344
0.413
0.55

EtOH 5 %
COR 
0.56
1.4
2.8
5.6

Mezcla 
DMSO 5 %  + EtOH 5 %
DMSO 5 % + COR 1.4
DMSO 5 % + COR 2.8

TPA 0.55 + EtOH 5 %
TPA 0.55 + COR 1.4
TPA 0.55 + COR 2.8

Secuencial
DMSO 5 %  - EtOH 5 %
DMSO 5 % - COR 1.4
DMSO 5 % - COR 2.8

TPA 0.55 - EtOH 5 %
TPA 0.55 - COR 1.4
TPA 0.55 - COR 2.8

F, gl.Contenido de C20:4n-ω6Compuesto [mM]

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ANOVA  * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 

El medio de cultivo, las larvas de tipo silvestre y larvas de la cruza de estándar, presentaron 

0.137 %, 0.045 % y 1.150 % de 20:4n-ω6, respectivamente (Tabla II). 

En las larvas tratadas con TPA, el contenido de 20:4n-ω6 disminuyó inversamente a la 

concentración de TPA; en el control [DMSO 5 %] de 0.979 % a 0.293 % en las larvas tratadas 

con la concentración más alta de TPA [0,55 mM] (F(4,5)=201.546, p < 0.001) (Tabla II). 

 



 

Esta reducción del 20:4n-ω6 también se observó en las larvas tratadas con COR, en el control 

[EtOH 5 %] de 1.090 % a 0.476 % en la concentración más alta de COR [5.6 mM] y de igual 

manera los niveles más bajos de 20:4n-ω6 debido al aumento de la concentración de COR 

(F(4,5)=27.166, p < 0.001) (Tabla II). 

En los tratamientos negativos, tanto en la mezcla (F(2,3)=260.609, p < 0.001) como en el 

secuencial (F(2,3)=674.419, p < 0.001) también se presenta este fenómeno, donde el contenido de 

20:4n-ω6 disminuye con respeto a los testigos concurrentes  (Tabla II). 

Esta tendencia también fue similar en los tratamientos mezcla y secuencial tratados con TPA 

(positivo). 

Para la mezcla el contenido de 20:4n-ω6 disminuyó en el control positivo [TPA 0.55 mM + 

EtOH 5 %] de 0.256 % a 0.186 % en el tratamiento [TPA 0. 55 mM + COR 2.8 mM] 

(F(2,3)=126.305, p < 0.001)  (Tabla II). 

Para el tratamiento secuencial, disminuyó de 0.376 % en el control positivo [TPA 0.55mM - 

EtOH 5 %] a 0.112 % en el tratamiento [TPA - COR 2.8 mM] (F(2,3)=117.759, p < 0.001) (Tabla 

II). 

 

4.3. Toxicidad de los tratamientos 

En tratamiento con TPA [0,275 mM] produjo un IS del 0.73, mientras que en el  resto de las 

concentraciones de TPA se obtuvieron IS superiores al 0.80. En los tratamientos con COR, el IS 

obtenido está en el rango de 0.83-0.93, por lo tanto, COR es menos tóxico que el TPA en las 

concentraciones probadas. En los controles negativos [DMSO + COR] en los dos protocolos, se 

obtienen IS mayores al 0.83 (Tabla III). 

En los tratamientos mezcla y secuencial se obtienen IS mayores al 0.89 en las concentraciones 

empleadas, esto sugiere que la interacción TPA más COR reduce la toxicidad. 

 

 

 

 

 

 



 

Tabla III. Índice de sobrevivencia, obtenido de moscas tratadas durante el desarrollo larvario con 
TPA, COR, TPA + COR (mezcla) y TPA - COR (secuencial) ± EE. 
 

1

0.73 ± 0.1
0.81 ± 0.09
0.82 ± 0.08
0.85 ± 0.02

1

0.93 ± 0.07
0.84 ± 0.12
0.84 ± 0.11
0.83 ± 0.15

1
0.88 ± 0.11
0.84 ± 0.23

1
0.95 ± 0.05
0.89 ± 0.05

1
0.83 ± 0.06
0.84 ± 0.05

1
0.98 ± 0.02
0.98 ± 0.02

DMSO 5 %
TPA 
0.275
0.344
0.413
0.55

EtOH 5 %
COR 
0.56
1.4
2.8
5.6

Mezcla 
DMSO 5 %  + EtOH 5 %
DMSO 5 % + COR 1.4
DMSO 5 % + COR 2.8

TPA 0.55 + EtOH 5 %
TPA 0.55 + COR 1.4
TPA 0.55 + COR 2.8

Secuencial
DMSO 5 %  - EtOH 5 %
DMSO 5 % - COR 1.4
DMSO 5 % - COR 2.8

TPA 0.55 - EtOH 5 %
TPA 0.55 - COR 1.4
TPA 0.55 - COR 2.8

Índice de sobrevivenciaCompuesto [mM]

1

0.73 ± 0.1
0.81 ± 0.09
0.82 ± 0.08
0.85 ± 0.02

1

0.93 ± 0.07
0.84 ± 0.12
0.84 ± 0.11
0.83 ± 0.15

1
0.88 ± 0.11
0.84 ± 0.23

1
0.95 ± 0.05
0.89 ± 0.05

1
0.83 ± 0.06
0.84 ± 0.05

1
0.98 ± 0.02
0.98 ± 0.02

DMSO 5 %
TPA 
0.275
0.344
0.413
0.55

EtOH 5 %
COR 
0.56
1.4
2.8
5.6

Mezcla 
DMSO 5 %  + EtOH 5 %
DMSO 5 % + COR 1.4
DMSO 5 % + COR 2.8

TPA 0.55 + EtOH 5 %
TPA 0.55 + COR 1.4
TPA 0.55 + COR 2.8

Secuencial
DMSO 5 %  - EtOH 5 %
DMSO 5 % - COR 1.4
DMSO 5 % - COR 2.8

TPA 0.55 - EtOH 5 %
TPA 0.55 - COR 1.4
TPA 0.55 - COR 2.8

Índice de sobrevivenciaCompuesto [mM]

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4. Prueba de Mutación y Recombinación Somáticas (SMART) 

En la tabla IV, se presentan los resultados obtenidos para la inducción de mutación y 

recombinación somáticas. El TPA administrado a larvas de 72 h mostró actividad genotóxica e 

incrementó la frecuencia de manchas chicas y totales en todas las concentraciones (Fig. 16a) (p < 

0.05), la de manchas simples grandes en la concentración 0.344 mM, y no indujo manchas 

gemelas. La proporción de moscas sin manchas fue menor en las moscas tratadas con TPA y el 

número de manchas se incrementó en todas las concentración probadas (KW, p < 0.001) (Fig. 

16b). 

 

 

 

 

 



 

Tabla IV. Frecuencia de manchas/ala obtenida de moscas tratadas durante el desarrollo larvario 
con TPA, COR, TPA + COR (mezcla) y TPA - COR (secuencial). 
 

Manchas
totales
m=2

65 (0.325)

127 (0.635) +
127 (0.635) +
129 (0.645) +
148 (0.740) +

67 (0.335)

67 (0.340) -
60 (0.300) -
64 (0.320) -
68 (0.340) -

67 (0.335)
64 (0.320) -
67 (0.335) -

131 (0.655)
64 (0.320) +
47 (0.235) +

66 (0.330)
60 (0.300) -
61 (0.305) -

151 (0.755) 
56 (0.280) +
51 (0.255) +

Manchas
gemelas

m=5

1 (0.005)

1 (0.005) -
1 (0.005) -
2 (0.010) -
2 (0.010) -

0 (0.000)

2 (0.010) -
1 (0.005) -
1 (0.005) -
1 (0.005) -

2 (0.010)
4 (0.020) -
2 (0.010) -

1 (0.005)
2 (0.010) -
2 (0.010) -

1 (0.005) 
2 (0.010) -
0 (0.000) -

0 (0.000) 
2 (0.010) -
0 (0.000) -

Manchas 
grandes

m=5

5 (0.025) 

10 (0.050) i
13 (0.065) +
8 (0.040) i
10 (0.050) i

7 (0.035) 

11 (0.055) -
5 (0.025) -
10 (0.050) -
8 (0.040) -

7 (0.035)
5 (0.025) -
4 (0.020) -

5 (0.025)
6 (0.030) -
6 (0.030) -

6 (0.030) 
5 (0.025) -
6 (0.030) -

15 (0.075) 
6 (0.030) +
6 (0.030) +

Manchas 
chicas
m=2

59 (0.295) 

116 (0.580) + 
113 (0.565) +
119 (0.595) +
136 (0.680) +

60 (0.300) 

54 (0.270) -
54 (0.270) -
53 (0.265) -
59 (0.295) -

58 (0.290)
55 (0.275) -
61 (0.305) -

125 (0.625)
56 (0.280) +
39 (0.195) +

59 (0.295)
53 (0.265) -
55 (0.275) -

136 (0.680) 
48 (0.240) +
45 (0.225) +

Número 
de alas

200

200
200
200
200

200

200
200
200
200

200
200
200

200
200
200

200
200
200

200
200
200

Compuesto mM

DMSO 5 %
TPA 
0.275
0.344
0.413
0.55

EtOH 5 %
COR 
0.56
1.4
2.8
5.6

Mezcla 
DMSO 5 %  + EtOH 5 %
DMSO 5 % + COR 1.4
DMSO 5 % + COR 2.8

TPA 0.55 + EtOH 5 %
TPA 0.55 + COR 1.4
TPA 0.55 + COR 2.8

Secuencial
DMSO 5 %  - EtOH 5 %
DMSO 5 % - COR 1.4
DMSO 5 % - COR 2.8

TPA 0.55 - EtOH 5 %
TPA 0.55 - COR 1.4
TPA 0.55 - COR 2.8

Número de manchas mutantes (manchas/ala)

Manchas
totales
m=2

65 (0.325)

127 (0.635) +
127 (0.635) +
129 (0.645) +
148 (0.740) +

67 (0.335)

67 (0.340) -
60 (0.300) -
64 (0.320) -
68 (0.340) -

67 (0.335)
64 (0.320) -
67 (0.335) -

131 (0.655)
64 (0.320) +
47 (0.235) +

66 (0.330)
60 (0.300) -
61 (0.305) -

151 (0.755) 
56 (0.280) +
51 (0.255) +

Manchas
gemelas

m=5

1 (0.005)

1 (0.005) -
1 (0.005) -
2 (0.010) -
2 (0.010) -

0 (0.000)

2 (0.010) -
1 (0.005) -
1 (0.005) -
1 (0.005) -

2 (0.010)
4 (0.020) -
2 (0.010) -

1 (0.005)
2 (0.010) -
2 (0.010) -

1 (0.005) 
2 (0.010) -
0 (0.000) -

0 (0.000) 
2 (0.010) -
0 (0.000) -

Manchas 
grandes

m=5

5 (0.025) 

10 (0.050) i
13 (0.065) +
8 (0.040) i
10 (0.050) i

7 (0.035) 

11 (0.055) -
5 (0.025) -
10 (0.050) -
8 (0.040) -

7 (0.035)
5 (0.025) -
4 (0.020) -

5 (0.025)
6 (0.030) -
6 (0.030) -

6 (0.030) 
5 (0.025) -
6 (0.030) -

15 (0.075) 
6 (0.030) +
6 (0.030) +

Manchas 
chicas
m=2

59 (0.295) 

116 (0.580) + 
113 (0.565) +
119 (0.595) +
136 (0.680) +

60 (0.300) 

54 (0.270) -
54 (0.270) -
53 (0.265) -
59 (0.295) -

58 (0.290)
55 (0.275) -
61 (0.305) -

125 (0.625)
56 (0.280) +
39 (0.195) +

59 (0.295)
53 (0.265) -
55 (0.275) -

136 (0.680) 
48 (0.240) +
45 (0.225) +

Número 
de alas

200

200
200
200
200

200

200
200
200
200

200
200
200

200
200
200

200
200
200

200
200
200

Compuesto mM

DMSO 5 %
TPA 
0.275
0.344
0.413
0.55

EtOH 5 %
COR 
0.56
1.4
2.8
5.6

Mezcla 
DMSO 5 %  + EtOH 5 %
DMSO 5 % + COR 1.4
DMSO 5 % + COR 2.8

TPA 0.55 + EtOH 5 %
TPA 0.55 + COR 1.4
TPA 0.55 + COR 2.8

Secuencial
DMSO 5 %  - EtOH 5 %
DMSO 5 % - COR 1.4
DMSO 5 % - COR 2.8

TPA 0.55 - EtOH 5 %
TPA 0.55 - COR 1.4
TPA 0.55 - COR 2.8

Número de manchas mutantes (manchas/ala)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Diagnosis estadística (X2) de acuerdo a Frei y Würgler (1988) Mut. Res. 203:297-308; -, negativo; +, positivo; i, 
indeterminado; d, débil positivo; m=, factor de multiplicación; p < 0.05. 
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X2, *p < 0.05; KW, ***p < 0.001 
Fig. 16 a) Frecuencia de manchas/ala totales, b) Frecuencia de manchas por mosca, inducidas por el 
TPA. E= 72 X 1 h. 
 

Las moscas tratadas con COR, mostraron frecuencias de manchas por ala similares al lote testigo 

[EtOH 5 %] (Tabla IV, y Fig. 17a). Tampoco se modificó el número de manchas por mosca (Fig. 

17b). 
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b) 

Fig. 17 a) Frecuencia de manchas totales/ala, b) Frecuencia de manchas por mosca, inducidas por la 
COR. E= 72 X 1 h. 
 

En la Tabla IV, se muestran los resultados obtenidos con el testigo negativo (DMSO 5% + EtOH 

5%) y los lotes experimentales (DMSO más COR 1.4-2.8 mM). En los dos protocolos mezcla 

(Fig. 18a) y secuencial (Fig. 19b) no se modificó la frecuencia de manchas de algún tipo, ni se 

alteró la dispersión del número de manchas por mosca (Fig. 18b y 19b). 
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Fig. 18 a) Frecuencia de manchas totales/ala y b) Frecuencia de manchas por mosca, inducidas por el 
tratamiento mezcla DMSO + COR. E= 72 X 1 h. 
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b) 

Fig. 19 a) Frecuencia de manchas totales/ala, b) Frecuencia de manchas por mosca, inducidas por el 
tratamiento secuencial DMSO - COR. E= 72 X 1 X 1 h. 
 

En los lotes experimentales en los que se utilizó la concentración de [0.55 mM] de TPA y de [1.4 y 

2.8 mM] de COR, en el tratamiento mezcla, COR disminuyó de manera significativa la frecuencia 

de manchas chicas y totales inducidas con el TPA (Tabla IV, y Fig. 20a); para manchas chicas de 

0.625 en el lote testigo [TPA + EtOH 5 %] a 0.280 y 0.195 en los lotes experimental [TPA 0.55 mM 

+ COR 1.4 y 2.8] respectivamente; de la misma manera, para manchas totales, se reduce la 

frecuencia de mutación de 0.655 en el testigo positivo a 0.320 y 0.235 en los experimentales (p < 

0.05). La dispersión en la distribución del número de manchas por mosca también se modificó 

conforme se incrementó la concentración de COR recobrando mayor número de moscas sin 

manchas (KW, p < 0.001) (Fig. 20b). 

De igual manera como sucedió en la mezcla, en el tratamiento secuencial [TPA 0.55 mM – COR 

1.4 y 2.8], la frecuencia de manchas chicas diminuye de 0.680 a 0.240 y 0.225 respectivamente; 

para manchas totales de 0.755 en el lote testigo [TPA 0.55 mM - EtOH 5%] a 0.280 y 0.255 en 

las concentraciones [TPA 0.55 mM – COR 1.4 y 2.8 mM], estos resultados indican que la 

actividad genotóxica del TPA disminuye en presencia de COR (p < 0.05)  (Tabla IV, y Fig. 21a). 

La distribución del número de manchas por mosca también se modifica de manera significativa, 

recobrando más mosca sin manchas (KW, p < 0.001) (Fig. 21b). 
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X2, *p < 0.05; KW, ***p < 0.001 
Fig. 20 a) Frecuencia de manchas totales/ala, b) Frecuencia de manchas por mosca, inducidas por la 
mezcla TPA + COR. E= 72 X 1 h. 
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X2, *p < 0.05; KW, ***p < 0.001 
Fig. 21 a) Frecuencia de manchas totales/ala, b) Frecuencia de manchas por mosca, inducidas 
por TPA - COR (secuencial). E=72 X 1 X 1 h. 
 

Para proponer los posibles mecanismos de acción implicados en la inhibición de la genotoxicidad, se 

calculó el contenido de 20:4n-ω6 entre el total de lípidos (20:4n-ω6 mg/mg lípidos) para cada uno de 

los tratamientos. 

El contenido 20:4n-ω6 mg/mg lípidos disminuyó en los tratamientos con TPA de 3.867 a 0.719 

(generación de daño genotóxico, induce la actividad y expresión de PLA2 y COX) y con la COR de 

4.442 a 2.946, de igual manera disminuye en los tratamientos negativos, en la  mezcla  de 3.566 a 

1.882 y en el secuencial de 3.236 a 1.676 (Tabla V). 

En los tratamientos positivos con TPA, en la mezcla se mantuvo la misma tendencia y disminuyó el 

contenido de 20:4n-ω6 de 1.183 a 0.414 (Fig. 22) 

En el tratamiento secuencial no hubo cambios aparentes en las dos concentraciones probadas, en el 

testigo positivo el contenido fue 0.796 de 20:4n-ω6 y en los tratamientos experimentales 769 y 690 

20:4n-ω6 mg/mg lípidos (Tabla V y Fig. 23). 

 
 
 
 
 

 



Tabla V. Contenido de lípidos totales, porcentaje, y contenido de 20:4n-ω6 mg/lípidos totales mg de 
larvas tratadas con TPA, COR y los tratamientos mezcla y secuencial. (± EE). 
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0.173

4.215

3.867
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0.960
0.832
0.719

4.442

3.561
3.104
3.482
2.946

3.566
2.396
1.882

1.183
0.822
0.414

3.236
1.998
1.676

0.796
0.769
0.690

0.137 ± 0.041

0.045 ± 0.004

1.150 ± 0.124

0.979 ± 0.066

0.383 ± 0.017***
0.344 ± 0.010***
0.317 ± 0.003***
0.293 ± 0.002***

1.090 ± 0.020

0.775 ± 0.010***
0.636 ± 0.026***
0.612 ± 0.045***
0.476 ± 0.061***

0.843 ± 0.011
0.530 ± 0.001**
0.411 ± 0.008***

0.376 ± 0.005
0.241 ± 0.017***
0.112 ± 0.004***

0.797 ± 0.016
0.452 ± 0.002 ***
0.366 ± 0.050 ***

0.256 ± 0.005
0.232 ± 0.003**
0.186 ± 0.028***

247 ± 8.5 

348 ± 4.5

366.5 ± 12.5

395 ± 6.0

307 ± 3.0
279 ± 10.5
262.5 ± 1.5
245.5 ± 3.5

407.5 ± 8.5

459.5 ± 2.5
488 ± 17
569 ± 7.5
619 ± 7.0

423 ± 2.8
452 ± 9.3
458 ± 3.3

314.5 ± 5.5
341 ± 3.5
370 ± 2.0

406 ± 3.4
442 ± 8.7
458 ± 1.2

311 ± 4.0
331.5 ± 2.5
371 ± 6.0
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Fig. 22 Mecanismo de acción propuesto para la mezcla. La COR probablemente bloquea la 
actividad enzimática de PLA2 (primer paso) y a COX (segundo paso), no se genera daño oxidativo y 
por lo tanto se refleja en la disminución de frecuencia la mutación y recombinación somáticas en 
Drosophila. 
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Fig. 23 Mecanismo de acción propuesto para el consecutivo. La COR probablemente bloquea la 
actividad enzimática de COX (segundo paso), no se genera prostanoides y la consiguiente generación de 
daño oxidativo y por lo tanto se refleja en la disminución de frecuencia la mutación y recombinación 
somáticas en Drosophila. 
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5. DISCUSIÓN 
 
Se ha propuesto que el metabolismo del ácido araquidónico (20:4n-ω6) es un importante mediador 

en la fisiología y fisiopatología de los mamíferos, actualmente se está explorando su participación en 

diversos aspectos de la biología de los insectos y se han encontrado similitudes sorprendentes con 

los vertebrados. Bajo esta vertiente, investigamos dos eventos relacionados con el 20:4n-ω6. Por un 

lado si está presentes en las larvas de tercer estadio de Drosophila melanogaster y por el otro, si 

participa en la respuesta de genotoxicidad de Drosophila utilizando al 12-O-tetradecanoilforbol-13-

acetato (TPA) como inductor y a la cortisona (COR) como inhibidor del metabolismo del 20:4n-ω6. 

Varios investigadores han reportado que el 20:4n-ω6 no está presente en larvas y en adultos de 

Drosophila, pero si se han identificado varios precursores (Yoshioka et al., 1985; Pagés et al., 1986; 

Chyb et al., 1999). En la presente investigación encontramos 20:4n-ω6 en todos los tratamientos 

(TPA, COR, mezcla y secuencial), en larvas de tipo silvestre, en larvas sin tratar provenientes de la 

cruza estándar y en el medio de cultivo. 

Se ha propuesto que el 20:4n-ω6 se encuentra en bajas proporciones en los tejidos lipídicos de los 

insectos (menores al 0.1 %). Existe controversia con respecto a la presencia de este ácido, la cual 

podría estar asociada a la baja resolución de las técnicas utilizadas anteriormente para su 

caracterización (Stanley, 2000). Estudios nutricionales y de incorporación del 20:4n-ω6 a partir de la 

dieta en varios insectos, indican que éste se mantiene en bajas proporciones (Gadelhak y Stanley-

Samuelson, 1994) como se encontró con las larvas del tipo silvestre. En las larvas de la cruza 

estándar, el contenido del 20:4n-ω6 fue mayor, esto probablemente esté relacionado con diferencias 

en el metabolismo de las larvas asociado con los marcadores genéticos que portan. En los 

tratamientos también se registró aumento en el contenido del 20:4n-ω6, como ha sido reportado a 

partir de investigaciones realizadas con Drosophila en las que se ha mostrado que el 20:4n-ω6 y 

otros PUFAs pueden ser incorporados con relativa facilidad a las membranas modificando sus 

propiedades (McKechnie y Geer, 1993). 

En varios estudios de inmunidad en insectos se ha mostrado que el 20:4n-ω6 es importante en la 

respuesta inmune celular, en estos estudios se aplicaron conocidos inhibidores farmacéuticos del 

metabolismo del 20:4n-ω6, como aquellos que inhiben el primer paso (PLA2) y el segundo paso 

(COX y LOX), y se encontró que se reduce la capacidad de los insectos para combatir las 

infecciones mediante procesos como la fagocitosis, microagregación, nodulación y encapsulación, 



 

estos efectos fueron revertidos al agregar 20:4n-ω6 exógeno (Bedick et al., 2000; Bedick et al., 

2001; Lavine y Strand 2002; Tunaz, 2006; Stanley y Miller, 2006; Büyükgüzel et al., 2007; García 

Gil de Muñoz et al., 2008). Con respecto a la inmunidad humoral, la activación de estos sistemas 

en mosquitos (Anopheles) implica un reconocimiento de señales que pueden conducir a la 

síntesis de péptidos antimicrobianos (Ligoxigakis et al., 2002), la melanización (Michel et al., 

2006; Lanz-Mendoza et al., 2002) y la producción de ROS (Herrera-Ortiz et al., 2004). En la 

langosta (Schistocerca gregaria), median reacciones en el comportamiento de organismos con 

reacciones febriles asociadas a infecciones (Bundey et al., 2003). 

Así, estas rutas enzimáticas pueden ser funcionales en Drosophila, aunque algunos de los genes que 

codifican para las enzimas que están involucradas en la biosíntesis del segundo paso en Drosophila 

aún no han sido identificadas (Tootle y Spradling, 2008). 

Las PLA2s son enzimas ubicuas (Sato y Frank 2004; Farr et al., 2005; Fujikawa et al., 2005; 

Stanley, 2006b); en Drosophila se clonaron siete distintas PLA2s, estas enzimas pueden presentar 

diversidad de funciones, y es probable que algunas de éstas puedan ser semejantes a las de los 

mamíferos (Valentin y Lambeau, 2000; Ryu et al., 2003). Las PLA2s están involucradas en la 

respuesta inmune celular de Drosophila. A larvas parasitadas con huevos de la avispa, Leptopilina 

boulardi, se les agregó dexametasona (un fármaco inhibidor de PLA2), estos organismos perdieron 

la capacidad de encapsular a los invasores, pero el efecto fue revertido al suministrar 20:4n-ω6 

exógeno a las larvas (Carton et al., 2002). 

Al igual que otros organismos, en ambientes naturales Drosophila podría verse amenazada por 

parasitoides de la avispa L. boulardi. La respuesta inmune celular asociado con la formación de 

cápsulas melanociticas alrededor de los huevos de la avispa dentro del cuerpo se basa en parte en 

los GCC que regulan la capacidad de las larvas del encapsulado (niveles altos de GCC reducen 

este proceso), pero también están involucrados altos niveles de ROS que se producen durante la 

encapsulación y tienen un papel también como mensajeros celulares. La respuesta de defensa de 

Drosophila a infección por parasitoides muestra elementos similares como los de la respuesta de 

inflamación en mamíferos inducida por TPA (Carton et al., 2002). 

Con respecto a las otras enzimas involucradas en el segundo paso en el metabolismo del 20:4n-ω6 

en Drosophila, Pagés et al., (1986), comprobaron que existe actividad semejante a COX y LOXs, ya 

que administraron 20:4n-ω6 marcado radiactivamente a las moscas y obtuvieron productos también 



 

marcados como PGE2  y 15, 12, 9, y 8-HETEs característicos de estas enzimas. 

Sabiendo que el 20:4n-ω6 está presente en Drosophila, en la siguiente etapa de la investigación fue 

comprobar su posible participación en la inducción e inhibición de daño genotóxico. 

Existen reportes que indican que el TPA no es genotóxico en la prueba de mutación y 

recombinación somáticas de Drosophila, estos resultados son diferentes a los obtenidos en esta tesis 

y pueden deberse a que las moscas utilizadas tienen constitución genética diferente, así como las 

concentraciones y el disolvente usado (Tsuda y Takeda, 1987). 

La actividad genotóxica encontrada en los tratamientos con el TPA, probablemente sea 

ocasionada por la producción de especies reactivas del oxígeno (ROS). Se ha reportado que el 

TPA puede inducir aberraciones cromosómicas e intercambio de cromátidas hermanas (SCE) en 

varios tejidos debido a la acción de ROS, este efecto puede ser revertido al adicionar superóxido 

dismutasa y catalasa a los cultivos (Emerit y Cerruti, 1981, 1982; Dzarlieva y Fusenig, 1982; 

Schawartz et al., 1982; Emerit et al., 1989).  

El mecanismo de acción del TPA involucrado en el metabolismo del 20:4n-ω6, se explica por la 

inducción de la expresión y actividad de PLA2 (primer paso en el metabolismo del 20:4n-ω6) 

(Leslie, 1997; Gijón y Leslie, 1999; Shimizu et al., 2004; Le Berre et al., 2006). La PLA2 libera 

al 20:4n-ω6 de los fosfolípidos de la membrana (Carton et al., 2002) el cual posteriormente es 

biotransformado enzimáticamente para generar eicosanoides (Pace-Asciak y Asotra, 1989; 

Blobaum y Marnett, 2007); durante esta conversión, también se liberan ROS que pueden 

incrementar la mutagenicidad y la inducción de daño al ADN (Zor et al., 1993; Xu et al., 1999; 

Marks et al., 2000; Shureiqi et al., 2000; Ding et al., 2003; Nakamura et al., 2003; Fürstenberger 

et al., 2006; Federico et al., 2007). Otro producto generado por la acción de PLA2, son los 

lisofosfolípidos, estos son poderosos detergentes que a bajas concentraciones causan diversas  

respuestas celulares como cambios en el citoesqueleto, inducen mitogénesis, tienen potente 

actividad inflamatoria y también pudieran modular la respuesta de genotoxicidad (Venable et al., 

1993; Moolenaar et al., 1997). 

Los eventos genéticos terminales probables que están involucrados en el efecto mutagénico del 

TPA, son: recombinación entre los marcadores (flr3 y mwh), mutación puntual, no disyunción, 

deleción porque solo se obtuvieron manchas sencillas (un solo fenotipo), el único evento que no se 

recobró fue el de recombinación entre flr3 y el centrómero ya que no se recobraron manchas gemelas 



 

(con los dos fenotipos). 

Con base en lo experimentos mencionados anteriormente, es probable que el TPA haya inducido 

la expresión y la actividad de la PLA2 liberando al 20:4n-6 y posteriormente éste haya sido 

biotransformado por COX, (segundo paso en el metabolismo del 20:4n-ω6), ya que también el 

TPA tiene actividad dual (Boone et al., 1998; Sánchez y Moreno, 1999); durante esta conversión 

se generan ROS que tienen actividad genotóxica probada y podrían contribuir al incremento en 

la frecuencia de mutación obtenida (Marks et al., 2000; Chen et al., 2007), por ello en las 

diferentes tratamientos con concentraciones de TPA, el 20:4n-ω6 disminuyó. Estando los 

organismos bajo este estrés oxidativo y la subsiguiente peroxidación de los fosfolípidos de la 

membrana de nuevo se puede potenciar la actividad de la PLA2 generándose un estado de 

“feedback” (Cummings et al., 2000).  

En resumen, la genotoxicidad del TPA, se puede deber a un mecanismo que involucra al 20:4n-ω6, 

en la que ROS y los productos aldehídicos de la degradación de PUFAs juegan un papel importante. 

Estos últimos parecen actuar de nuevo a través de la intermediación de ROS conllevando a un 

círculo de eventos con posible importancia en la mutagénesis. 

La COR en la presente investigación no resultó genotóxica. El contenido de lípidos aumentó 

drásticamente cuando se les administró la COR a las larvas, este comportamiento se puede deber a 

que los GCC son capaces de inducir la expresión de genes que están involucrados en el metabolismo 

de lípidos, además de que producen la movilización y redistribución de los lípidos en el organismo 

(Sul y Wang 1998; Saether et al., 2003; Wang et al., 2004; Daniel et al., 2004; Sato et al., 2006). 

Los GCC también estimulan la movilización de ácidos grasos desde los depósitos de los tejido 

adiposos, donde estos pueden ser utilizados como sustratos para la generación de glucógeno en 

los cuerpos grasos, o bien ser metabolizados directamente en los músculos para suministrar 

energía (Amat et al., 2007), probablemente esto suceda por la disminución del 20:4n-ω6 en todas 

las concentraciones de COR (Barnes, 1995). 

Los GCC son drogas con potente actividad antiinflamatoria, esta propiedad ha sido relacionada con 

la capacidad de inhibir varios tipos de PLA2s (Flower y Rothwell, 1994), por inducir la síntesis de 

proteínas llamadas lipocortinas, que se caracterizan por su capacidad de secuestrar calcio y de unirse 

a los fosfolípidos, de esta manera impide la actividad catalítica de la PLA2, o que el sustrato esté 

disponible (Davidson et al., 1987; Oh et al., 2000). Estudios enzimáticos, han mostrado que la 



 

lipocortina-1 inhibe a la cPLA2 por una interacción específica y dependiendo del tipo celular, la 

expresión de algunas isoformas de lipocortina puede ser regulada por GCC que podrían impedir que 

se libere el 20:4n-ω6, evitando la producción posterior de eicosanoides y la generación de daño 

mediado por ROS (Lim y Pervaiz, 2007). Los resultados obtenidos en la mezcla, la frecuencia de 

mutación disminuye con respecto a los testigos concurrentes, probablemente por este mecanismo 

(inhibiendo a PLA2). También se ha reportado que COX-2 es el blanco potencial de los GCC ya que 

inhibe la síntesis de prostanoides presentando acción dual (Goppelt-Struebe, 1997; Sánchez y 

Moreno, 1999; Samuelsson et al., 2007). Los tratamientos en los que se obtienen menores 

porcentajes de 20:4n-ω6, indican que probablemente COR inhibió a la COX y de manera directa 

interferiría con la producción de prostanoides y la generación de ROS (Nakamura et al., 2003). 

Aparentemente no hay una interacción entre los compuestos empleados, para confirmar dicha 

respuesta, se empleó un segundo tratamiento en el que las larvas fueron expuestas primero al TPA y 

posteriormente a la COR (tratamiento secuencial), los resultados obtenidos son similares a los del 

tratamiento en el que se mezclan los compuestos, aumenta el contenido de lípidos, disminuye el 

contenido 20:4n-ω6, no es tóxica y disminuye la frecuencia de mutación. 

Para proponer los probables mecanismos de acción de la inhibición de la genotoxicidad, en los 

tratamientos positivos con TPA, en la mezcla se mantiene la misma tendencia, disminuyó el 

contenido de 20:4n-ω6, para este tratamiento se puede apreciar que sí hubo liberación de 20:4n-ω6 

mediante la PLA2 (porque la frecuencia de mutación se incrementó) y posteriormente fue inhibida 

por la COR, el poco 20:4n-ω6 libre ya no pudo ser biotransformado por la COX que también fue 

inhibida (debido a la naturaleza del tratamiento donde los dos compuesto se pusieron al mismo 

tiempo), por lo tanto se puede observar que el 20:4n-ω6 disminuye, no se generaron eicosanoides, ni 

daño oxidativo y se ve reflejado en la disminución de la frecuencia de mutación. Por lo cual 

proponemos para la mezcla que la COR pudo inhibir el primer (PLA2) y segundo paso (COX) del 

metabolismo del 20:4n-ω6. 

En el tratamiento secuencial no hay cambios aparentes en las dos concentraciones probadas se puede 

apreciar que el contenido de 20:4n-ω6 no cambia drásticamente en estos tratamientos. Se sugiere 

para este tratamiento, que la COR no inhibió a la PLA2 (el primer paso) ya que se mantienen 

constantes los niveles de 20:4n-ω6 y solo inhibió a COX (segundo paso), no se generaron los 

prostanoides ni la generación de ROS.  



 

En base a los resultados obtenidos en esta investigación, proponemos que Drosophila y el 

metabolismo basado en el 20:4n-ω6 puede ser utilizado de manera alternativa para la búsqueda y 

detección de actividad antiinflamatoria de derivados de origen vegetal y metabolitos con 

capacidad antioxidante. Además, el uso de este organismo reduce de manera significativa la 

inversión económica para la selección de posibles compuestos y permite discriminar entre la 

actividad antiinflamatorios (antioxidante) y la falta de respuesta debido a la citotoxicidad del 

tratamiento. Es necesario más trabajo experimental para hacer accesible una concentración-

efecto y establecer una curva que se centre en el significado biológico de los tratamientos 

realizados en ratas, ratones y moscas, para hacer una primera aproximación a la sustitución de 

los mamíferos para la detección de actividades antiinflamatoria y antioxidante. Además, la 

regulación de las leyes concernientes a la utilización de animales para la investigación biológica 

se centra en garantizar que las 3R, reducción, perfeccionamiento y sustitución (Reduction, 

Refinement and Remplacement) se aplique adecuadamente. Todo uso de animales  para la 

investigación básica o de rutina conlleva la responsabilidad de explorar metodologías 

alternativas para la investigación, encaminada a reducir o evitar el uso de los mamíferos (ESF, 

2001). 

Se propone a partir de esta investigación, utilizar al TPA como modelo para inducir respuestas 

inflamatorias en Drosophila, ya que funciona como si fuera un parásito que puede llevar a la 

producción de citoquinas proinflamatorias o al aumento en la expresión y actividad de las 

enzimas que favorecen la producción de ROS (Fürstenberger et al., 2006; Federico et al., 2007). 

En Drosophila, algunos genes relacionados con la respuesta inmune que son homólogos a los 

genes humanos han sido ya identificados (St. John y Xu, 1997; Mackay, 2006), dos genes de 

ODC actividad (Rom y Kahana, 1993); siete PLA2s genes (Lambeau y Valentín, 2000); genes 

con actividad similar a la COX (Tootle y Spradling, 2008), seis genes PKC (Shieh et al., 2002) y 

dNOS (Ray et al., 2007) genes como los de la vía imd (TNF) y Toll (IL-1) (Engström, 1999; 

Khush et al., 2001). Los GCC inhiben las reacciones inflamatorias, básicamente porque inhiben 

las mismas rutas en el proceso inflamatorio inducidas por TPA, como interferir con la PLA2 y la 

COX (Samuelsson et al., 2007), la inducción de la expresión de genes anti-inflamatorios 

(lipocortinas), o de manera indirecta bloqueando las vías y TNF-κB, y AP-1 (Pfahl, 1993). En 

concordancia con el modelo propuesto los CCG inhiben la respuesta inmune contra los invasores 



 

en Drosophila.  

El verdadero alcance de la notable similitud entre los invertebrados y vertebrados que se ha 

puesto en manifiesto en los últimos años, no sólo entre las proteínas, sino entre todo lo celular, 

las vías del desarrollo y del comportamiento, la biología de Drosophila seguirá dando 

información a la biología humana y se puede esperar que tengan un impacto directo en nuestra 

comprensión de la salud humana (Bier, 2005). 

 

6. PERSPECTIVAS 

También se propone que se deben de realizar investigaciones a futuro, que podrían confirmar la 

participación de las enzimas en el metabolismo del 20:4n-ω6 y su relación con la respuesta 

genotóxica en Drosophila que son inducidas por el TPA e inhibidas por la COR. 

 

 Agregar 20:4n-ω6 exógeno (rescate) a los tratamientos se esperaría que la inhibición de la 

frecuencia de mutación se revirtiera (aumentara la frecuencia de mutación). 

 Probar inhibidores específicos para cada una de las enzimas involucradas (PLA2, COX y 

LOX) en la biosíntesis de los eicosanoides ya que los empleados en la presente investigación 

tiene acción dual. 

 Probar que el 20:4n-ω6 se biotransforma a eicosanoides (PGs, TXs, LTs, entre otros). 

 Terminar de afinar la metodología para caracterizar daño oxidativo (lipoperoxidación) 

inducido por el TPA, mediante la presencia de las sustancias reactivas del ácido 

tiobarbitúrico (TBARS).  
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7. CONCLUSIONES 
 

1) El ácido araquidónico (20:4n-ω6) está presente en las larvas de tipo silvestre y de la cruza 
estándar de Drosophila. 

 
 

2) El 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) es un inductor del metabolismo del ácido 
araquidónico, reduce la sobrevivencia de los organismos tratados e induce genotoxicidad en 
Drosophila  mediante ROS. 

 
 
3) La cortisona aumenta el contenido de lípidos, disminuye el contenido de 20:4n-ω6, y no es 

genotóxica para la mosca. 
 
 

4) La cortisona reduce la frecuencia de mutación y recombinación somáticas, inducida por el 
TPA. 

 
 
5) El tratamiento con la mezcla probablemente inhibe el primer (PLA2) y segundo paso (COX) 

de la biosíntesis de eicosanoides (metabolismo de 20:4n-ω6). 
 
 
6) El tratamiento combinado probablemente inhibe el segundo paso en la biosíntesis de 

eicosanoides. 
 
 

7) El 20:4n-ω6 es importante en la inducción de la genotoxicidad en Drosophila ya que los 
niveles de éste son diferentes en los tratamientos, y se esperaría que al agregar 20:4n-ω6 a 
los tratamientos (mezcla y secuencia) la frecuencia de mutación se incrementaría. 

 



 

Anexo 1 
Prueba de mutación y recombinación somáticas, bioensayo de alas 

La prueba de mutación y recombinación somáticas de Drosophila (Somatic Mutation And 

Recombination Test, SMART; también conocida como prueba de manchas en las alas), es una 

metodología eficiente para la detección de la actividad genotóxica de compuestos químicos puros, 

mezclas complejas, y también es útil para estudios de antigenotoxicidad. Es rápida para evaluar el 

potencial mutagénico por inducir la pérdida de heterocigosidad, que resulta en la mutación, 

reordenación cromosómica, rotura de cromosoma o pérdida de cromosomas (Rodrigues et al., 

2004). Es un sistema que permite detectar la capacidad de los compuestos para inducir mutación 

somática y recombinación mitótica. Este tipo de estudios cobra día con día gran importancia debido 

a que existe correlación entre la actividad recombinogénica y la carcinogénesis. Además de ser un 

sistema relativamente rápido, el número de células del ala por organismo es elevado (24,400 células) 

(Clements et al., 1988). 

Esta metodología se basa en el desarrollo de Drosophila, de manera que la inducción de alteraciones 

en la información genética (pérdida de heterocigocidad) de las células de los discos imagales durante 

el desarrollo se manifiesta fenotípicamente en todas las células hijas derivadas de la célula madre 

mutante, constituyendo así un clon celular que se expresará en el cuerpo de la mosca adulta como 

una “mancha” mutante distinguible, cuando se utilizan marcadores fenotípicos apropiados (Baker et 

al., 1978; Graf et al., 1984; Vogel y Zijlstra, 1987) (Figs. 24 y 25). 

El bioensayo hace uso de líneas con marcadores genéticos recesivos que se ubican en el brazo 

izquierdo del cromosoma 3: 

1) Hembras flr3/In(3LR) TM3, ri pp sep bx34e es Bds. El marcador flr3 (3-38.8 unidades de mapa; 

um) es letal en condición homocigótica a nivel de organismo, pero en células somáticas, 

altera la apariencia del tricoma en forma de flama, para su mantenimiento se requiere del 

cromosoma balanceador TM3, el cual porta como marcador al alelo Beaded-Serrate (Bds) 

(Adornado-Serrata 3-91.9 um), originalmente llamado Serrata (Ser) es también letal en 

condición homocigótica (flr3/TM3, Bds abreviado). La constitución genética del balanceador 

TM3 (balanceador en cromosoma tres, con múltiples inversiones, tercera versión), incluye 

marcadores recesivos ri (radio incompleto, venas del ala interrumpidas), pp (ojos color 

durazno), sep (separado, venas posteriores de las alas ausentes), bx34e (ornamentado, ala con 
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muesca), es (cuerpo color ébano) que por encontrarse en heterocigosis no influyen en la 

respuesta obtenida. El orden de las inversiones de este balanceador son las siguientes: 1A1—

1A8|61A2—65E|85E—79E|100C—100F2|92D1—85E|65E—71C|94D—93A|76C—

71C|94F—100C|79E—76C|93A—92E1|100F3—100F5. 

2) Machos mwh/mwh. El marcador mwh (multiple wing hair) (3-0.0 um) es una mutación 

recesiva y viable en condición homocigótica que provoca la producción de tricomas 

múltiples de 2 a 14 por célula, comparado con un tricoma por célula en las moscas de tipo 

silvestre. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 24 Los discos imagales de Drosophila por una serie de divisiones mitóticas originan diversas 
estructuras del adulto. 
 

Para una descripción más detallada de los marcadores genéticos y del cromosoma balanceador 

consultar Lindsley y Grell, 1968; García Bellido y Dapena, 1974; Lindsley y Zimm, 1992. 

La cruza progenitora se realiza con hembras vírgenes flr3/TM3, Bds de 72 h de edad y machos 

mwh/mwh de 48 h. 

La duración de la etapa sensible para aplicar la prueba es la fase larvaria, permite diseñar protocolos 

agudos (horas), crónicos (días) o secuenciales que incluyan tratamientos consecutivos o bien 

combinaciones de éstos: subcrónico-agudo, agudo-subcrónico y mezclas. Lo anterior resulta 
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importante si se busca establecer la existencia de sinergismo positivo (potenciación), o de 

sinergismo negativo (antagonismo) entre dos o más sustancias (Casarett, 1975).  
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Fig. 25 Producción de clones mwh (pelos múltiples) en células de las alas: a) origen de una mancha 
chica; b) origen de una mancha grande. 
 

De la cruza estándar, se obtienen larvas trasheterocigóticas flr3/mwh que conforman la mitad de la 

progenie y la otra mitad consiste en larvas TM3, Bds/mwh. Durante la metamorfosis, las células que 

constituyen la hoja del ala forman un proceso unicelular, de manera que la cuantificación de pelos o 

tricomas es equivalente con las células que les dieron origen (Graf et al., 1984). 

Las alteraciones genéticas causan fenotipos reconocibles en las células de las alas, de manera que en 

un contexto de tricomas silvestres, pueden observarse tricomas que expresan el fenotipo flr3, mwh o 

ambos. La recombinación mitótica entre los marcadores mwh y flr3 genera manchas sencillas mwh. 

Además las manchas sencillas (un solo marcador) pueden originarse por otros eventos genéticos 

terminales monitoreados también como pérdida de heterocigocidad, tales como deleción, mutación 

puntual, pérdida de cromosomas y no disyunción (Graf et al., 1984; Vogel et al., 1999). La 

recombinación mitótica entre flr3 y el centrómero produce manchas gemelas (los dos marcadores, 

mwh-flr3), que por su origen son un indicador de recombinación (Fig. 26). 

En general, el tamaño de un clon es mayor cuando se induce en larvas jóvenes (24 a 48 h), y de 

menor tamaño si se producen en larvas de mayor edad (72 o más h); ya que mientras más avanza la 

edad de la larva se tienen más células blanco que participarán en menos divisiones mitóticas (García 
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Bellido y Merriam, 1971; Szabad et al., 1983) (Fig. 25). 
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Fig. 26 Eventos genéticos terminales que posiblemente detecta la prueba de mutación y 
recombinación somáticas (SMART) de Drosophila. El único evento que realmente sucede es el 
de recombinación entre flr3 y el centrómero (genera manchas gemelas).  
 

Análisis de las alas 

Las moscas que se recuperan de los tratamientos se sacrifican por exceso de anestesia (éter 

dietílico) y se fijan Etanol al 70 %. Las alas se separan y se montan en portaobjetos utilizando 

solución Fauré (30 mg de goma arábiga, 20 ml glicerol, 50 mg hidrato de cloral en50 ml de 

agua) (Graf et al., 1984). Cada laminilla consta de 40 alas (20 de hembras y 20 de machos) y se 

analiza la superficie ventral y dorsal de la hoja de cada ala con un microscopio óptico a un 

aumento de 40X. Cada mancha se registra de acuerdo a la sección del ala en la que se localiza 

(García-Bellido y Merriam, 1971; Graf et al., 1984); y se agrupan en tres diferentes categorías: 

1) manchas chicas sencillas (una o dos células), 2) manchas grandes sencillas (tres o más 
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células),  3) manchas gemelas (formada por los marcadores flr3 y mwh) y 4) la suma de todas las 

 manchas (Fig. 27). 

 
Fig. 27 Diferentes tipos de clones (manchas) y sus variaciones: (A) manchas chica sencilla con dos 
células que expresan el fenotipo mwh; (B) mancha grande sencilla con cinco células expresando el 
fenotipo mwh. (Tenga en cuenta que este tipo de mancha contiene solo un tricoma con tres pelos, 
junto con cuatro células con dos pelos); (C), mancha grande sencilla con seis células expresando 
fenotipo flr3; (D) mancha gemela de 60 células, 30 células que expresan el fenotipo mwh y 30 que 
expresan el fenotipo flr3; (E) mancha gemela con 14 células que expresan el fenotipo mwh y 8 
células que expresan el fenotipo flr3; (F) mancha gemela con 4 células que expresan el fenotipo wwh 
y 4 células que expresan fenotipo flr3 (Tomado de Rodrigues et al., 2004). 
 

Análisis estadístico 

Para la evaluación de los efectos genotóxicos registrados, la frecuencia de manchas por un ala 

de la serie tratada es comparada con la serie control negativa concurrente (disolvente). Un 

procedimiento de decisión múltiple se utiliza para decidir si un resultado es positivo, débil 

positivo, indeterminado o negativo (Frei y Würgler, 1988; Frei y Würgler, 1995). 

En experimentos diseñados para evaluar la mutagenicidad de un producto químico determinado, 

la mayoría de las veces la serie tratada se compara con la serie control para establecer si el 

compuesto utilizado en el tratamiento debe de ser considerado como mutágeno o no mutágeno. 

La formulación de dos hipótesis alternativas permite distinguir entre las posibilidades de 

resultados: positivos, débil positivo, indeterminado, o resultados negativos de un experimento. 

La hipótesis nula (H0), asume que no hay diferencia en la frecuencia de mutación entre el 
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control y la serie tratada. El rechazo de la hipótesis nula indica que el tratamiento resultó 

estadísticamente en aumento de la frecuencia de mutación. La hipótesis alternativa (HA) postula 

a priori, que el tratamiento aumentó la frecuencia de mutación comparada con la frecuencia 

espontánea. Esta hipótesis alternativa es rechazada si la frecuencia de mutación observada es 

significativamente menor que el aumento de la frecuencia postulada. El rechazo indica que el 

tratamiento no produce el aumento necesario para considerar al compuesto como mutagénico. Si 

ninguna de las dos hipótesis es rechazada, los resultados se consideran indeterminados ya que 

no se puede aceptar, al mismo tiempo, dos hipótesis mutuamente excluyentes. En la aplicación 

práctica del procedimiento de decisión, se define una hipótesis alternativa específica requerida 

para que la frecuencia de la mutación en la serie tratada sea m veces la serie control, que luego 

se utilizará junto con la hipótesis nula. Puede suceder en este caso, que ambas hipótesis hayan 

sido rechazadas. Esto significaría que el tratamiento tiene un efecto mutagénico débil y conduce 

a una frecuencia de mutación que es significativamente menor que m veces la frecuencia de 

control (Frei y Würgler, 1988). 

En resumen: 

a) Si se acepta H0 y HA es rechazada: negativo. Si H0 y HA son aceptados: indeterminado. 
b) Si se rechaza H0 y HA es aceptada: positivo. Si H0 y HA son rechazadas: débil positivo.  
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