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RESUMEN

La obesidad y los problemas asociados a ella se han convertido en un problema a
nivel global: En los paises donde opera la OECD, uno de cada dos adultos y
alrededor de uno de cada seis nifios tienen sobrepeso u obesidad y algunos tienen
patologias asociadas. Los compuestos evaluados, fructosa y acido palmitico (AP)
componen la dieta basica del humano, por lo que se propone a Drosophila
melanogaster para evaluar el posible dafio causado por ellos. Se realiz6 el analisis
bromatolégico del Medio Instantdneo Carolina® con el que se alimentan las cepas
de D. melanogaster determinando 4.73% de proteinas, 94% de carbohidratos y
1.26% de lipidos. Se estandarizaron los medios cocinados Dieta Normal, para la
propagacion de las cepas Oregon R (R)-flare y WT Canton S, asi como los ricos en
fructosa y AP y se analiz6 el porcentaje de emergencia de adultos en cada uno de
estos para determinar el o los mas adecuados para su uso. Se alimentaron las
cepas las cepas Oregon R (R)-flare y WT Canton S desde la fase huevo hasta el
tercer estadio larval (96 = 4h), con fructosa 17%, AP 5% vy el testigo cuya
composicién sélo contenia agua ademas del medio, se determiné el peso individual
de larvas de la cepa Oregon R (R)-flare, tratadas y no tratadas. Los resultados del
analisis bromatolégico del Medio Instantaneo Carolina® demostraron una
proporcion de biomoléculas similar a los purés de papa comerciales, por lo que se
decidioé no usarlo para estudios relacionados con la nutricion. Las proporciones de
AP y fructosa se decidieron con base en los resultados de experimentos previos.
Colateralmente se estandarizaron las técnicas para la medicion de triglicéridos,

glucosa, acido urico y lipidos totales en larvas de la cepa WT Canton S.

Palabras Clave: Drosophila melanogaster, acido palmitico, fructosa, bromatologia,

sindrome metabdlico, peso, emergencia.



INTRODUCCION

Actualmente, nos encontramos en una época en la que la obesidad y el impacto
socioecondmico es un problema a nivel global, uno de cada dos adultos y alrededor
de uno de cada seis nifios tienen sobrepeso u obesidad (OECD, 2017) y algunos
tienen patologias cardiacas relacionadas con ello, tales como la apnea del suefio,
hipoxia, arterosclerosis y enfermedades cardiovasculares, cuya interconexion se
denomina sindrome metabdlico (SMet), tratdndose asi de una entidad clinica
compleja, que surge con variaciones fenotipicas amplias, en individuos con
predisposicién enddgena, determinada genéticamente y condicionada por factores
ambientales. Dicho padecimiento se compone de obesidad o sobrepeso,
dislipidemia, hiperglucemia e hipertension arterial. Estos factores de riesgo se
asocian entre si con una frecuencia mas elevada de la esperada por efecto del azar
y todos son factores de riesgo cardiovascular (Wilson et al.,, 1999). La elevada
mortalidad que causan la diabetes y la enfermedad cardiovascular en el mundo ha
estimulado el estudio del sindrome metabdlico. EI SMet se caracteriza por la
existencia de resistencia a la insulina e hiperinsulinismo compensador, asociados a
trastornos del metabolismo hidrocarbonado, hipertension arterial, alteraciones
lipidicas (hipertrigliceridemia, descenso del c-HDL (colesterol ligado a las HDL),
presencia de LDL tipo B (LDLs: lipoproteinas pequefas y densas), aumento de
acidos grasos libres, y lipemia posprandial) y obesidad, con incremento de la
morbimortalidad de origen ateroesclerdético, lo que lo convierte en la principal causa
de muerte en la poblacion adulta (Kylin, 1923; Alamo, 2006; Gémez, 2011; Swinburn
et al. 2011; Ng et al., 2014).

En 1993, los resultados de la Encuesta Nacional de Enfermedades Cronicas
(ENEC) mostraron que la prevalencia de obesidad en adultos era de 21.5 %,
mientras que con datos de la Encuesta Nacional de Salud 2000 se observé que 24
% de los adultos en nuestro pais la padecian y, mas recientemente, con mediciones
obtenidas por la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT, 2006), se
encontré que alrededor del 30 % de la poblacién mayor de 20 afios (mujeres, 34.5
%, hombres, 24.2 %) tiene obesidad (Olaiz-Fernandez et al., 2006).



En México, la prevalencia de sobrepeso y obesidad en los adultos se increment6 de
62 a 70 % en el periodo de 2001 a 2006. En el ultimo siglo, los mexicanos
aumentamos la densidad energética de nuestra dieta en casi 24 % (26 % mas
hidratos de carbono y 36 % mas grasas) y hemos reducido el tiempo que
destinamos a la actividad fisica (Olaiz-Fernandez et al., 2006; Ortiz-Hernandez et
al., 2006). La consecuencia de este cambio en el balance de energia es la
acumulacion de grasa corporal, a la que llamamos obesidad, y no sélo eso, los
pacientes que ademas desarrollan SMet tienen un mayor riesgo de sufrir
complicaciones graves de salud como enfermedades oculares, eventos
cardiovasculares y cancer, asi como una elevacion de triglicéridos, reduccion de
lipoproteinas de alta densidad, aumento de la presion sanguinea y elevacion de
glucosa (Poh et al., 2006; Huang, 2009; Pierdomenico & Cuccurullo, 2010; Kaur,
2014).

Una multitud de factores econdmicos y sociales han contribuido al aumento de esta
enfermedad, asi como la abundancia de alimentos procesados y baratos, con
contenidos altos de carbohidratos y grasas saturadas en su composicion (O'Brien 'y
Dixon, 2002). Uno de estos componentes son los jarabes endulzantes altos en
fructosa, los cuales son elaborados en forma masiva por la ruptura quimica de los

almidones de excedentes de maiz amarillo (Lingelbach y McDonald, 2000).

En México, éstos son empleados principalmente por la industria de las frituras
embolsadas y las bebidas carbonatadas, conocidas como “refrescos”. Asimismo,
son empleadas en bebidas para deportistas, ya que se transportan directamente al
higado donde se produce energia rapidamente, la cual es liberada en forma de
adenosin trifosfato (ATP) o almacenada como glucogeno en el higado sin causar
elevacion de la insulina en el plasma, posibilitando asi la movilizacion de grasas a
través del torrente sanguineo a los érganos que requieren energia (Castillo-Urueta
et al., 2003). A continuacion, se presenta una tabla con los principales productos
con edulcorantes y/o con contenidos altos de carbohidratos y grasas saturadas en

su composicion (Tabla 1).



Tabla 1. Composicion de productos alimenticios, obtenida de: Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (2016).

Tipo Descripcion alimento Type Food description Nombre Cientifico/Scientific name
BEBIDAS ALCOHOLICAS Y Bebida, energética ALCOHOLIC AND NON- Beverage, energetic and
NO ALCOHOLICAS y vitaminica ALCOHOLIC BEVERAGES itamin-e
Porcion comestible | Energia | Energia | Humedad | Cenizas | Exfracto etéreo | A G. 5. | AGMI | AGPL | Colesterol | Proteina bruta | Hidratos de carbano
Edibla portion Enargy | Enargy Water Ashes Ether extract S FA M.EA. PUFA | Cholestd | Crude proteln Carbohyart
(%) (k) (keal) ial (g fal g} (gh gl (mg) ig) (g}
1.00 368.00 | 88.00 77.80 0.20 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 22.00
NUTRIMENTOS INORGANICOS | MINERALS
Azicares | Fibra bruta Fibra O.T. Fibra D. Insol. Ca P Fa MNa K Mg Cu Zn Mn Sa Li
Sugars Fiber Total D. Fiber | Insol. D. Fiber Ca P Fa Na K Mg Cu Zn Mn Sa Li
ial (a) a) (g} {mg) | (mg) | img) [ (mg) | img) | (mg} [ (mg) | (mg) | (mg) | (mg) | (mg)
11.25 0.00 * 8.13 | 0.00 083 | 1132 | 21.08 | 4.84 0.00 0.25 | 0.00 | 0.00 *
VITAMINAS | VITAMINS
Wit A Vit A Carotenos | B-carotenos | Vit B1 | Vit B2 | Hiacina | Ac. Ascérbico | Vit BB Vit B12 | Acido félico Folato Vit D
Vit A Vit. A Carotena B-carafena Vi B1 Vit B2 | MNiacin Ascarbic Ac. Vit BE Vit 812 Falic Ac. Folata Vit D
(U1} {1g RAE) img) (g} (mg) (g} (ma) (mg) (mg) (nal (ng) (g OFE) | (ug)
0.00 * * 0.00 0.00 | 0.71 8.33 0.00 0.00 2.50 0.00 0.00 0.00
Tipo Descripcion alimento Type | Food description Nembre Cientifico/Scientific name
SEMILLAS DE CEREALES Maiz, inflado, CEREALS AND BY-PRODUCTS Corn, puffad,
¥ DERIVADOS cereal para desayuno breakfast ceraal
Porcion comestible | Energia | Energia | Humedad | Cenizas | Extractoetéren | A G.5. | AGM.L | AGPL | Colesterol | Proteina bruta | Hidratos de carbana
Edible portion Energy | Enamy Water Ashos Ether extract S EA MFEA. PUFEA | Chalestr! | Crude protein Carbohyart
(%) ] {keal) {al () {al i) Ig) (g} (mg) i) (g}
1.00 1590.00| 380.00 2580 2.00 0.30 0.40 0.20 0.50 0.00 440 89.80
NUTRIMENTOS INORGANICOS / MINERALS
Azicares | Fibra bruta Fibra D.T. Fibra D. Insol. Ca P Fe Ma K M Cu Zn Mn Se Li
Sl.'u[gars Fiber Total D. Fiber | Insol. D. Fibar Ca P Fa MNa K M Cu Zn Mn e L
gl ] (@) Ig) Img) | (mg) | (mg) | (mg) | (mg) | {mg) | {mg} | (mg) | (mg) | (mg) | {mg)
32.10 0.60 2.20 1.90 11.00 | 52.00 | 5.60 | 387.00) 148.00] 25.00 [ 0.25 | 031 | 047 | 0.4 *
VITAMINAS | VITAMINS
Vit A Vit A Carotencs | B-carotenos | ViLB1 | Vit B2 | Miacina | Ac Ascérbico | VILBE | wiLB12 | Acidofalico Folato | Vit.D
Vit A Vit A Carofene B-carmofena Vit. BT | vit. B2 | Niacin Ascorbic Ac. Vit B Vit B12 Falic Ac. Falate Vi D
) (ug RAE) {rng) {mag) (mg) (mg) (mg) (e} (ma) (nal (mal {ug DFE) | (ng)
0.00 439.00 * 0.05 1.17 1.33 | 15.60 42.41 1.60 4.70 294.00 519.00 4.00
Tipo Descripeion alimento Type | Food description | Nombre Cientifico/Scientific name

SEMILLAS DE CEREALES a 3 a ama a CEREALS AND BY.PRODUCTS Com, yellow flour
¥ DERIVADOS

Parcién comestible | Energia | Energla | Humedad | Cenizas | Extractoetéren | A G.5. | AGM.I | AGPL | Colesterdl | Proteinabruta | Hidratos de carbono
Edibla partion Energy | Energy Water Ashes Ether extract S.FA MFA | BUFA. | Cholestd | Crude prolain Carbohydrnt
(%) (kJ) {keal) () {a) ] (gl ig) i) (ma} (al (g)
1.00 1561.00) 373.00 8.25 1.60 3.70 0.54 1.02 1.76 0.00 7.80 75.75
HUTRIMENTOS INORGANICOS | MINERALS
Azicares | Fibra bruta FibraD.T. Fiora D. Insol. Ca P Fa Na K M Cu Zn Mn Se Li
Sugars Fiber Tofal D. Fiber | fnsol. D. Fiber Ca P Fa Na K MS Cur Zn Ma Se L
gl i) ] i) ima) | img) | (mg) | (mg) | (mg} | img) (mg) | (mg) | (mg) | (mg) | (mg)
0.64 290 7.30 * 7.00 | 272,00 | 2.38 5.00 | 215.00{ 93.00 | 023 | 1.73 | 046 | 0.02 | *
VITAMINAS | VITAMINS
Vit A Vit A Carctenos | B-carotenos | Vit B1 | Wit B2 | Miacina | Ac Ascorbico | Vit BE Wit B12 | Acido falico Folats | Wit.D
Vit A ViL A Caratena B-carotens Vit B1 Vit B2 Niacin Ascorbic Ac. Vit B Vit B12 Folic Ac. Folate Vit. D
(L) (g RAE) (mg) {mg) img) | (ma) {ma) {mg) {mg) fug) {ug) (ugDFE) | (ug)
214.00 11.00 * 0.10 0.25 0.08 1.90 0.00 0.37 0.00 0.00 | 2500 0.00
Tipo Descripcion alimento Type Faod description Nombre Cientifice/3cientific name
SEMILLAS DE CEREALES Trnga, botana CEREALS AND BY-PRODUCTS Wheat, snack Panicurn miliaceumn L
¥ DERIGADIOR Churrurmais con lirmdan laman Churrirmais
Porzidn eamestible | Energla | Enargia | Humedad | Cenizas | Extractoetérao | A G.5. | AGM.I | AGPIL | Colesterol | Proteina bruta | Hidratos de carbona
Exitia povtion Enargy | Enefy Watar Ashos Ethar axtract SEA MEA | RPUEA | Cholestd | Crude protein Carbohydrt
(%) ] (keal) {a} fq) {a} fg (g} {g} (mg) 1] (9}
1.ﬁn " * L] * L] * L] * L] " L]
HNUTRIMENTOS INORGANICOS f MINERALS
Aziicaras | Fibra bruta Fibra D.T. Fibra D Insol. Ca P Fa E] K M Cu Zn Mn Sa Li
Sugars Fiber Total D. Fiber | Insaof. . Fiber Ca F Fa Ma . M’g Cu Zn M Ea 1
{0} fa) (a) (o} Img) | {mg} (ma) | {m3} | (mg) | {ma) (g} | {mg} | (mg} | (mg) [ {ma)
* * * * 141.00( 174.00 | 4.70 | 655.00) 241.00| 75.00 | 0.20 | 210 | 0.70 * *
YITAMINAS | VITAMING
YL A Vil Caratanos | B-carotenos | Vit B1 [ ViLB2 | Niacina | Ac Ascérhico | Wit B Vit B12 | Acido flica Falata Vi D
Vit A Vit A Carolena | GB<camtene | VILBT | Vit B2 | Niadn | AscorbicAc Vil. 85 Vi 812 Falic Ac. Folata ViLp
(UL} (ug RAE) {ma} (mg) (g} [mg) {mgh (g} {mg} {pa} {na) {ng DFE) | (na)
L] * * L] L] * * ' * L] L] ' '




FRUCTOSA Y ACIDO PALMITICO

FRUCTOSA

La fructosa es un azucar simple con formula quimica CsH120s, similar a la de la
glucosa; ambas se reducen facilmente a sorbitol tanto in vitro como in vivo; la
fructosa difiere por la presencia de un grupo ceto unido al carbono 2 de la molécula
(C2), en tanto, la glucosa presenta un grupo aldehido en el carbono 1 (C1) (O Dell,
1993). Los productos principales de su metabolismo en la via glucolitica son:
glucosa, glucégeno, lactato y piruvato; otros en menor cantidad son oxidados a
biéxido de carbono, cuerpos cetdnicos o convertidos a triacilglicerol (Mayes, 1993;
Pérez-Cruz et al., 2007).

Al igual que la sacarosa, la fructosa se encuentra en el grupo de edulcorantes
nutritivos reconocidos por la FDA (Food and Drug Administration) de los EE.UU.
Estos edulcorantes tienen propiedades funcionales de acuerdo a sus caracteristicas
fisicas, microbiales y quimicas, como lo son: cristalizacion, viscosidad,
preservacion, fermentacién, antioxidante; ademas de encontrarse principalmente en
frutas y la miel que incluso puede contener hasta 50% de este azucar y entre los
alimentos industrializados se encuentran las bebidas carbonatadas, cereales,
hamburguesas, salsa de tomate, mole, mermeladas, jugos y frutas en almibar
(Hanover, 1993; American Dietetic Association, 2004; Bray et al., 2004).

En la Figura 1 se muestra la forma libre, en la que el oxigeno cetdnico se encuentra
en el C2 como en forma de hemicetal (en la que el oxigeno es compartido por los
C2y Ch).

CH,0H CH,0H
(=0 L
CHOH CHOH
CHOH CHOH
CHOH CH
CH,0H CH,0H

Fig. 1. Estructura quimica de la fructosa en forma libre.



ACIDO PALMITICO

El aceite de palma es un aceite vegetal procedente del fruto de la palmera (Elaeis
guineensis), originaria de Africa occidental y actualmente muy extendida en las
zonas tropicales de América y el sudeste asiatico. De las semillas de la palmera se
obtiene otro aceite vegetal, el aceite de palmiste, que tiene una composicion
diferente a la del aceite de palma y se utiliza principalmente para aplicaciones no

alimentarias.

El aceite de palma es relativamente rico en acidos grasos saturados (AGS), que
representan aproximadamente la mitad de la grasa total. Los &cidos grasos
monoinsaturados (MUFAs) y los acidos grasos poliinsaturados (PUFAS)
representan aproximadamente el 40% y el 10%, respectivamente. El &cido
palmitico, cuyo nombre proviene del arbol, es un acido graso saturado de cadena
larga (Figura 2), formado por dieciséis atomos de carbono y es el principal acido
graso que se produce de forma natural en los animales y los vegetales, asi como el
principal componente de las grasas de la leche humana. También es el acido graso
mas abundante en el aceite de palma, seguido por el &cido oleico y el acido linoleico
(Read y Sarrif, 1965; Khosla y Sundram, 2010).

Fig. 2. Estructura quimica del acido palmitico, el modelo compacto
se muestra en la imagen superior y la formula esquemaética en la
inferior.



Ademas del contenido de &cidos grasos, el aceite de palma contiene varios
fitonutrientes como a-, B-, y- y 6- tocotrienoles; a-, B-, y- y d-tocoferoles (vitamina
E); carotenoides; esteroles; fosfolipidos; glicolipidos y escualeno. La mayoria de
estos compuestos se consideran beneficiosos para la salud humana, principalmente

por su actividad antioxidante (Ong y Goh, 2002; Oguntibeju et al., 2009).

En las ultimas décadas, el desacuerdo entre los hallazgos y las opiniones con
respecto a la capacidad del aceite de palma para aumentar la colesterolemia ha
llevado a discusiones sobre si el aceite de palma es un alimento potencialmente
insalubre. La razon principal parece ser su alto contenido de AGS, especificamente
de &cido palmitico, el cual ha sido positivamente relacionado con los altos niveles
de colesterol en el suero y, como consecuencia, a un aumento del riesgo de
enfermedades cardiovasculares. Asimismo, un informe de la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS, 2003) declaré que habia pruebas convincentes de que los acidos
miristico y palmitico aumentan el riesgo de enfermedades cardiovasculares. Sin
embargo, algunas revisiones no parecen apoyar estas conclusiones (Edem, 2002;
Ong y Goh, 2002; Sundram et al., 2003; Mukherjee y Mitra 2009; McNamara, 2010;
Oguntibeju et al., 2009).



DROSOPHILA MELANOGASTER COMO MODELO BIOLOGICO

Drosophila melanogaster (D. melanogaster) conocida también como mosca de la
fruta o del vinagre es un organismo eucarionte, holometabolo, cosmopolita, que
comparte los mismos ambientes que el hombre (Vogel, 1987; Ramos, 1993). Posee
solamente cuatro pares de cromosomas que han sido mapeados totalmente. Su
genoma fue secuenciado en 1998 y actualmente se sabe que esta compuesto por
18 millones de pares de bases que codifican para 14 mil genes y que el 60% de
estos, tienen homologia con genes que provocan enfermedades genéticas
conocidas en el hombre y un 50% de sus secuencias proteicas tienen un analogo
con mamiferos (Adams et al., 2000). Debido a esto, D. melanogaster se esta
utilizando no sélo para el estudio de la Biologia del Desarrollo y Genética sino
también para el estudio de los procesos fisioldgicos en vertebrados y de la etiologia

de las enfermedades humanas (Gonzélez, 2007).

Como se ha mencionado anteriormente, D. melanogaster tiene cierta homologia con
el humano, como es el caso de algunas de las vias metabdlicas y de sefializacion
implicadas en el metabolismo de la grasa y la sefializacién de la insulina, asi como
sistemas de 6rganos analogos que controlan la absorcién y el almacenamiento de
lipidos, un ejemplo de ello son los lipin, una familia de genes implicados en el uso y
almacenamiento de la grasa, presentes en el cuerpo graso, que funciona como el
higado y el tejido adiposo blanco humano, que se encarga de metabolizar nutrientes
y almacenar reservas de glicogeno y lipidos (Heinrichsen y Haddad, 2012). Lo que
convierte al insecto en el modelo idéneo para el estudio de desérdenes metabdlicos
(Chien et al. 2002; Baker y Thummel, 2007; Hoffman et al. 2013).

De manera general los organismos presentes en los tres dominios taxonomicos
cuentan con un complejo de hemoproteinas denominados citocromos P450, de los
gue con diversos proyectos de secuenciacion de genomas se ha identificado una
gran cantidad de secuencias de los mismos en eucariotas, comprobando la accién
catalizadora de sus enzimas en diversas reacciones importantes, tanto en los
procesos de desarrollo como en la desintoxicacion de compuestos extrafios, sin

embargo, las funciones de muchas de las diferentes enzimas de los Cyp450 en



insectos son desconocidas (Le Goff et al., 2003; Lewis, 2004). Una excepcion a lo
anterior es la participacion de los Cyp450 en la metabolizacion de las hormonas
derivadas del colesterol, donde en D. melanogaster participan al menos seis
(Gilbert, 2004). Continuando con las funciones enzimaticas de los Cyp450, los
genes Cyp302al, Cyp306al, Cyp315al, y Cyp307a2 son expresados en las
glandulas protoracicas de embriones tardios y larvas y sus productos catalizan en
la via biosintética de la ecdisona, mientras que el producto del gen Cyp314al, es
responsable de catalizar la conversién de ecdisona a 20H es expresado en el
intestino medio, los tabulos de Malpighi y el cuerpo graso (Chavez et al., 2000; Ono
et al., 2000; Petryk et al., 2003).

Como se ha mencionado, D. melanogaster ha fungido como un organismo modelo
gue ha permitido a los genetistas el descubrimiento de diversos procesos y
mecanismos bioldgicos, para lo cual se han desarrollado cepas mutantes dedicadas
a la investigacion, entre las que se encuentran Oregon R(R)-flare (ORR (1)/ORR
(2); flr3 /BdS ) y flare (flr® /BdS (Duefas et al., 2001). Siendo la primera de éstas
resistente al insecticida conocido como DDT, debido a sus altos niveles de
expresion de citocromos P450 por la accion del gen Cyp6A2, cuyo producto tiene la
capacidad de metabolizar insecticidas, mientras que la segunda posee unos niveles
basales de los Cyp450 (Dunkov et al., 1997). De este mismo modo se han
caracterizado las funciones de numerosos P450, las cuales son esenciales en
mamiferos, insectos y en plantas. Por ejemplo, en humanos el CYP17Al y
CYP19A1 que catalizan pasos en la produccion de andrégenos y estrogenos (Hakki
y Bernhardt, 2006), en el caso de Drosophila, se han identificado 106 genes Cyp450
(FlyBase, 2015) de los cuales se conoce la funcién de 23 (173 alelos) (Flybase,
2018), 7 relacionados con el metabolismo de la ecdisona, 27 transportadores de
electrones deducidos por su secuencia y 42 genes activos en la fase larvaria; dentro
de los cuales, el locus del DDT-R que confiere resistencia a DDT-R se asocia con
la sobreexpresion de uno solo, Cyp6g1 (2R: 12,185,667...12,188,431). El papel de
este gen en la resistencia al DDT fue encontrado por el mapeo genético de
resistencia al DDT y analisis de microarreglos de P450 en Hikone-R, una cepa

resistente aislada de las colecciones de campo (Daborn et al., 2002).



ANTECEDENTES

Las cualidades genéticas y de facil crianza de D. melanogaster han permitido una
amplia gama de investigaciones, tal es el caso de Lee y colaboradores (2008),
quienes evaluaron la influencia de la sobre nutricion e infra nutricibn en los
parametros fisiolégicos, incluyendo las concentraciones de triacilglicéridos y
proteinas, lo cual radica principalmente en la produccién de huevos y esperanza de
vida del insecto. Aunado a ello Negre-Salvayre y colaboradores (2009) probaron los
cambios en el metabolismo al administrarse fructosa en altas dosis, desarrollando
enfermedades como la obesidad y SMet, ademas de comprometer la salud y

acelerar el ritmo del envejecimiento en D. melanogaster.

Piper y colaboradores (2005) utilizando a Drosophila como modelo, han identificado
la relacion entre la dieta y el metabolismo, y describen algunos parametros como la
diabetes, enfermedades del corazén y la esperanza de vida, asociados a la
obesidad y el exceso de grasa corporal. Aunado a esto, Musselman y colaboradores
en (2011) demostraron que una dieta de concentraciones altas de azucar produce
hiperglucemia en la cepa silvestre (WT, por sus siglas en inglés) Canton-S
Drosophila (WT Canton-S). Asimismo, Driver y colaboradores (1979, 1980)
demostraron que las grasas saturadas en las dietas disminuyen tanto la vida media
como la vida maxima de Drosophila. Los dos trabajos anteriores corresponden a los
primeros estudios que intentaron hacer una conexion entre los componentes de la
dieta de Drosophila y la longevidad, encontrando que las dietas que consisten en
grasas saturadas altas (tales como el acido palmitico) y bajas en carbohidratos
(como la fructosa o sacarosa) acortan, en promedio, la vida util de Drosophila
comparada con las moscas alimentadas con dietas "control" altas en carbohidratos

y bajas en grasas saturadas.

D. melanogaster posee una serie de ventajas para la investigacion, entre las que
destacan: su dimorfismo sexual, su tasa elevada de fecundidad, su tamafo, que
permite cultivar un nidmero considerable de individuos en un espacio reducido;
ademas de ser un sistema economico y de facil manipulacion, su ciclo de vida es

corto (10-12 dias) en condiciones controladas (25°C y 60% de humedad relativa)



(Figura 3) (Wadrgler et al.,, 1984). Con esto, se puede concluir que el vasto
conocimiento de la biologia y genética del insecto, asi como su mantenimiento
simple lo convierten en un excelente candidato para realizar estudios en diferentes
disciplinas, entre los que destacan procesos celulares, genéticos, biologia del
desarrollo, asi como de genotoxicidad y anti-genotoxicidad (Graf et al., 1998; Vogel
et al., 1999; Andrade et al., 2004; Fong et al., 2008). Por lo anterior, se propone a
Drosophila melanogaster como un modelo para contribuir a la comprension de las
consecuencias asociadas al sobreconsumo de fructosa y acido palmitico y el posible
papel que desempefia la sobreexposicion a estos nutrientes en el desarrollo de

patologias metabdlicas.
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Fig. 3. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster, bajo
condiciones ambientales controladas



El presente trabajo forma parte del proyecto titulado “Analisis transcriptémico de dos
cepas de D. melanogaster expuestas a dos dietas hipercaloricas ricas en acido
palmitico y/o fructosa” cuya clave es DGAPA-PAPIIT-IN227619.

OBJETIVO GENERAL

e Evaluar el efecto de dietas hipercaléricas enriquecidas con &cido palmitico
y/o fructuosa en la emergencia y sexo de Drosophila melanogaster cepa
OR(R)-flare.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Realizar andlisis bromatolégico del Medio Instantdneo Carolina®.

2. Estandarizacion de los medios cocinados: dieta normal para la propagacion
de la cepa y control, asi como los ricos en fructosa y acido palmitico.

3. Realizar los tratamientos desde la fase huevo hasta el tercer estadio larval
(96 * 4h) de la cepa Oregon R (R)-flare, con fructosa %, AP% y su control
respectivo.

4. Analizar el porcentaje de emergencia para determinar cual de los medios
cocinados es el mas adecuado para su uso.

5. Determinar el peso individual de larvas (96 + 4h) de la cepa Oregon R (R)-
flare, con fructosa %, AP% y su control respectivo.

6. Estandarizar las técnicas para obtener los homogeneizados de larvas de
tercer estadio (96 + 4h) de la cepa WT Canton S para la medicién de

triglicéridos, glucosa, acido Urico y lipidos totales.



MATERIALES Y METODO

En la actualidad se han utilizado diversos medios de cultivo para la crianza y
propagacion de D. melanogaster, los cuales contienen lo necesario para estas
tareas, en el laboratorio de Genética Toxicoldgica de la Facultad de Estudios
Superiores Iztacala se emplea para los tratamientos el “Medio Instantaneo Carolina
(Drosophila Instant Medium, DIM)” el cual es resistente al moho, contiene un
amortiguador que estabiliza el pH, no necesita coccion ni esterilizacion y sélo
requiere agua bidestilada para obtener un medio nutritivo. Sin embargo, su
composicién no ha sido descrita, ya que se trata de un secreto industrial. Por lo cual

se decidio realizar un analisis bromatologico del mismo.

ANALISIS BROMATOLOGICO DEL MEDIO INSTANTANEO CAROLINA

DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS TOTALES

Se utilizé el método de antrona, descrito por Wilham (1971). Utilizando 10 mg de
DIMy 60 mL de &cido sulfurico. Se registro la absorbancia a 630 nm. Posteriormente
se hizo una estimacion de las concentraciones de los azUcares a partir de una curva
patrén con glucosa desde 20 a 200 ug mL-1, tal y como se menciona en lo elaborado
por Osborne y Vooght (1978).

EXTRACCION DE GRASA TOTAL

Se hizo uso de la técnica descrita por Gonzéalez y Pefialosa (2000), utilizando
Soxhlet Corning-Pyrex Modelo 3840-XL y hexano de la marca Sigma-Aldrich® como

solvente.

DETERMINACION DE PROTEINAS

Se utilizé el método de Kjeldahl usando 0.05 g de DIM con 60 mL de mezcla
catalizadora (1 g 6xido de mercurio, 99 g de sulfato de potasio anhidro y 0.18 g
sulfato de cobre pentahidratado) y solucion indicadora, tal como lo mencionan

Gonzalez y Pefalosa (2000).



ESTANDARIZACION DE LOS MEDIOS COCINADOS

Una vez que la composicion del DIM fue develada, se propuso desarrollar la
estandarizacion de un nuevo medio cocinado que cumpliera con los requerimientos
nutrimentales para los experimentos subsecuentes, y ademas determinar las
concentraciones porcentuales de la fructosa o el acido palmitico que permitieran el
crecimiento y el desarrollo de las cepas de D. melanogaster (WT Canton-S y

Oregon-R (R)-flare), sin comprometer las condiciones hipercaldricas de los medios.

PROPAGACION Y MANTENIMIENTO DE LAS CEPAS

Para los objetivos 1 - 5 se utilizaron moscas Drosophila melanogaster cepa Oregon-
R (R)-flare y para el objetivo 6 la cepa WT Canton S, ambas provenientes del
laboratorio de Genética Toxicoldgica, ubicado en las instalaciones de la Facultad de
Estudios Superiores Iztacala, UNAM. Las cepas fueron colocadas dentro de frascos
de vidrio de 250 mL, que contenian 20 mL de la dieta normal (DN). Posteriormente
fueron mantenidas dentro de una incubadora a una temperatura de 25 *+ 2°C con

ciclos de luz-oscuridad de 12 h y con una humedad relativa del 80%.

FLABORACION DE LA DIETA NORMAL (DN)

Para la preparacion de 100 mL de medio DN cocinado, de acuerdo con Hemphill y
colaboradores (2018) se utilizaron: 2.6% de harina de maiz amarillo Maseca®, 4%
levadura inactiva seca Tradi-Pan®, 4% de agar Golden Coins®, 3% de sacarosa,;
Se agregaron 80 mL de agua corriente y se mezclaron con una cuchara de madera,
al mismo tiempo que se comenzo a elevar la temperatura con la parrilla eléctrica.
Una vez que la mezcla hirvid se adicionaron 1.5% de tegosept y 0.3% de acido

propionico de la marca Sigma-Aldrich®.

Transcurridos 35 min desde que se le agregaron los ultimos compuestos se apago
la parrilla y se vertieron 3 mL en cada tubo de vidrio de 20 mL de capacidad y
estériles. Se taparon con tul y se dejaron en reposo por 24h a temperatura ambiente,

lo cual permitié la solidificacion del medio, asi como la evaporacion total del agua



en las paredes de los tubos. Los insectos utlizados en cada uno de los

experimentos correspondieron a la Fz sometidas a DN.

TRATAMIENTOS HIPERCALORICOS

Para las dietas altas en grasa (DAG) se agregd 3.2% de &cido palmitico a la DN,
mientras que para la elaboracién de la dieta alta en fructosa (DAF) se adicion6 17%
de fructosa a la DN. Como se mencion0 anteriormente, ambas dietas contienen las
mismas proporciones de los demas compuestos, y se siguieron |os mismos pasos

para la respectiva elaboracion.

Una vez que todos los medios fueron elaborados (DN, DAF y DAG) se colocé una
pareja de moscas en cada uno de los cinco tubos por tratamiento, dejandolos
ovopositar durante 96x4 h, tras lo cual se retiraron y se siguio el curso de la F1
manteniéndolos a 25°Cx 2°C, con ciclos de luz-oscuridad de 12 h cada uno y
humedad relativa del 80%. Se hicieron tres experimentos independientes cada uno

con las cinco réplicas descritas.

DETERMINACION DEL PESO INDIVIDUAL DE LARVAS

Mientras los tratamientos crénicos con DAG, DAF y DN transcurrian, se recuperaron
las larvas de (96 + 4h) de cada uno de los tubos de vidrio de 20 mL de cada
tratamiento y se colocaron en cajas de Petri, la cual sirvi6 como tara en la balanza
analitica Velab® modelo VE-204, posteriormente se colocaron en tandas de 50
individuos con cinco repeticiones por tratamiento y el peso resultante se dividio entre

ese mismo numero, esto para conocer la masa individual de cada uno de ellos.



ESTANDARIZACION DE LAS TECNICAS PARA OBTENER LOS HOMOGENEIZADOS DE
LARVAS DE TERCER ESTADIO (96 + 4H) DE LA CEPA WT CANTON S PARA LA
MEDICION DE TRIGLICERIDOS, GLUCOSA, ACIDO URICO Y LIPIDOS TOTALES

Para asegurarse de que las muestras procesadas tuvieran siempre la misma
calidad, asi como para asegurar la reproducibilidad de los resultados se opto por la
estandarizacion de las técnicas con las que se obtuvieron y procesaron las larvas
para generar los homogeneizados que servirdn para los analisis bioquimicos
propuestos en el proyecto DGAPA-PAPIIT-IN227619.

Debido a las caracteristicas del homogeneizado de larvas de tercer estadio (96 *
4h) de la cepa WT Canton S se prepar6 el Buffer A, gue contenia un agente quelante
(EDTA) CalBiochem® para evitar la oxidacion de los homogeneizados procesados
con PBS (Figura 4) (Cold Spring Harbor Protocols, 2009) y con esto obtener una

lectura adecuada de los analitos (Figura 5).



Fig. 4. Homogeneizados de larvas de tercer estadio (96 = 4h) de la cepa WT Canton
S, con 25 - 100 larvas (de izquierda a derecha) procesadas con 1000 pl de PBS.

Fig. 5. Homogeneizados de larvas de tercer estadio (96 + 4h) de la cepa WT Canton
S, con 25 - 100 larvas (de izquierda a derecha) procesadas con 1000 ul de Buffer
A.



Como se observa en las figuras anteriores, el oscurecimiento es notoriamente
superior en los homogeneizados procesados con PBS, por lo que se estandariza el
meétodo de procesamiento con 100 larvas de tercer estadio (96 + 4h) y con 1000 L
de Buffer A, ya que, con ello se logra una correcta maceracion y un oscurecimiento

menor en Mas tiempo transcurrido.

ELABORACION DEL BUFFER A (BA) PARA EL PROCESAMIENTO DE LARVAS DE TERCER
ESTADIO DE LA CEPA WT CANTON S

El buffer utilizado para el procesamiento y homogeneizado de larvas fue: Tris Cl 100
mM (pH 7.5) CalBiochem® CAS 1185-53-1, EDTA 100Mm CalBiochem® CAS
6381-92-6, NaCl 100mM Supelco® CAS 7647-14-5y SDS Millipore® CAS 151-21-
3 en una proporcion del 0.5%. Esta solucion se emplea en el aislamiento de RNA 'y
DNA (Velazquez et al., 2014), y para evitar el oscurecimiento de las muestras se
utilizé EDTA, un agente quelante que capta los iones de Cuz, con esto, se evita el
oscurecimiento de las muestras, lo cual podria dificultar su mediciébn en el

espectrofotometro.

PROCESAMIENTO DE LARVAS DE 3ER ESTADIO PARA LA MEDICION DE TRIGLICERIDOS,
GLUCOSA, ACIDO URICO Y LIPIDOS TOTALES

Para el procesamiento de las larvas sometidas a los distintos tratamientos se
elaboré el Buffer A para Drosophila minipreps (BA), de acuerdo a los procedimientos
citados por Cold Spring Harbor Protocols (2009) con el cual se colocaron 100 larvas
mantenidas con DN en tubos eppendorf, se agregaron 200 ul de BA y maceraron
utilizando un homogenizador eléctrico ISOLAB® modelo D-160, una vez hecho esto
se afor6 a un volumen total de 1000 uL, se mezclaron y centrifugaron a 3500 rpm
durante 10 minutos a 4°C. Transcurrido este lapso se recuper6 el sobrenadante y
se llevaron al laboratorio de analisis clinicos de la Clinica Universitaria de Salud

Integral (CUSI) de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala para su analisis.



RESULTADOS Y DISCUSION

ANALISIS BROMATOLOGICO DEL MEDIO INSTANTANEO CAROLINA Y
ESTANDARIZACION DE LOS MEDIOS COCINADOS

El Medio Instantdneo Carolina (DIM) es un compuesto seco y en hojuelas que ha
sido utilizado como medio de cultivo para los diferentes experimentos en el
Laboratorio de Genética Toxicoldgica. El olor, la consistencia y su composicion se
asemejan al puré de papa comercial (Lisinska y Leszcynski, 1989). En la tabla 2, se
muestran las cantidades porcentuales de los tres tipos de biomoléculas valoradas

en una muestra determinada de DIM obtenidas en el andlisis bromatolégico.

Tabla 2. Andlisis bromatoldgico medio instantaneo carolina

Biomoléculas (%)
Proteinas 4.73
Carbohidratos 94
Lipidos 1.26

Debido a las proporciones de las biomoléculas presentes en la muestra se realizd
una revision bibliografica (Tabla 3) acerca de los diferentes medios de cultivo para
D. melanogaster que se han reportado en la literatura, en esta tabla se enlistan
algunas de las dietas utilizadas por diferentes autores, asi como sus proporciones
nutrimentales; de acuerdo con ese analisis se decidid que el trabajo realizado por
Hemphill y colaboradores (2018) seria la base para la realizacion de los medios
cocinados (DN, DAF y DAG), y modificandola de la siguiente manera: dieta normal
(DN): 2.6% de harina de maiz amarillo, 4% levadura inactiva seca, 4% de agar, 3%
de sacarosa por cada 100 mL de agua corriente. La incubacion de los cultivos se
hizo a una temperatura de 25 + 2 °C con ciclos de luz-oscuridad de 12 h y con una

humedad relativa del 80%.
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Tabla 3. Dietas en las que se emplean medios cocinados segun distintos autores.
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Medio usado

Medio de agar de crema de
trigo.

Medio control contiene 5 %
(w/v) de extracto de levadura
(Becton

Dickinson), 5 % (wh)
sacarosa, 8.6 % harina de
maiz, 0.5 %

(w/v) agar, 0.03 % (v/v) acido
propionico, 0.3 % (viv) 4-
hidroxibenzoato de metilo.

729 harina de maiz
(Porcentaje equivalente en
100 ml: 9.6 %), 10 g levadura
(1.33 %), 72 g dextrosa (9.6
%), 6 g agar (0.8 %), y 40 ml 4-
hidroxibenzoato de etilo (1%),
con 5 ml de lamezcla cocinada
por vial.

Diluciones de harina de maiz
con una mezcla de agua-agar,
en proporciones de 5y 25 %
del alimento original.

fly food

standard yeast
recipe

and rearing conditions.

The ND as control diet, 2.6%
w/v cornmeal,

4% wlv dry inactivated yeast,
0.8% w/v agar, 3% w/v
sucrose, 1.5% v/v Tegosept
(20% wi/v in 70% ethanol),

and 0.3% v/v propionic acid.
The

HFD and HSD were identical
to the ND, except for an
addition of 20%w/v coconut
oil in the HFD, and the use of
20%w/v sucrose instead of
3% in the HSD

Condiciones
incubacion

Temperatura
ambiente.

25 °C bajo un ciclo
de luz-oscuridad de
12 h.

25.0-26.0°C  con
humedad relativa
de 65-75 %.
Temperatura
ambiente.

Incubadora a 25
°C

25 °C bajo un ciclo
de luz-oscuridad de
12
h.

Trabajaron
con

Adultos.

Adultos

Adultos

Tres
embriones
por
tratamiento.

Adultos,
embriones
larvas,
pupas.

3 hembrasy
3 machos por
tratamiento,
machos
retirados tras
24 h.



EMERGENCIA DE IMAGOS CULTIVADOS EN LAS DIFERENTES DIETAS

DIETA NORMAL

La Figura 6 muestra la medianay la dispersion de los datos referentes al porcentaje
de emergencia de los organismos alimentados con la DN. Se observa que la
mediana del porcentaje de emergencia oscila entre el 89 y 92%. Estudios previos
centrados en el metabolismo energético de D. melanogaster suelen utilizar dietas
enriquecidas, afadiendo ingredientes especificos a una dieta no definida, lo que
aumenta la cantidad de organismos que alcanzan a desarrollarse en adultos tras el
proceso de metamorfosis. En los sistemas de los mamiferos, por ejemplo, la
capacidad de comprobar las diversas proporciones de carbohidratos en relacion con
la grasa suele requerir la reduccion de los niveles de un solo ingrediente por debajo
de la cantidad que se encuentra en una dieta "estandar”, manteniendo al mismo
tiempo los niveles estandar de los demas ingredientes (Mair et al., 2005; Solon-Biet
at al., 2014).
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Fig. 6. Grafico que representa el porcentaje de imagos emergidos tras la
alimentacion con DN, cada repeticion comprende el promedio de organismos
emergidos en los cinco tubos de vidrio.



Tras el andlisis de las dietas de la (Tabla 3) se encontré6 que la relacion de la
levadura con respecto a la sacarosa es importante para una esperanza de vida
Optima, ya que al aumentar esta relacion aumenta la fecundidad; en el trabajo actual
se opt6 por una relacion 1:2 entre los dos pardmetros anteriores. Esto fue puesto a
prueba al establecer la relacién entre los gramos de proteina con respecto a los

gramos de carbohidratos. Dicha relacion puede ser leida en el siguiente recuadro:

Dieta Normal: Si tomamos en cuenta que DN tiene 83 g de proteinas, 66.3 g
de carbohidratos y 2.8 g de lipidos podemos establecer una
e 4% Levadura | relacion porcentual por gramo de cada uno de los ingredientes.
e 4% Agar
e 2.6 Harina de Levadura (4 g): 1.6 g Proteina | 1.6 g Carbohidratos

maiz amarillo

e 3g Sacarosa Harina de maiz amarillo (2.6 g): 0.216 g Proteina | 1.724 ¢

Carbohidratos

A diferencia de la DN establecida en el presente trabajo que mantenia cantidades
establecidas de biomoléculas, en estudios con dietas no definidas se ha
comprobado que al aumentar el aporte calérico de la levadura se producen moscas
magras, mientras que cuando se proporciona el mismo numero de calorias, se

aumentan los triacilglicéridos (Skorupa et al., 2008).



DIETA CON ACIDO PALMITICO

La (Figura 7) muestra el porcentaje de organismos emergidos tras la alimentacion
con DAG, al contabilizar las larvas presentes en cada uno de los tubos y
posteriormente contar los imagos emergidos de los mismos se puede apreciar el
efecto téxico del &cido palmitico al disminuir la cantidad de organismos emergidos
y, por lo tanto, de supervivientes. Lo anterior concuerda con lo reportado por
McKechnie y Geer (1992) quienes evaluaron dietas enriquecidas con etanol y acidos
grasos, como el acido miristico, el linoleico y el palmitico, demostrando que estos
altimos disminuyeron el nimero de organismos que alcanzaron el estadio adulto

hasta en 30% con respecto al grupo control.

Driver y Cosopodiotis (1979) evaluaron el efecto de grasas presentes en los
alimentos en el acortamiento de la esperanza de vida de D. melanogaster cepa WT
Canton S, demostrando que la vida media fue significativamente menor que la
obtenida cuando se administro a las moscas un medio control que contenia so6lo un
15% de agar y 4-hidroxibenzoato de metilo. Sin embargo, todas las grasas
comestibles y el acido palmitico acortaron significativamente la esperanza de vida,
descubriendo la toxicidad relativa de las grasas comestibles. Una de las posibles
especulaciones acerca de los efectos de acortamiento de la vida con la DAG fue
gue la completa ausencia de un agente endulzante hacia que la comida fuera
desagradable para las moscas, las que, por lo tanto, comian menos y morian antes

de tiempo como resultado de la inanicion parcial.

Considerando que eso hubiera ocurrido, era posible revertir los efectos de una dieta
alta en grasas haciendo el medio dulce. Asi que se hizo un medio cocinado donde
se combinaba acido palmitico (3.2%) y fructosa (5%) en la misma mezcla, sin
embargo, dicho medio no produjo la emergencia de organismos, debido su

cristalizacion y no permitiendo la ovoposicion.



La cristalizacién observada, asi como la nula ovoposicion habia sido comprobada
por Skorupa y colaboradores (2008), quienes también intentaron endulzar el medio,
afiadiendo glucosa en el mismo, demostrando que, a pesar de la presencia de
glucosa, la dieta de &cido palmitico acorta la vida. De hecho, demostraron que la
cantidad de acortamiento de la vida es proporcional a la concentracion de &cido

palmitico.

Porcentaje Emergencia Total Dieta Alta en Grasa
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Fig. 7. La presencia de larvas en los tubos permitié la contabilizacidon
éstas y, con ello, la determinacion del porcentaje de imagos emergidos
en la DAG.



DIETA CON FRUCTOSA

Uno de los resultados de los experimentos con fructosa fue el retraso del desarrollo
larval y la disminucién del tamafio en los organismos emergidos, aun cuando
Drosophila cominmente ovoposita en frutas en descomposicion, esto coincide con
lo reportado por Walker y colaboradores (2007), quienes mencionan que en muchas
especies, el consumo insuficiente de calorias atrofia el desarrollo y da lugar a

adultos mas pequefios y tiene efectos adversos.

Los animales alimentados con DN se adelantaron en promedio 12 h, mientras que
el exceso de carbohidratos provocé un retraso de 12 h en el desarrollo. Lo anterior
puede ser explicado con base en el trabajo presentado por Palanker y
colaboradores (2011) donde se menciona que altas concentraciones de
carbohidratos, entre ellos fructosa y maltosa conducen a la resistencia de insulina
en Drosophilay con ello la disminucién de tamafio de los organismos respecto a los
controles, que solo incluian agua ademas del medio, tal y como se observé en el
trabajo realizado. Con esto se explica que la deficiencia de crecimiento observada
pudo deberse a la reduccion en el numero de células, producto de la regulacion de
la proliferacion celular regulada por el gen receptor de insulina. Dicho fenotipo ha
sido observado en los sindromes de resistencia a insulina o a receptores IGF-1 en
organismos superiores, lo que sugiere una funcion conservada para esta familia de

genes en la regulaciéon del crecimiento y tamafio corporal (Chen et al.,1996).

En la figura 8 se observa en las medianas una tendencia en la disminucién de
organismos emergidos con respecto a lo observado en las (Figuras 6 y 7). Como se
ha mencionado, una de las observaciones fenotipicas en los organismos tratados
con fructosa fue la disminucion del tamafo de los adultos, asi como el retraso del
desarrollo larvario de Drosophila. Esta disminucion, tanto poblacional como en el
crecimiento ha sido mencionada por Rulifson y colaboradores (2002) quienes
reportaron un retraso en el desarrollo larvario de hasta cinco dias, contra aquellos
alimentados con comida control; De este mismo modo Baker y Thummel (2007)
demostraron la relacion del consumo de carbohidratos desde estadio larval con la
posterior emergencia de los adultos, comprobando que hasta el 6.5% de la masa



corporal se ve reducida. Con la emergencia mostrada en la (Figura 5) y con los
documentos previos realizados (Piper et al., 2005) se demuestra que la ingesta de
carbohidratos influye en la duracion de la vida. Asimismo, en estudios anteriores
que utilizaban medios no definidos a los que se afladian componentes dietéticos
especificos, la variacién de la proporcion entre el azlcar y la levadura tenia efectos

significativos en la esperanza de vida (Skorupa et al., 2008; Bruce et al., 2013).

Porcentaje Emergencia Total Dieta Alta en Fructosa

Numero de Organismos

Emergidos

Fig. 8. El diagrama de cajas refleja la productividad expresada en nimero de

organismos emergidos tras la alimentacion con DAF.

A manera de resumen y para demostrar visualmente las comparaciones de la
emergencia total de organismos entre los distintos medios en la (Figura 9) se
presentan las medianas de los resultados obtenidos en los tres tratamientos
expuestos anteriormente. La concentracidbn de acido palmitico utilizada en el
presente experimento (3.2%) demostro tener efectos semi letales para Drosophila,
comprometiendo su emergencia y ademas, produciendo la menor cantidad de
organismos emergidos. La cristalizacion de la fructosa (5%) presente en la DAF
produjo que no emergieran organismos, de este modo se demuestra su actividad

toxica.
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Fig. 9. Comparacion entre los dos tratamientos (DAG, DAF) contra la DN.

DETERMINACION DEL PESO INDIVIDUAL DE LARVAS

En la (Tabla 4) se muestra la media del peso de las larvas de cada uno de los
tratamientos, observandose que la DN contiene a los individuos con mayor tamafio.
Sang (1962) sefiala que el contenido de proteina es capaz de aumentar la eficiencia
en la reproduccion de D. melanogaster; asimismo Diaz y col. (2008) reportan que
los cultivos con caracteristicas tanto nutritivas, como fisicoquimicas adecuadas
producen larvas cuya masa representa por lo menos el peso minimo tedrico que le
permite realizar la pupacion y metamorfosis. Esto podria explicar que los medios
adicionados con acido palmitico (DAG) y/o fructosa (DAF) impidieron alcanzar este
peso minimo, por lo que se prolonga la etapa de alimentacion y expone a las larvas
a desaparecer por inanicion, contaminacion del lugar donde crece por excretas que
ella misma produce, y/o parasitismo. Del mismo modo, la pupacion puede llegar a
iniciarse, pero por falta de reservas suficientes la transicion pupa-adulto puede no

tener lugar (Godoy-Herrera, 2001).



Tabla 4. Peso en mg de larvas sometidas a los distintos tratamientos, los resultados

corresponden a la media de 50 individuos en peso seco + desviacion estandar.
Peso promedio de larvas de la cepa Oregon R (R)-Flare
DN (mgQ) DAF (mg) DAG (mg)

1.88364+0.07917833 1.53324+0.075798997 1.69786+0.082669632

PROPORCION SEXUAL EN D. MELANOGASTER

Aun cuando el analisis de la proporcion sexual en los organismos bajo los efectos
de los tratamientos hipercaléricos no estaba contemplado en los objetivos del
trabajo realizado, resulto interesante realizarlo, ya que, es una manera indirecta de
poder estimar la calidad del medio analizado. Con la premisa anterior se exponen
las figuras siguientes (figura 10 y figura 11), en ellas se exponen las proporciones
de machos y hembras emergidas en cada uno de los tratamientos, donde se
observa un mayor nimero de hembras sin importar el compuesto quimico. Sin
embargo, el principio de Fisher (1930) establece que la proporcion de sexos en
organismos que se reproducen de manera sexual gira en torno a la proporcion 1:1
cuando la muestra poblacional es grande. Como se observa en ambas figuras el
desplazamiento de dicha proporcion también podria deberse a la competencia por
el apareamiento desde el punto de vista de los progenitores, dado que sus
descendientes machos van a competir entre ellos mismos por las hembras y solo
una parte de ellos podra reproducirse, por lo que resultara mas favorable concentrar
los esfuerzos en producir hembras, de las cuales todas se reproduciran (Carvalho
et al., 1997).



RATIO SEXUAL HEMBRAS VS MACHOS

DAG
Ratio esperado
Repeticion 5
Repeticion 4
Repeticion 3
Repeticion 2
Repeticion 1
0% 20% 40% 60% 80% 100%
Repeticion 1 |Repeticion 2 |Repeticion 3 |Repeticion 4 |Repeticion 5 Ratio
esperado
m Hembras 30 35 24 34 31 30
= Machos 27 25 33 27 22 30

Fig. 10. Emergencia de moscas segun su sexo en los tratamientos con la dieta
DAG.

RATIO SEXUAL HEMBRAS VS MACHOS DAF

Ratio esperado

Repeticion 5
Repeticion 4
Repeticion 3
Repeticion 2
Repeticion 1
0% 20% 40% 60% 80% 100%
Repeticidn 1| Repeticion 2 | Repeticion 3 |Repeticion 4| Repeticion 5 Ratio
esperado
H Hembras 45 26 39 42 43 30
B Machos 16 39 11 14 22 30

Fig. 11. Emergencia de moscas segun su sexo en los tratamientos con la dieta
DAF.



Presumiblemente, la mayor proporcion de hembras con respecto a los machos
emergidos se debe a los sistemas de reparacion presentes en el cromosoma X, los
cuales estan altamente conservados en D. melanogaster (Lopez-Castel, 2003),
dicho organismo es un eucariota donde los sistemas cromosémicos XY se hacen
presentes. De este modo, la presencia de dos cromosomas X en las hembras les
confiere cierta resistencia frente a los dafios producidos por los compuestos

utilizados.

Drosophila es probablemente el Unico organismo con el que in vivo se puede
estudiar la influencia de distintos sistemas de reparacion en la induccion de los
espectros de mutacién, gracias a la reparacibn materna. Se han analizado dos
sistemas de reparacion diferentes: a) el sistema de reparacion por escision de
nucleétido, NER, utilizando una linea mutante mus201, deficiente en el paso de
incision (Boyd et al., 1987); y b) un sistema del que forma parte el locus mus308
implicado en reparacion post-replicativa; Si bien mus308 se relacion6 originalmente
con la reparacién de enlaces cruzados (Boyd et al., 1990), posteriormente se ha
comprobado que mas bien esta relacionado con la reparacion de dafios persistentes
(Aguirrezabalaga et al., 1995). Asimismo, Sasamura Yy colaboradores (2013)
identificaron las enzimas responsables del metabolismo de lipidos en D.
melanogaster cepa OR—(R-flare), siendo éstas serina plamitotransferasa (SPT) y
acetil-CoA carboxilasa (ACC), codificadas por los genes lace y ACC,

respectivamente.



MEDICION DE TRIGLICERIDOS, GLUCOSA, ACIDO URICO Y LIPIDOS TOTALES EN
HOMOGENEIZADOS DE LARVAS DE TERCER ESTADIO (96 + 4H) DE LA CEPA WT
CANTON S

La (Tabla 5) enlista la proporcion en mg de los analitos presentes en las muestras
homogeneizadas, y, como se puede apreciar no son repetibles, por lo que se

continla el proceso para la correcta obtencion y andlisis de las mismas.

Tabla 5. Triglicéridos, glucosa, acido urico y lipidos totales presentes en
homogeneizados de larvas de tercer estadio (96 + 4h) de la cepa WT Canton
S.

Tabla 4. Analitos presentes en homogeneizados de larvas de la cepa WT Canton S

MUESTRA GLUCOSA TRIGLICERIDOS ACIDO URICO
(mg%) TOTALES (mg%) (mg%)
DN 18 349 2.7
DN 16 142 2.1
DAG 75 149 3.7
DAG 26 100 0-9
DAF 53 83 0.9
DAF 56 108 2




CONCLUSIONES

El analisis bromatologico del DIM no demostrd diferencias nutrimentales con otros
purés de papa comerciales, por lo que se pueden continuar utilizando las hojuelas
de puré de papas comerciales adicionado con levadura seca como medio de
mantenimiento y propagacion de las moscas en el laboratorio de Genética

Toxicologica y el DIM para experimentos como SMART.

Se estandarizaron los medios cocinados DN, DAG y DAF que seran utilizados en
los experimentos relacionados con el proyecto titulado “Analisis transcriptomico de
dos cepas de D. melanogaster expuestas a dos dietas hipercaldricas ricas en acido
palmitico y/o fructosa” cuya clave es es SGAPA-PAPIIT-IN227619.realizados en
Laboratorio De Genética Toxicologica y el Laboratorio de Inmunologia de la

Facultad de Estudios Superiores Iztacala de la UNAM.

El ensayo de porcentaje de emergencia demostro que las proporciones de fructosa
y acido palmitico en DAF y DAG, respectivamente deben ser modificadas para

permitir la emergencia de un mayor nimero de organismos.

Los resultados obtenidos en el analisis de los homogeneizados de larvas de la cepa
WT Canton S no fueron consistentes, ni repetibles las mediciones realizadas, por lo
que se continuara el desarrollo de una técnica reproducible y fiable para el registro

constante de los analitos.
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