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RESUMEN  

 

El zinc es uno de los metales de importancia biológica ya que participa como 

cofactor en la actividad enzimática o en el plegamiento y estabilidad estructural 

de una gran variedad de proteínas involucradas en procesos como la 

transcripción del ADN, la secreción celular y la remodelación de la matriz 

extracelular, entre otros. Los animales contienen sistemas para regular la 

concentración de los metales a nivel fisiológico para incrementar la absorción 

de los mismos cuando son necesitados, evitando a la vez su acumulación que 

puede causar daño tisular. Sin embargo, hasta la fecha se desconoce cómo 

se da la regulación sistémica en el caso de zinc. En este trabajo mostré que 

Drosophila melanogaster almacena zinc en organelos relacionados a los 

lisosomas (LROs) presentes en las células primarias de los túbulos 

Malpighianos, el principal órgano excretor del insecto. Adicionalmente, estos 

organelos de almacenamiento de zinc están regulados por los genes que 

participan en la formación de los LROs, pero sorprendentemente también por 

intermediarios en la ruta de degradación del triptófano, conocida también como 

la ruta de las quinureninas. La demostración que el triptófano dietético está 

participando en la homeostasis del zinc sugiere que la vía de las quinureninas 

forma parte del sistema regulatorio de zinc en los insectos. En esta tesis 

demostré el sitio subcelular, celular y tisular de los almacenes de zinc en un 

animal completo e identifiqué una vía metabólica que regula la cantidad de 

zinc que se almacena. 
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ABSTRACT  

 

Zinc is one of the biologically important metals, participating as an 

indispensable cofactor for enzymatic activity or for the folding and structural 

stability of a large variety of proteins. Examples of cellular processes where 

these proteins participate include DNA transcription, protein secretion and 

extracellular matrix reorganization, amongst others. Animals have systems to 

regulate the concentration of metals at the physiological level, so as to increase 

their absorption when they are needed, avoiding at the same time their over-

accumulation, which can cause tissue damage. Up to date, however, it remains 

unclear how systemic regulation of zinc operates in animals. In this thesis, I 

showed that Drosophila melanogaster stores zinc in lysosome-related 

organelles (LROs), which are present in primary Malpighian tubule cells. 

Malpighian tubules are the main excretory organ of insects. Furthermore, these 

zinc storage granules are regulated by genes that are involved in LRO 

biogenesis. Surprisingly, they are also regulated by intermediate metabolites 

in the tryptophan degradation pathway, also known as the kynurenine pathway. 

The demonstration that dietary tryptophan participates in zinc homeostasis 

suggests that the kynurenine pathway forms part of the zinc regulatory system, 

in insects. In this thesis, I identified the subcellular, cellular and tissue 

localization of stored zinc in an entire animal and showed a metabolic pathway 

that regulates the quantity of zinc being stored. 
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INTRODUCCIÓN  

Desde mediados del siglo pasado la mosca de la fruta, Drosophila 

melanogaster, comenzó a formar parte de múltiples estudios científicos que se 

han desarrollado alrededor del mundo. En ese entonces, e inspirado en las 

recién re-descubiertas leyes de la herencia de Gregor Mendel, Thomas Hunt 

Morgan fue uno de los primeros genetistas en utilizar a D. melanogaster como 

modelo de estudio. Años más tarde, Morgan obtendría el premio Nobel de 

Fisiología por sus descubrimientos sobre el papel que juegan los cromosomas 

en la herencia (Thomas H. Morgan - Facts - NobelPrize.Org, 2020), dando 

lugar a nuevos caminos en el estudio de la genética y permitiendo que un total 

de seis premios Nobel hayan sido otorgados por investigaciones realizadas en 

la mosca de la fruta (Why Fly? | Droso4schools, n.d.).  

 

 

La mosca mutante white 

Una de las aportaciones de Morgan fue el descubrimiento de la mosca mutante 

white, llamada así por el color blanco de sus ojos. Éste hallazgo llevó a Morgan 

a demostrar que los genes eran objetos físicos relacionados a los cromosomas 

y no sólo construcciones teóricas que explicaban los patrones de la herencia 

(Morgan, 1910).  

 

La mosca mutante white, junto con la mosca mutante rosy, fueron de los 

primeros organismos en ser utilizados en los laboratorios para comprender la 

transferencia de genes mediada por elementos P, que son secuencias de ADN 

con un tamaño que oscila entre las 0.5 y las 2.9 kb (Hazelrigg et al., 1984; 

Rubin & Spradling, 1982), sin embargo, la mosca mutante rosy sería menos 

usada debido a que su expresión dependía del sitio donde había sido insertada 

la secuencia de ADN (Hazelrigg et al., 1984). Abriendo paso a un sinfín de 

investigaciones donde la mosca mutante white sería utilizada como control 

experimental. Actualmente, la mayoría de los laboratorios que usan a D. 

melanogaster como modelo de estudio continúan empleando a la mosca 
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mutante white como control experimental sin tomar en cuenta las implicaciones 

que dicha mutación puede acarrear en los resultados experimentales. Hasta 

la fecha se desconocen todas las repercusiones que la mutación puede causar 

por lo que cualquier estudio que se encargue de analizar el fenotipo causado 

en la mosca será muy relevante para re-pensar las investigaciones ya 

realizadas. 

  

La mosca mutante white adquiere el fenotipo de ojo blanco debido a una 

mutación en el gen white ubicado en el cromosoma X (O’Hare et al., 1984). 

Este gen está altamente expresado en tres tejidos de la mosca: los túbulos 

Malpighianos, el cuerpo graso y los ojos de la mosca (FlyBase Gene Report: 

Dmel\w, 2020). Se ha demostrado que la proteína codificada por el gen white 

actúa junto con las proteínas codificadas por los genes brown y scarlet, 

quienes se expresan ampliamente en los mismos tejidos, con la peculiaridad 

de que, en los túbulos Malpighianos, lo hacen según la etapa del desarrollo: 

brown se expresa más en el estadio larvario mientras que scarlet lo hace más 

en la etapa adulta (FlyBase Gene Report: Dmel\bw, 2020; FlyBase Gene 

Report: Dmel\v, 2020) (Fig. 1).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 1. Expresión de los genes white, brown y scarlet en tejidos de D. melanogaster. En 
el estadio larvario la expresión de los genes white y brown en los túbulos Malpighianos es 
similar, mientras que en la etapa adulta la expresión del gen scarlet es similar a la del gen 
white.  
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Transportadores ABCG2 en D. melanogaster  

Los genes white, scarlet y brown codifican bombas de tipo ABC (Con Casete 

de unión al ATP) denominadas ABCG2, las cuales movilizan sustratos de un 

lado a otro de la membrana lipídica mediante la hidrólisis del ATP (Mount, 

1987). Las tres proteínas son homólogas entre sí y forman los dímeros 

necesarios para el transporte y la síntesis de los pigmentos en el ojo de la 

mosca. El dímero white-scarlet participa en la síntesis de los omocromos 

(pigmentos cafés) transportando su precursor inmediato, la 3-

hidroxiquinurenina, sintetizado a partir del triptófano y el dímero white-brown 

permite la síntesis de las drosopterinas (pigmentos rojos) transportando a 6-

piruvoiltetrahidropterina, a partir del GTP (Dreesen et al., 1988; Mackenzie et 

al., 2000) (Fig. 2). Cabe subrayar que la expresión de los tres genes en los 

túbulos Malpighianos es mayor que en los ojos de la mosca, en contra de lo 

que sugiere su participación en la formación de los pigmentos de los ojos 

(FlyBase Gene Report: Dmel\bw, 2020; FlyBase Gene Report: Dmel\v, 2020; 

FlyBase Gene Report: Dmel\w, 2020) (Fig. 1).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2. Ruta de biosíntesis de los pigmentos de los ojos de D. melanogaster. Los 
pigmentos oculares son la combinación de los omocromos y drosopterinas derivados del 
triptófano y GTP, respectivamente. En letras rojas se mencionan los nombres de los genes en 
D. melanogaster que codifican para las enzimas denominadas con letras negras oscuras. BH4: 
tetrahidrobiopterina (cofactor de varios enzimas).  
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Las bombas ABC están conservados evolutivamente y han sido estudiadas 

por su implicación en la resistencia celular a los fármacos (Dean et al., 2001). 

Cuentan con cuatro dominios proteicos, dos de ellos están embebidos en la 

membrana lipídica formando el poro a través del cual serán transportados los 

sustratos y los otros dos están asociados fuera de la membrana haciendo la 

función de ATPasas (Taylor et al., 2017) (Fig. 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Deficiencia en zinc ligada al cromosoma X  

Como se verá más adelante en este estudio, mutaciones en los genes white y 

carmine causan un déficit de zinc en las moscas (Tejeda-Guzmán et al., 2018).  

Se llegó a esta conclusión debido a que en el grupo de trabajo del Dr. Fanis 

Missirlis se encontró que una mutación ligada al cromosoma X era causante 

de una reducción en la concentración total de zinc en varias cepas de D. 

melanogaster (Afshar et al., 2013). Para identificar al gen implicado en el déficit 

del zinc realizaron un mapeo genético del cromosoma X. Utilizaron una mosca 

con baja concentración de zinc mutante en los genes, carmine, miniature, 

Fig. 3. Estructura de la ATPasa ABCG2 humana. (a) Diagrama de listones de la ABCG2, 
cada una de las subunidades se muestra en colores diferentes. (b) Topología de los dominios 
transmembranales, los residuos de cisteína se encuentran formando puentes disulfuro inter e 
intramoleculares. Modificado de Taylor et al., 2017. 
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scalloped, unpaired y la cruzaron con la mosca silvestre Tan3 (normal zinc), 

con el objetivo de separar cada uno de los genes mutados e identificar con 

cuál de ellos se asocia la disminución en la concentración de zinc. Obtuvieron 

que un gen muy cercano a la mutación en el gen carmine estaba implicado en 

el déficit de zinc. Para identificar con mayor exactitud al gen responsable 

emplearon a una nueva mosca mutante en los genes white, crossveinless, tan 

ubicados a la izquierda del gen carmine. De este nuevo rastreo obtuvieron que 

un gen muy cercano a la mutación en el gen white también estaba implicado 

en la disminución de zinc. Por lo tanto, del estudio concluyeron que en dos loci 

del cromosoma X cercanos a los genes white y carmine se ubicaban 

mutaciones que generaban déficit de zinc (Fig. 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4. Estrategia utilizada para localizar la mutación ligada al déficit de zinc. En verde 
se representa el cromosoma X de la mosca silvestre Tan3 y en naranja se representa el 
cromosoma X de las moscas mutantes con baja concentración de zinc. En la línea recta se 
representa el locus aproximado de cada uno de los genes implicados en el mapeo de las 
mutaciones relacionadas con la deficiencia de zinc. De las hembras heterocigotas mostradas 
en la figura salen machos recombinantes que separan los fenotipos de los marcadores, 
mismos que se analizaron por su contenido en zinc (Tejeda-Guzmán et al., 2018).  
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Complejo AP-3 

El gen carmine codifica para la subunidad 3 del complejo AP-3 (por sus siglas 

en inglés, Adaptor Protein 3) (Mullins et al., 1999). Este complejo es un 

heterotetrámero compuesto por 4 subunidades, 3 (Kretzschmar et al., 2000), 

 (Ooi et al., 1997), 3, y 3 (Mullins et al., 2000) (Fig. 5) que recubren a 

vesículas u organelos mediando el transporte de proteínas de membrana entre 

compartimentos celulares como el Golgi, los endosomas y los organelos 

relacionados a los lisosomas o LROs (por sus siglas en inglés, Lysosome-

related organelles) (Nakatsu & Ohno, 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5. Interacciones moleculares del complejo AP-3. Las interacciones moleculares con 
AP-3 en donde se conoce la subunidad de interacción se indican con líneas continuas mientras 
que aquellas donde se desconoce la subunidad de interacción se indican con una línea 
discontinua. Modificado de Newell-Liwa et al. 2007.  
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D. melanogaster cuenta con genes homólogos para las cuatro subunidades 

del complejo AP-3 y, al igual que la mosca mutante white, las moscas mutantes 

en dichos genes reciben su nombre de acuerdo al fenotipo que adquieren los 

ojos de la mosca, así entonces las moscas mutantes en las subunidades 3, 

, 3 y 3 reciben los nombres de ruby, garnet, carmine y orange 

respectivamente (Tabla 1).  

 

Tabla 1. Función de las subunidades del complejo AP-3. 

Subunidad Drosophila Función Referencias 

3 ruby 
Recluta a la clatrina a través de la 

secuencia de unión a clatrina:  
L(L, I)(D, E, N)(L, F)(D, E)  

(Dell’Angelic
a et al., 
1998) 

 garnet 

Media la fusión de la vesícula u 
organelo con la membrana del 
organelo blanco a través de la 

subunidad Vps41 del complejo HOPSa 

(Balderhaar 
& 

Ungermann, 
2013) 

3 carmine 

Reconoce a las proteínas carga a 
través de motivos basados en 

residuos de di-leucina [DE]XXXL[LI] 
(donde X puede ser cualquier 

aminoácido) o de tirosina YXX 

(donde  representa a un aminoácido 
con la cadena lateral hidrófoba) 

(Bonifacino 
& Traub, 

2003) 

3 orange Estabiliza el complejo AP-3b 
(Collins et 
al., 2002) 

a Descrito en levadura.  
b Descrito para el complejo AP-2 y extrapolado al complejo AP-3. 

 

Estas mutantes fueron de las primeras moscas en ser estudiadas (Beadle & 

Ephrussi, 1936) y, por tal razón, se conocen ampliamente los detalles del 

fenotipo de sus ojos. Uno de estos detalles es la disminución de la cantidad de 

gránulos pigmentarios en las células primarias y secundarías de los omatidios, 

la unidad fundamental del ojo de D. melanogaster, en comparación con las 

moscas silvestres (Fig. 6), que resulta en la reducción de los omocromos y las 

drosopterinas (Ferré et al., 1986), sugiriendo que el complejo AP-3 es crítico 
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para la formación de los gránulos pigmentarios (Kretzschmar et al., 2000; 

Mullins et al., 1999, 2000; Ooi et al., 1997).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Organelos Relacionados a los Lisosomas  

Cabe resaltar que los gránulos pigmentarios forman parte de los LROs, 

nombrados así por la presencia de proteínas lisosomales asociadas a la 

membrana y la reactividad a colorantes específicos para lisosomas como el 

LysoTracker (Hersh et al., 2002). Dentro de los LROs podemos encontrar a los 

melanosomas, a los gránulos líticos, a los compartimentos del MHC clase II, a 

los gránulos densos de plaquetas, a los gránulos basófilos, a los gránulos 

azurofílicos,  las vesículas pre-sinápticas, a los gránulos de insulina y a los 

gránulos pigmentarios de D. melanogaster (Fig. 7). Estos organelos difieren 

Rh 
P

G 

Silvestre Mutante 3 

Rh 

PG 

Silvestre Mutante 3 

Silvestre Mutante  

Rh 

PG 

Silvestre Mutante 3 

Fig. 6. Consecuencias de las mutaciones en las subunidades del complejo AP-3 de D. 
melanogaster. Micrografías de cortes transversales de los ojos de moscas silvestres y 
mutantes en las subunidades del complejo AP-3. En los cortes de las moscas mutantes se 
observa la disminución en la cantidad de gránulos pigmentarios. Los gránulos están indicados 
por las flechas. PG: gránulos pigmentarios, Rh: rabdomeros. Imágenes tomadas de las 
referencias listadas en la Tabla 1.  
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entre sí por sus componentes tejido-específicos lo que los hace responsables 

de su función especializada (Dell’Angelica et al., 2000).  
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Fig. 7. Tipos de organelos relacionados a los lisosomas. Micrografías electrónicas de 
organelos relacionados a los lisosomas en organismos eucariotas. (A) Melanosomas en 
células epiteliales pigmentadas de la retina de ratón. La punta de flecha apunta a un 

melanosoma individual. n: núcleo. Barra, 1 m. (B) Gránulos pigmentarios en una sección 
longitudinal del ojo de D. melanogaster. La punta de flecha apunta a un gránulo pigmentario 

individual. Barra, 1 m.  (C) Gránulo lítico en una célula T citotóxica marcada para LAMP-1 
(partículas pequeñas de oro) y para granzima B (partículas grandes de oro). Barra, 100 nm. 
(D) Compartimento MHC de clase II (MIIC) multilaminar (tipo 6) en un linfoblasto B humano. 
La imagen muestra un etiquetado doble para LAMP-1 (pequeñas partículas de oro) y para el 
MHC de clase II (partículas grandes de oro). Barra, 100 nm. (E) Plaqueta con gránulos 

electrodensos. La punta de flecha apunta a un gránulo individual. Barra, 2 m. (F) Micrografía 
electrónica de un botón sináptico en el stratum lucidum del CA3 del hipocampo de un ratón 

silvestre. La punta de la flecha indica una sinapsis. Barra, 0.5 m (G) Micrografía electrónica 

de los gránulos de insulina en células  pancreáticas de un ratón silvestre. Barra, 0.5 m. 
Modificado de Dell’Angelica et al., 2000. 
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Complejos involucrados en la biogénesis de los LROs 

Adicional al complejo AP-3, otros complejos proteicos intervienen en cada una 

de las etapas del tráfico vesicular que va desde la formación vesicular, el 

transporte de la vesícula, el anclaje de ésta a la membrana blanco hasta la 

fusión de ambas membranas. Dichos complejos son la Rab32 y su GEF, los 

complejos de la biogénesis de organelos relacionados a lisosomas (BLOC, por 

sus siglas en inglés, Biogenesis of Lysosome-related Organelles Complex) y 

el complejo de fusión homotípica y clasificación proteica (HOPS, por sus siglas 

en inglés, Homotypic Fusion and Protein Sorting) (Dell’Angelica et al., 2000).  

 

Las proteínas Rab pertenecen a la familia de las pequeñas GTPasas tipo Ras 

y garantizan que las proteínas de la carga lleguen a su destino correcto. Estas 

proteínas se pueden presentar en dos estados característicos: activo e 

inactivo. En su estado inactivo tienen unida una molécula de GDP y en su 

estado activo otra de GTP. El intercambio de GDP por GTP lo realiza una 

enzima llamada factor de intercambio del nucleótido de guanosina (GEF, por 

sus siglas en inglés, Guanine nucleotide Exchange Factor), mientras que para 

pasar al estado inactivo la proteína de activación de la actividad GTPasa (GAP, 

por sus siglas en inglés, GTPase-Activating Protein) promueve la 

desfosforilación del GTP por la misma Rab. En su estado activo las proteínas 

Rab se unen a proteínas o complejos proteicos llamados efectores que 

permiten el anclaje de las vesículas a su membrana blanco (Hutagalung & 

Novick, 2011). Hasta la fecha se han identificado 33 genes que codifican para 

proteínas Rab en D. melanogaster donde la mayoría de las proteínas Rab 

tienen su contraparte en vertebrados (Zhang et al., 2007). Se sabe que en 

mamíferos las proteínas Rab32 y Rab38 cooperan para sintetizar los LROs 

(Bultema & Di Pietro, 2013), mientras que D. melanogaster cuenta con su 

proteína homóloga conocida como lightoid, ltd, la cual codifica para la proteína 

Rab32 (Ma et al., 2004). Recientemente se mostró que estás proteínas re-

direccionan a los complejos AP-1, AP-3 y BLOC-2 a los melanosomas en los 

melanocitos (Bultema et al., 2012) (Fig. 8).  
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Los complejos BLOCs son tres complejos multiprotéicos que participan en la 

biogénesis de los LROs. El complejo BLOC-1 está integrado por ocho 

subunidades (dysbindin, pallidin, muted, capuccino, snapin, BLOS1, BLOS2 y 

BLOS3), el complejo BLOC-2 por tres (HPS3, HPS5 y HPS6) y el complejo 

BLOC-3 por dos (HPS1 y HPS4) (Dell’Angelica, 2004). Se sabe que BLOC-1 

y BLOC-2 se localizan en los endosomas tempranos y facilitan el tráfico de 

Fig.  8. Tráfico de proteínas a los melanosomas. Los complejos AP-1 y AP-3 concentran 
proteínas integrales de membrana como la OCA2 (barras azules), la TYRP1 (barras rosas) y 
la TYR (barras doradas) en los endosomas tempranos. AP-1 se acopla a la quinesina KIF13A 
orientada hacia el extremo positivo del microtúbulo para establecer túbulos que surjan de 
endosomas y se fusionen con la membrana de los melanosomas cercanos. AP-1 y AP-3 
dirigen a las proteínas OCA2 y TYRP1 en esta vía. BLOC-1 participaría en esta vía al 
comienzo del flujo de las proteínas carga a través de los túbulos. BLOC-2 y RAB38 actúan río 
abajo, especificando la orientación de los túbulos a los melanosomas. La interacción de las 
proteínas carga en los túbulos con AP-1 o AP-3 podría ser necesaria para la entrega eficiente 
de las proteínas desde los túbulos al melanosoma. Es posible que AP-3 también funcione 
desde un dominio distinto dirigiendo el tráfico vesicular de TYR independiente de BLOC-1. 
RAB38 y quizás BLOC-2 estarían facilitando el direccionamiento vesicular en esta vía. OCA2: 
albinismo oculocutáneo tipo 2, TYRP1: proteína 1 relacionada con la tirosinasa, TYR: 
tirosinasa. Modificado de Sitaram & Marks, 2012.  
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proteínas a los melanosomas en los melanocitos. Adicionalmente, se demostró 

que estos dos complejos interactúan física y funcionalmente con AP-3 

facilitando el tráfico de proteínas (Di Pietro et al., 2006). Por su parte, se ha 

propuesto que BLOC-3 está involucrado en la regulación del tráfico de 

proteínas y/o en la dinámica de los organelos de varios tipos celulares aunque 

la función molecular precisa de los complejos aún se desconoce (Nazarian et 

al., 2003).  

 

El complejo HOPS está conservado evolutivamente y se forma de seis 

subunidades (Balderhaar & Ungermann, 2013) (Fig. 9) e interactúa con 

proteínas Rab y la receptora de adhesión del factor sensible a N-etilmaleimida 

(SNARE, por sus siglas en inglés, Soluble NSF Attachment Protein Receptor) 

para la fusión de membranas (Bonifacino & Glick, 2004).  

 

El complejo HOPS es un efector de las Rab GTPasas y funciona como 

complejo de unión promoviendo el ensamblaje y la selectividad del complejo 

SNARE (Wickner, 2010). El complejo HOPS de Saccharomyces cerevisiae 

facilita el acoplamiento de vesículas recubiertas de AP-3 con la vacuola 

(Angers & Merz, 2009), sin embargo, aún no está claro cómo funciona este 

complejo durante la biogénesis del melanosoma. La homología con S. 

cerevisiae sugiere que el complejo HOPS de mamíferos podría regular la 

fusión membranal dependiente de AP-3 con los melanosomas (Sitaram & 

Marks, 2012). 

 

El complejo HOPS se forma de seis subunidades de la proteína de la 

clasificación proteica (Vps, por sus siglas en inglés, Vacuolar protein sorting): 

Vps11, Vps16, Vps18, Vps33, Vps39 y Vps41; cuatro de ellas forman el 

llamado núcleo de clase C (Class C Core, Vps11, Vps16, Vps18 y Vps33) que 

también están presentes en el núcleo de clase C del agrupamiento 

vacuola/endosoma (CORVET, por sus siglas en inglés, class C core 

vacuole/endosome tethering) (Balderhaar & Ungermann, 2013). El complejo 
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HOPS se une a proteínas del citoesqueleto como actina, tubulina y hook 

(Richardson et al., 2004), componentes de la maquinaria de autofagia (Liang 

et al., 2008), el complejo AP-3(Zlatic et al., 2011) y la GTPasa Arl8, involucrada 

en la movilidad lisosomal (Garg et al., 2011) (Fig. 9).     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Así entonces, estos complejos participan en la biogénesis de los LROs y 

algunas de sus mutaciones impiden la biogénesis de los LROs provocando 

enfermedades hereditarias. Las cepas murinas, mocha y pearl, con 

Fig.  9. Complejo HOPS. Estructura tridimensional del complejo HOPS obtenida por 
microscopia electrónica de tinción negativa (Bröcker et al., 2012). Se ilustra la posición y las 
interacciones de las subunidades del complejo. UVRAG: gene asociado a la resistencia a la 
radiación UV (por sus siglas en inglés, UV-Irradiation-resistance-associated gene); MCV: virus 
del polioma de Merkel (por sus siglas en inglés, Merkel cell polyomavirus);  1Zlatic et al., 2011; 
2Angers & Merz, 2009; 3Garg et al., 2011; 4Richardson et al., 2004; 5Xu et al., 2008; 6Liang et 
al., 2008. Modificado de Balderhaar & Ungermann, 2013.  
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mutaciones en las subunidades  y 3A del complejo AP-3, respectivamente, 

tienen melanocitos y otros LROs anormales (Kantheti et al., 1998; Zhen et al., 

1999). Además, el ratón mocha, un modelo murino para el síndrome de 

Hermansky-Pudlak (HPS, por sus siglas en inglés), tiene deficiencias 

neurológicas asociadas con la disminución de la cantidad de transportador 

ZnT-3 en las vesículas pre-sinápticas, que normalmente contienen zinc y 

glutamato (Kantheti et al., 1998). 

 

 

Síndrome de Hermansky-Pudlak  

El HPS es una enfermedad autosómica recesiva cuyo curso se manifiesta por 

sangrados prolongados debidos a defectos en la agregación plaquetaria a 

consecuencia de la ausencia de los gránulos densos de las plaquetas. Así 

mismo se observa pérdida de color en los ojos y en la piel o albinismo, derivado 

del daño en la formación de los melanosomas. Hasta la fecha, en los humanos, 

se han identificado al menos diez variantes del HPS asociada con los 

complejos involucrados en la biogénesis de los LROs (Huizing et al., 2020). 

Este síndrome pone en evidencia la importancia de los LROs para la fisiología 

humana. En el ratón pearl se produce la variante 2 del HSP (HPS-2) (Feng et 

al., 1999), una mutación en la disbindina de BLOC-1 genera la variante 7 del 

HPS (Li et al., 2003) y mutaciones en cualquiera de las subunidades de BLOC-

2 y BLOC-3 generan el resto de las variantes del HPS (Wei, 2006). 

 

 

Transportadores de zinc  

El transporte de zinc a través de las membranas lipídicas de los organismos 

eucariontes está mediado por dos familias de proteínas transmembranales 

conservadas evolutivamente (Gaither & Eide, 2001): los transportadores ZIP 

semejantes a las proteínas Zrt y Irt (por su nombre en inglés, Zrt and Irt like 

Proteins) y los transportadores de ZnT (por sus siglas en inglés, Zinc 

Transporters). Los ZIPs transportan zinc del medio al citosol y los ZnT en 
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dirección opuesta o del citosol hacia el lumen de los organelos (T. Kambe et 

al., 2004).  

 

Los transportadores de zinc están conservados evolutivamente (Lye et al., 

2012) (Fig. 10 y 11), por ejemplo, los transportadores ZnT2, ZnT3, ZnT4 y 

ZnT8 de humano tienen alta similitud con los transportadores ZnT33D, 

ZnT35C y ZnT41F de D. melanogaster (Lye et al., 2012) (Fig. 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  10. Comparación entre las secuencias de aminoácidos de los transportadores ZnT 
de D. melanogaster, humanos y levaduras. El árbol fue generado usando el software de 
alineación de secuencias MUSCLE. Las barras de escala representan sustituciones de 
aminoácidos. Los valores de Bootstrap se incluyen en los nodos. Los números de acceso se 
muestran para cada secuencia de proteína. Las proteínas que muestran homología se 
agrupan en clados. Tomados de Lye et al., 2012.  
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El transportador ZnT3 es responsable del almacenamiento de zinc dentro de 

las vesículas pre-sinápticas de las neuronas glutamatérgicas del hipocampo, 

tanto en la región del giro dentado, stratum lucida de la región CA3 como en 

las células piramidales de las regiones CA1 y CA3 (Cole et al., 1999) (Fig. 12).  

 

 

 

 

Fig.  11. Comparación entre las secuencias de aminoácidos de los transportadores Zip 
de D. melanogaster, humanos y levaduras. El árbol fue generado usando el software de 
alineación de secuencias MUSCLE. Las barras de escala representan sustituciones de 
aminoácidos. Los valores de Bootstrap se incluyen en los nodos. Los números de acceso se 
muestran para cada secuencia de proteína. Las proteínas que muestran homología se 
agrupan en clados. Tomado de Lye et al., 2012.  
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En los ratones ZnT3-/- no se detecta histoquímicamente zinc en las fibras 

musgosas, evidenciando que este transportador es responsable del 

almacenamiento de zinc dentro de las vesículas (Cole et al., 1999). En estos 

ratones, el zinc total fue reducido en aproximadamente un 20% en la corteza 

y el hipocampo mientras que en el ZnT3+/- fue de solo un 10% (Cole et al., 

1999). La pérdida del transportador abate completamente el zinc en los axones 

de las fibras musgosas, el aparato de Golgi y la región perinuclear de las 

neuronas que secretan zinc, donde el transportador normalmente decora las 

vesículas emergentes (Linkous et al., 2008).  

 

A pesar de la disminución en el nivel de zinc en las diferentes áreas del 

cerebro, el ratón ZnT3-/- solo disminuye levemente su aprendizaje espacial y 

función sensomotora (Cole et al., 2001). Estudios más recientes han 

demostrado cambios en el comportamiento de los ratones en funciones más 

complejas como la disminución de la recuperación del estrés psicológico 

(McAllister et al., 2018) y la actividad sináptica (estudios revisados por Krall et 

al., 2021). 

 

A B C 

ZnT3 +/+ ZnT3 +/- ZnT3 -/- 

Fig.  12. Expresión del transportador ZnT3 en el hipocampo. Inmunohistoquímica de ZnT3 
en el hipocampo de ratones ZnT3+/+ (A), ZnT3+/- (B) y ZnT3-/- (C). Comparado con el hipocampo 
de ZnT3+/+ (A), la inmunoreactividad de ZnT3 disminuyó en varias áreas del hipocampo de 
ZnT3+/- (B), mientras que en ZnT3-/- (C) fue indetectable. H: hipocampo; DG: giro dentado; h: 
hilus; luc: stratum lucidum; or: stratum oriens; rad: stratum radiatum; ml: capa molecular. 
Modificado de Cole et al., 1999.  
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El transportador ZnT8 media la acumulación del zinc en los gránulos de 

insulina (Davidson et al., 2014), se expresa en el epitelio pigmentario retinal 

(Leung et al., 2008), adipocitos (Smidt et al., 2007), linfocitos (Overbeck et al., 

2008) y páncreas de humanos, sobre todo en las células  de los islotes de 

Langerhans (Eizirik et al., 2012). Cabe señalar que, además de la expresión 

del transportador ZnT8 en las células , también se expresan ZnT1, ZnT2, 

ZnT4-9 (Eizirik et al., 2012). Todos estos ZnTs son homólogos en secuencia y 

median la absorción de zinc en lisosomas convencionales y de secreción, en 

vesículas pre-sinápticas, en endosomas y en los gránulos de insulina, según 

el caso (Taiho Kambe, 2011).  

 

Se ha encontrado un enhancer en el segundo intrón del gen del transportador 

de zinc Slc30a8 de ratón y humanos, al que se une el factor de transcripción 

Pdx1 (por su nombre en inglés, Pancreatic duodenal homeobox-1) (Pound et 

al., 2011) implicado en el desarrollo y diferenciación del páncreas y en la 

regulación de la función de las células  (Wolpin et al., 2014). Se ha observado 

que la depleción de zinc, glucosa y citocinas disminuye la expresión del gen 

Slc30a8 en líneas celulares derivadas de islotes de ratones y ratas (Egefjord 

et al., 2009; Smidt et al., 2009) y que la deleción sistémica (Nicolson et al., 

2009; Pound et al., 2009) y tejido-específica (Tamaki et al., 2013; Wijesekara 

et al., 2010) del transportador ZnT8 no causa cambios en el nivel de insulina 

de los islotes, así como tampoco se ve afectado el tamaño y número de éstos. 

Se ha observado una reducción en el número total de gránulos y un aumento 

en el número de gránulos vacíos y atípicos (en forma de varilla) así como la 

disminución en el contenido de zinc en los islotes (Nicolson et al., 2009; Pound 

et al., 2009; Tamaki et al., 2013; Wijesekara et al., 2010).  

 

 

El transportador ZnT35C de D. melanogaster 

El transportador ZnT35C es importante en la desintoxicación del zinc 

(Yepiskoposyan et al., 2006), se expresa mayoritariamente en los túbulos 
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Malpighianos, es inducible por zinc y se regula por el factor de transcripción 

de metales-1 (MTF-1, por sus siglas en inglés, Metal Transcription Factor 1), 

un regulador de la homeostasis y la desintoxicación de metales en eucariotas 

(Yepiskoposyan et al., 2006; Yin et al., 2017). ZnT35C se localiza en la 

membrana plasmática de los túbulos Malpighianos a concentraciones 

normales de zinc y su expresión se induce por concentraciones elevadas de 

zinc (Yepiskoposyan et al., 2006). El silenciamiento del transportador provoca 

hipersensibilidad a la sobre carga de zinc mientras que su sobreexpresión 

confiere resistencia al zinc y rescata parcialmente la sensibilidad al zinc de las 

moscas knockout para el MTF-1. Debido a estos fenotipos, se ha propuesto 

que el ZnT35C es el principal exportador de zinc celular en los túbulos 

Malpighianos (Yepiskoposyan et al., 2006).  

 

 

Los túbulos Malpighianos de D. melanogaster  

Hasta el momento se había estado mencionando a los túbulos Malpighianos, 

sin embargo, no se había hablado de ellos. Los túbulos Malpighianos de D. 

melanogaster consisten de dos pares de tubos epiteliales que nacen del 

intestino grueso durante la embriogénesis. Estos se encuentran distribuidos 

en direcciones opuestas, los más largos o túbulos anteriores, se orientan hacia 

la cabeza de la mosca, mientras que los túbulos más cortos o túbulos 

posteriores, se unen a la parte final del intestino grueso (Jung et al., 2005) (Fig. 

13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Túbulos 
anteriores 

Túbulos 
posteriores 

Intestin
o 

Fig. 13. Túbulos Malpighianos 
de D. melanogaster. La mosca 
cuenta con cuatro túbulos, dos 
anteriores y dos posteriores. 
Los túbulos de la mosca 
silvestre son de color amarillo 
por la acumulación de 
riboflavina en gránulos 
pigmentarios. Los túbulos 
anteriores presentan 
acumulación de calcio en la 
zona más distal y debido a eso 
su coloración es blanca.  
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Los túbulos Malpighianos junto con el intestino grueso forman el sistema de 

regulación osmótica que elimina productos y compuestos tóxicos presentes en 

la hemolinfa, y que retiene o reabsorbe a las sustancias útiles para el 

organismo. La fase final de secreción ocurre en el recto, donde los iones y el 

agua se reabsorben, removiéndolos de la orina y transportándolos a través del 

intestino grueso hacia el interior del cuerpo (Singh et al., 2007).  

 

La hemolinfa es el líquido circulatorio de los insectos. Ésta difiere de la sangre 

de los vertebrados por la ausencia de eritrocitos y la alta concentración de 

aminoácidos libres. También contiene células circulantes llamadas hemocitos. 

El componente principal de la hemolinfa es el agua llegando a componer entre 

el 20 y el 50% del agua total de los insectos (Kanost, 2009).    

 

 

Metalotioneínas y MTF-1 

Adicional a los dos mecanismos de homeostasis celular del zinc que ya se han 

mencionado: transporte a través de la membrana plasmática por medio de los 

ZnTs y ZIPs y almacenamiento dentro de vesículas o LROs (Plum et al., 2010) 

existen otros componentes clave en la regulación del zinc celular. Tal es el 

caso del factor de transcripción MTF-1, que en presencia de zinc induce la 

expresión transcripcional de las metalotioneínas (Mtns) (Laity & Andrews, 

2007).  

 

Las Mtns son proteínas de bajo peso molecular, ricas en residuos de cisteína 

que forman hasta siete sitios de unión a metales divalentes (Tapiero & Tew, 

2003), con afinidades diferentes en el rango de nano a picomolar y que 

confieren a las Mtns la capacidad de amortiguar este metal según se requiera 

(Fig. 14). La expresión de las Mtns es inducidle por zinc y otros iones metálicos 

como el cadmio, mercurio, cobalto y cobre, a través de elementos responsivos 

a metales en cis (MREs, por sus siglas en inglés, Metal Response Elements - 
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MREs). El metal se une al MTF-1 en el citosol, quien lo lleva al núcleo (Tapiero 

& Tew, 2003). (Fig. 14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  14. Homeostasis celular del zinc. a) El transporte de zinc a través de la membrana se 
da por medio de proteínas importadoras de la familia ZIP y exportadoras de la familia ZnT; b) 
las metalotioneínas son proteínas de unión a zinc que acoplan hasta siete iones de zinc; c) en 
algunos tipos celulares el zinc se concentra en vesículas u organelos del tipo LROs. 
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DEFINICIÓN DEL PROBLEMA  

 

El zinc es un elemento esencial en varios procesos biológicos, pero su sitio de 

almacenamiento y su regulación sistema se desconocen. Por un lado, existe 

evidencia que los LROs pueden almacenar zinc, por otro lado, se sabe que los 

complejos AP-3, BLOC, HOPS, Rab/GEF están implicados en la formación y 

el correcto funcionamiento de los LROs, sin embargo, se desconoce si estos 

organelos pueden funcionar como un mecanismo regulatorio de la 

concentración de este metal a nivel fisiológico. Dos tipos de estos LROs son 

las vesículas pre-sinápticas del hipocampo y los gránulos de insulina en las 

células  pancreáticas. Estos organelos poseen en sus membranas 

transportadores de zinc, ZnT3 y ZnT8, respectivamente. Es importante hacer 

notar que los ratones mutantes en ambos transportadores tienen problemas 

de almacenamiento de zinc en sus correspondientes LROs. Existen cepas de 

moscas D. melanogaster mutantes en los genes que codifican para los 

complejos de biosíntesis de los LROs y en el gen white que nos permitirá 

investigar si estas proteínas están comprometidas en el almacenamiento del 

zinc.  

 

La mutante carmine en el complejo AP-3 o en el gen white en D. melanogaster 

tienen poco zinc. El gen white está altamente expresado en los túbulos 

Malpighianos, así como el transportador ZnT35C que se ha visto implicado en 

la excreción del zinc de los túbulos. Las cuestiones a resolver serán, entonces, 

¿Qué proteínas participan en la homeostasis de zinc en D. melanogaster? ¿De 

qué manera participa el complejo AP-3 en la homeostasis del zinc? y, 

finalmente, ¿Qué implicación tiene el que la mutación en el gen white cause 

una disminución de zinc en D. melanogaster? Evaluar estas posibilidades 

permitirá comprender mejor el papel fisiológico del zinc en condiciones 

normales y patológicas. 
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HIPÓTESIS  

 

Los organelos relacionados a los lisosomas (LROs) son el sitio de 

almacenamiento de zinc en los túbulos Malpighianos de Drosophila 

melanogaster. 

 

 

OBJETIVOS 

 

1. Evaluar el contenido de zinc en las moscas mutantes en los 

transportadores white, scarlet y brown y en los complejos proteicos que 

participan en formación de los organelos relacionados a los lisosomas.  

 

2. Observar el zinc y los gránulos que lo contienen en los túbulos 

Malpighianos de D. melanogaster.  

 

3. Mediante el sistema GAL4/UAS llevar a cabo el rescate del contenido de 

zinc corporal de la mutante white.  

 

4. Evaluar el contenido de zinc corporal en las moscas mutantes en las 

enzimas que intervienen en la formación de los pigmentos de los ojos de 

D. melanogaster.  

 

5. Llevar a cabo el rescate del contenido de zinc corporal de las moscas 

mutantes en las enzimas que participan en la formación de los pigmentos 

de los ojos de D. melanogaster mediante la administración de los 

precursores de los pigmentos (productos químicos de dichas enzimas) en 

la dieta de la mosca.  

 

6. Evaluar si las metalotioneínas participan de forma activa en la regulación 

de zinc a nivel sistémico. 
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METODOLOGÍA  

 

Mantenimiento de los stocks 

Las moscas se mantuvieron a 24°C en alimento estándar que contenía: 

levadura (10%), melaza (12.5%), agar (1.6%), gelatina (0.3%) ácido propiónico 

(1%) y nipagina (0.01%) en agua. De acuerdo al tipo de experimentos, los 

siguientes compuestos fueron agregados al alimento estándar: ZnSO₄ [1 mM], 

TPEN (N, N, N′, N′-tetrakis(2-pyridinylmethyl)-1,2-ethanediamine) [200 M], 

riboflavina [2.4 mM], triptófano [2.4 mM], quinurenina [2.4 mM], 3-

hidroxiquinurenina [2.4 mM], ácido xanturénico [2.4 mM], BH4 

(tetrahidrobiopterina) [2.4 mM]. Los compuestos químicos provinieron todos de 

Sigma. Las cepas utilizadas en el proyecto fueron obtenidas del Centro de 

Drosophila en Bloomington (Universidad de Indiana, E.U): Canton-S (#1), 

Oregon R-C (#5), y1 (#169), w1118 (#3605), w1 (#145), wa (#148), bw1 (#245), 

bw19 (#9474), st1 (#605), w+; PBac ste01330 (#17944), bw1; st1/TM3, st24, sb1 

(#67), cm1 (#21), rb1 (#88), g1 (#3958), or49h (#2385), ltd1 (#338), ca1 (#459), 

pp (#553), lt1, rl1 (#1051), car1 (#19), y1, w67c23; ZnT35CMI07746-GFSTF.1/SM6a 

(#59419), v1 (#137), pr1 (# 70), MTF1 (#9241). Además, se trabajó con cepas 

donadas por colaboradores: la cepa cuádruple mutante y*,w*; Mtn(A-D) 

producida del laboratorio del Dr. Walter Schaffner (Egli et al., 2006) y 

proporcionada amablemente por el Dr. Richard Burke, Australia y la cepa 

silvestre Tan-3, colectada originalmente por Rudi Costa de Tannes, Italia 

(Sadraie & Missirlis, 2011). Además, se trabajó con cepas isogenizadas w+ y 

w*. Las siguientes moscas fueron utilizadas para establecer el sistema 

Gal4/UAS mediante cruzas: w*; Da-Gal4 (expresión ubicua), y*, w*; Actin-

Gal4/CyO (expresión ubicua), w*; Uro-Gal4 (expresión en el segmento 

principal de los túbulos Malpighianos), w*; CG-Gal4 (expresión en el cuerpo 

graso), w*; +; UAS w::eYFPH8 (construcción donada por el Dr. Julian Dow; 

Evans et al., 2008).  
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Sistema Gal4/UAS  

El sistema Gal4/UAS es una de las herramientas más utilizadas en el campo 

de D. melanogaster pues permite la expresión génica dirigida (Brand & 

Perrimon, 1993). Gal4 es un factor de transcripción de levadura cuya función 

es activar la transcripción de genes regulados por la secuencia UAS (por sus 

siglas en inglés, Upstream Activating Sequence). En D. melanogaster, cada 

uno de los componentes viene en un individuo diferente por lo que, si se 

cruzan, la progenie que herede ambos transgenes expresará el gen de interés. 

Es importante mencionar que Gal4 puede estar regulado por promotores 

endógenos (drivers) de D. melanogaster permitiendo una expresión tejido-

específica y un control temporal preciso. Enseguida se muestran las cepas que 

se cruzaron con la UAS-w::eYFPH8 para llevar a cabo el rescate de la proteína 

white: 

 

 

Driver Proteína Expresión Cepa 

Da-Gal4 Daughterless Ubicua w*; Da-Gal4 

Actin-Gal4 Actina Ubicua 
y*, w*; Actin-

Gal4/CyO 

Uro-Gal4 Urato oxidasa 
Túbulos 

Malpighianos 
w*; Uro-Gal4 

CG-Gal4 ¿? Cuerpo Graso w*; CG-Gal4 

 

 

Espectrometría de absorción atómica 

La concentración total de zinc en la mosca completa se determinó tanto por 

espectrometría de absorción atómica con llama (AAS) como por 

espectrometría de emisión óptica con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-

OES). Machos y hembras se utilizaron indistintamente. La edad de las moscas 

colectadas estuvo entre los 4 y 7 días. Las muestras se recolectaron a 4°C y 

se almacenaron a -80 °C. Posteriormente, se liofilizaron durante 6.5 horas. 

Para el ensayo con AAS, se tomaron 200 mg de masa seca del liofilizado y se 
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digirieron en HNO3 (69%) durante 48 horas a 60°C, mientras que para el 

ensayo con ICP-OES sólo se tomaron 20 mg de masa seca los cuales fueron 

digeridos a 200 °C durante 15 minutos en un sistema de digestión de 

microondas MARS6 (CEM). Finalmente, se midieron los niveles de zinc 

utilizando un estándar del elemento para calibrar los espectrofotómetros.  

 

 

Microscopia de fluorescencia  

Los túbulos Malpighianos fueron disecados de hembras moscas adultas en 

PBS (130 mM NaCl, 7 mM Na2HPO4, 3 mM NaH2PO4, pH 7.0). El tejido fue 

fijado con metanol frío durante 5 minutos y lavado 3 veces por 3 minutos con 

PBS. El FluoZin-3AM (Life Technologies, Cat. F-24195) se disolvió en DMSO a 

una concentración de 5 mM, fue alicuotado y almacenado a -20 °C 

protegiéndolo de la luz. Por cada experimento, una alícuota nueva era disuelta 

a 2.5 µM en PBS conteniendo 0.02% de Triton-X100 y 0.001% de Tween-20. 

Los tejidos fijados fueron incubados con la solución de Fluozin-3AM en una 

cámara húmeda a 38 °C por 45 minutos. Después de 3 lavados con PBS, los 

tejidos fueron montados en Vecta Shield con DAPI (Vector H-1200) y 

observados bajo el microscopio. El procedimiento de fijación y de montaje 

también fue utilizado para observar la mosca con el constructo ZnT35CGFP. 

Las imágenes se obtuvieron en el microscopio confocal del Departamento de 

Fisiología, Biofísica y Neurociencias (TCS SP8 Leica confocal system coupled 

to a DMI6000 inverted microscope). 

 

 

Microscopia de fluorescencia por rayos X de alta energía  

Los túbulos Malpighianos fueron disectados de hembras moscas adultas en 

PBS, lavados 3 veces con acetato de amonio 100 mM y colocados en 

portaobjetos (Thermo Scientific Nunc Thermanox, Cat. 174942) para que 

secaran a 4 °C. Las imágenes de fluorescencia de rayos X fueron obtenidas a 

partir de la fuente de luz de radiación del Sincrotón de Stanford usando las 
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líneas 2-3. La energía de rayos X incidente se ajustó a 11 keV usando un 

monocromador de doble cristal de Si (111 picómetros) con el anillo de 

almacenamiento del Sincrotrón de Stanford conteniendo 500 mA a 3.0 GeV. 

Las líneas de fluorescencia de los elementos de interés, así como la intensidad 

de los rayos X dispersos totales, se monitorizaron utilizando un detector de 

vórtice de silicón montado a 90 grados con respecto al haz incidente. El 

procesamiento de fotones se realizó con un equipo electrónico llamado Xpress 

3. Además de estas regiones de interés, también se recolectó todo el espectro 

de fluorescencia en cada punto de datos. El haz microenfocado de 3x3 micras 

fue proporcionado por un par de espejos Kirkpatrick-Báez recubiertos con 

rodio (Rh). Las intensidades de los rayos X incidentes y transmitidos se 

midieron con cámaras de iones llenas de nitrógeno. Las muestras se montaron 

a 45 grados con respecto al haz de rayos X incidente y se rasparon 

espacialmente en el microhaz utilizando una etapa Newport VP-25XA-XYZ. La 

exposición del haz fue de 100 milisegundos por píxel. Las señales de 

fluorescencia se normalizaron contra la intensidad del haz de rayos X incidente 

para tener en cuenta sus fluctuaciones. El análisis de datos se realizó 

utilizando el programa informático MicroAnalysis Toolkit.  

 

 

RT-PCR 

Con el objetivo de caracterizar el efecto de las mutaciones y de las dietas sobre 

la expresión de las metalotioneínas, se aisló ARN mensajero de 

homogenizados de mosca total utilizando el reactivo de Trizol LS Reagent (Life 

Technologies, Cat. 10296-010) y posteriormente se sintetizó ADNc usando la 

enzima Super Script III Reverse Transcriptase (Life Technologies, Cat. 18080-

094). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo con la enzima Platinum Taq 

DNA Polymerase (Invitrogen, Cat. 10966-034). Como control positivo se 

empleó el ADNc del gen de la proteína ribosomal RP49. Los iniciadores se 

describen enseguida: 
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Tabla 2. Secuencias de los iniciadores para cada una de las metalotioneínas. 

ADNc blanco Dirección Secuencia 5’  3’ 
Tamaño del 

producto 
(pb) 

Mtn A 
Sentido CATGCGGAAGCGGATGCAAAT 

97 
Antisentido CAGGCGGATTTCTTGTCGCC 

Mtn B 
Sentido GGGTTGTGGAACAAACTGCC 

130 
Antisentido TTGGCCCGCTTATTTGTTGC 

Mtn C 
Sentido AAAGGCTGCGGAACAAACTG 

112 
Antisentido TGCAACACTGATCTTTGGGG 

Mtn D 
Sentido AGGCTTGTGGAACAAACTGC 

123 
Antisentido AGTTTTTGGTGGAGCAGCACT 

Mtn E 
Sentido AAGGGATGTGGAAACAACTGC 

137 
Antisentido AATCCAAATGGATCCGGCCA 

RP49 
Sentido CGATATGCTAAGCTGTCGCACA 

116 
Antisentido CGCTTGTTCGATCCGTAACC 

 

 

El programa de PCR que se utilizó se muestra en la Tabla 3 con una totalidad 

de 30 ciclos. Las reacciones se analizaron en geles de agarosa al 1.2%.  

 

 

Tabla 3. Programa de PCR utilizado en la amplificación de secuencias de ADNc.  

Etapa Temperatura (°C) Tiempo (s) 

Desnaturalización 94 30 

Alineamiento 55 30 

Extensión 72 10 

 

 

 

 



38 
 

RESULTADOS  

 

La deleción del gen white de D. melanogaster disminuye el contenido de 

zinc 

La mosca mutante white es utilizada como control experimental en la mayoría 

de los laboratorios que trabajan con el modelo de D. melanogaster porque es 

muy útil en la selección en constructos transgénicos pues, dentro del plásmido 

que contiene la construcción para hacer una mosca transgénica, también se 

incluye la secuencia mínima (mini-white) para rescatar el gen white. Por lo 

tanto, los embriones que hayan incorporado la secuencia de interés también 

llevan la del mini-white y, consecuentemente, dan lugar a moscas adultas con 

ojos rojos. Así que, cualquier información nueva sobre la mosca white adquiere 

gran relevancia en el campo de investigación de D. melanogaster.  

 

Con el objetivo de conocer cuánto zinc contienen las moscas white, brown y 

scarlet, se midió la concentración de este elemento en homogenados de 

mosca completa. Los resultados muestran que las moscas mutantes white y 

scarlet tienen baja concentración de zinc sugiriendo que ambos 

transportadores podrían estar involucrados en la homeostasis del zinc 

fisiológico (Fig. 15). Por su parte, la mosca brown tiene una concentración de 

zinc cercana a los niveles normales y la doble mutante scarlet/brown tiene la 

misma concentración de zinc que las moscas scarlet y white por si solas, estos 

datos sugieren que el dímero white-scarlet podría participar en el 

almacenamiento de zinc en D. melanogaster. Más adelante se discutirán las 

implicaciones de ello en la homeostasis de zinc (Fig. 15). 
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Rescate ubicuo de la mosca white   

Para confirmar si el transportador codificado por el gen white está implicado 

en la homeostasis del zinc se rescató un gen mutado con el silvestre y se 

investigó si se recupera el fenotipo de zinc normal. Se utilizó el sistema 

Gal4/UAS explicado anteriormente para expresar ubicuamente white silvestre, 

bajo el control de los drivers Da-Gal4 y Actin-Gal4, o solo en los túbulos 

Malpighianos bajo Uro-Gal4 o el cuerpo graso bajo CG-Gal4. En la Fig. 16 se 

observa que se recupera la concentración de zinc en la progenie de aquellas 

cruzas que tienen un driver de expresión ubicua (Da-Gal4 X UAS-w::eYFPH8 y 

Fig. 15. Concentración de zinc en las moscas mutantes en los transportadores del tipo 
ABCG2. Cinco cepas de moscas control tienen una concentración de zinc aproximada de 0.20 
mg de zinc/g de masa seca mientras que las moscas white y scarlet tienen 4 veces menos 
zinc. No así la mosca brown que tiene un nivel de zinc cercano a los valores normales. Cada 
punto representa el promedio de las concentraciones de zinc y su desviación estándar. El 
ANOVA de una vía mostró diferencias estadísticamente significativas; las letras indican las 
diferencias entre genotipos a partir de un análisis post- hoc de Bonferroni. 
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Actin-Gal4 X UAS-w::eYFPH8), no así para las que tienen expresión en los 

túbulos Malpighianos (Uro-Gal4 X UAS-w::eYFPH8) o en el cuerpo graso (CG-

Gal4 X UAS-w::eYFPH8). Sugiriendo que la expresión del gen white en otros 

tejidos es necesaria para la regulación fisiológica del zinc.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 16. La expresión del gen white es importante en varios tejidos de la mosca para el 
correcto almacenamiento del zinc. Concentración de zinc en una mosca silvestre 
isogenizada (Tan3 iso), cinco cepas parentales, todas mutantes en el gen white, donde no se 
espera alteración alguna porque el gen mini-white presente en los transgenes no se expresa 
en los tejidos periféricos. Dos cepas (Da y Actin) permiten la expresión ubicua del factor de 
transcripción Gal4 mientras que otras dos (Uro y CG) permiten su expresión sólo en tejidos 
específicos (túbulos Malpighianos y cuerpo graso). La última cepa (UAS) contiene la 
secuencia del gen white unido al elemento génico UAS que permitirá la expresión de la 
proteína white (unida a eYFP, para detalles ver Evans et al. 2008). Los niveles de zinc en las 
progenies de las cruzas entre la cepa UAS y las que contienen los drivers ubicuos se 
aproximan al valor que tiene la mosca silvestre Tan3 iso (0.16 y 0.15 vs 0.20 (mg de zinc/g de 
masa seca), respectivamente), mientras que en las cruzas con las cepas que contienen los 
drivers tejido-específicos no hay cambio en los niveles de zinc. Cada punto representa el 
promedio de las concentraciones de zinc y su desviación estándar. El ANOVA de una vía 
mostró diferencias estadísticamente significativas; las letras indican la diferencia entre 
genotipos a partir de un análisis post- hoc de Bonferroni. 
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Las moscas mutantes en la ruta de biogénesis de los LROs tienen bajo 

nivel de zinc 

Como se mencionó anteriormente, la estrategia que se utilizó para conocer los 

genes implicados en el fenotipo de poco zinc arrojó como sugerencia que tanto 

el gen white como el gen carmine estaban implicados en la homeostasis de 

zinc fisiológico. En el apartado anterior se demostraron evidencias conclusivas 

que implican al gen white en el almacenamiento del zinc en D. melanogaster, 

tanto la reversión del fenotipo de bajo nivel de zinc por expresión transgénica, 

como la presencia de este fenotipo en diferentes alelos de white y en diferentes 

alelos del gen que codifica el co-transportador scarlet. 

  

Dado que la concentración baja de zinc en la mutante carmine sugería que el 

complejo AP-3 está implicado en la homeostasis de zinc fisiológico, se decidió 

investigar qué complejos de la biosíntesis de los LROs participan en la 

homeostasis del zinc y se cuantificó el zinc en diferentes mutantes de las 

subunidades de los complejos (Fig. 17). La concentración de zinc total fue de 

aproximadamente 4 veces menor en los mutantes carmine, ruby, garnet y 

orange que en la mosca silvestre, lo que prueba que están implicados en la 

homeostasis fisiológica del zinc (Fig. 17). Resultados similares se obtuvieron 

en los mutantes lightoid (que codifica para la Rab32), claret (que codifica para 

la GEF de la Rab32), pink (que codifica por una subunidad del complejo 

BLOC2) y light (que codifica por la subunidad Vps41 del complejo HOPS). La 

mosca carnation, mutante en la subunidad Vps33 del complejo HOPS, tiene 

una concentración intermedia de zinc, lo que indica que también estaría 

implicada en la homeostasis del metal.  
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Las moscas con una concentración deficiente de zinc presentan 

problemas para acumular riboflavina en los túbulos Malpighianos  

 

Otro fenotipo relevante que tienen las moscas con baja concentración de zinc 

se presenta en los túbulos Malpighianos, órganos encargados en la 

homeostasis de la hemolinfa en la mosca. Los túbulos de una mosca silvestre 

son de color amarillo (Fig. 18) por la acumulación de riboflavina en gránulos 

pigmentarios (Nickla, 1972), sin embargo, se encontró ausencia de color en 

Fig. 17. Mutantes en la ruta de biogénesis de los LROs presentan problemas de 
almacenamiento de zinc. Las moscas mutantes en las subunidades de los complejos que 
participan en la formación de los LROs tienen aproximadamente 4 veces menos zinc que la 
mosca silvestre Tan3 iso. Cada punto representa el promedio de las concentraciones de zinc 
y su desviación estándar. El ANOVA de una vía mostró diferencias estadísticamente 
significativas; las letras indican las diferencias entre genotipos a partir de un análisis post- hoc 
de Bonferroni. Abreviaciones cm: carmine, rb: ruby, g: garnet, or: orange, ltd: lightoid, ca: 
claret, p: pink, lt: light, rl: rolled, car: carnation. Se indica a cuál complejo corresponden los 
genes de D. melanogaster. 
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los túbulos de las moscas con bajo nivel de zinc sugiriendo que, además, 

tienen problemas para almacenar riboflavina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la mayoría de las moscas mutantes la ausencia de color se correlacionó 

con la ausencia de zinc, sin embargo, las mutantes brown y scarlet no 

cumplieron con esta regla, la mosca brown posee una concentración de zinc 

intermedio y carece de color en los túbulos mientras que la mosca scarlet sí 

tiene bajo zinc pero posee color en los túbulos. La explicación de esta 

observación se discutirá más adelante. 

 

 

Tan3 iso 

[Zn] 0.20 mg/g  

Ctrl (w
+

) 

[Zn] 0.19 mg/g 

[Zn] 0.05 mg/g  

[Zn] 0.06 mg/g 

white 

AP-3 

[Zn] 0.06 mg/g  

[Zn] 0.18 mg/g  

Rab GEF 

brown 

[Zn] 0.05 mg/g  

[Zn] 0.06 mg/g  

BLOC-2 

scarlet 

Fig. 18. Mutantes en la ruta de biogénesis de los LROs tienen problemas para acumular 
riboflavina en los túbulos Malpighianos. Túbulos Malpighianos de moscas hembras adultas 
mutantes en subunidades de los complejos que forman los LROs. Las moscas controles tienen 
niveles de zinc normales y los túbulos amarillos, mientras que las moscas mutantes tienen 
niveles de zinc bajos y los túbulos blancos. Esta característica es a la inversa en las mutantes 
brown y scarlet, es decir, brown tiene zinc intermedio y túbulos pálidos a diferencia de scarlet 
que tiene zinc bajo y túbulos amarillo/naranja.   
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La riboflavina disminuye el contenido sistémico de zinc 

Debido a que se observa una relación entre la ausencia de color en los túbulos 

Malpighianos y la deficiencia de zinc lo que se realizó a continuación fue crecer 

a las moscas mutantes y controles en una dieta suplementada con riboflavina 

para rescatar el fenotipo silvestre en las moscas que carecen de pigmento en 

los túbulos.  

La Fig. 19 muestra que la concentración sistémica de zinc en las moscas 

control w+ desarrolladas en una dieta con riboflavina disminuyeron su 

concentración de zinc al 50%, mientras que las moscas mutantes con baja 

concentración de zinc desarrolladas en la misma dieta no sufrieron cambios 

estadísticamente significativos.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 19. Efecto de la riboflavina en la concentración de zinc de la mosca control w+. 
Concentración de zinc en las moscas w[+], w[*], v[1] y pr[1] desarrolladas en una dieta con 
riboflavina al 2.4 mM. Cada punto representa el promedio de las concentraciones de zinc y su 
desviación estándar. El ANOVA de dos vías mostró diferencias estadísticamente 
significativas; los asteriscos indican la diferencia entre un mismo genotipo alimentado con una 
dieta control vs una dieta con riboflavina a partir de un análisis post- hoc de Bonferroni 
(p<0.001). 
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El zinc se almacena en los túbulos Malpighianos de D. melanogaster  

Es importante recordar que el sitio donde se da la mayor expresión del gen 

white es en los túbulos Malpighianos y no en los ojos, sugiriendo que dicho 

gen tiene una función adicional a la de participar en la formación de los 

pigmentos de los ojos. Con este antecedente y con el hecho de que la mosca 

white tiene problemas con el almacenamiento de riboflavina en los túbulos 

Malpighianos se sugiere que estos órganos estarían también implicados en la 

homeostasis de zinc fisiológico. Por lo tanto, se procedió a disecar diferentes 

órganos de larva y de mosca adulta tanto de la mosca control w+ como de la 

mosca mutante white con la finalidad de conocer el sitio donde está 

almacenado el exceso de zinc de la mosca control (Fig. 20).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Fig. 20. Los túbulos Malpighianos de los animales control w+ concentran la mayor 
cantidad de zinc presente en D. melanogaster. La concentración de zinc por órgano 
disectado de larvas y moscas adultas de los genotipos w+ y white. Cada punto representa el 
promedio de la concentración de zinc y su desviación estándar. El ANOVA de dos vías mostró 
diferencias estadísticamente significativas; las letras indican las diferencias entre órganos a 
partir de un análisis post- hoc de Bonferroni. 
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Se observó que el exceso de zinc que tiene la mosca control w+ se concentra 

en los túbulos Malpighianos sin importar el estadio del desarrollo en el que se 

encuentre la mosca. Estos resultados nos permiten proponer que los túbulos 

Malpighianos de D. melanogaster son el sitio de almacenamiento de zinc a 

nivel de organismo, tal como se había visto en Drosophila hydei (Zierold & 

Wessing, 1990), en la misma D. melanogaster (Schofield et al., 1997), y en la 

termita (Stewart et al., 2011) en estudios anteriores.  

 

 

Microscopia de rayos X demuestra la presencia de zinc en los túbulos 

Malpighianos de D. melanogaster 

Para demostrar la presencia de zinc en los túbulos Malpighianos de D. 

melanogaster, se utilizó imagenología de fluorescencia de rayos X en el 

sincrotrón de Stanford, comprobando todo aquello describió hasta ahora. 
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Fig. 21. Zinc en los túbulos Malpighianos demostrado mediante microscopia de rayos 
X. Imágenes representativas de los espectros de emisión del zinc de los túbulos Malpighianos 
de la mosca control w+ (A) y de la mosca mutante white (B). Espectros de emisión del zinc 
indicando la máxima emisión del zinc a 575 fotones en la mosca control w+ (C) y 11 fotones 
en la mosca mutante white (D).  
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En la Fig. 21A se observa que en los túbulos de la mosca control w+ el zinc 

fue el único elemento detectado, por el contrario, en los túbulos de la mosca 

mutante white sólo se detectaron pequeñas cantidades de zinc (Fig. 21B). 

 

 

Gránulos con el transportador ZnT35C en los túbulos Malpighianos de D. 

melanogaster  

Dado que la mayor concentración de zinc se encontró en los túbulos 

Malpighianos, el siguiente paso fue observar el tejido bajo el microscopio con 

la finalidad de conocer la forma en cual la célula está concentrando el metal. 

En este paso se utilizó a una mosca transgénica que tiene unida la proteína 

verde fluorescente al transportador de zinc, ZnT35C, expresado 

abundantemente, bajo sus propias secuencias regulatorias, en los túbulos 

Malpighianos, sugiriendo que podría ser el responsable de la concentración 

del zinc al interior de las células. Esta mosca se colocó bajo el fondo genético 

w+ control y white mutante para analizar qué sucede en los túbulos 

Malpighianos de la mosca que almacena zinc en ellos y en la mutante donde 

este órgano no acumula el metal. 

  

En la mosca control w+; ZnT35C::GFP el transportador de zinc está en la 

membrana de gránulos citoplasmáticos a diferencia de la mosca w; 

ZnT35C::GFP en la cual el transportador está en la membrana plasmática (Fig. 

22). Este resultado sugiere que en la mosca silvestre el zinc podría estar 

almacenado en gránulos citoplasmáticos, en contraste, en la mosca mutante 

white el metal no se retiene debido a que no están presentes los gránulos en 

la célula.  
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Zinc en los túbulos Malpighianos de D. melanogaster  

Una vez identificada la forma en la cual la célula está almacenando el zinc, 

nuestro siguiente objetivo fue observar el zinc al interior de la célula. Para llevar 

a cabo esta tarea se empleó el quelante FluoZin-3 AM, el cual emite a una 

longitud de onda de 516 nm cuando ha unido al zinc, lo que va a permitir ver 

señal en color verde. En la Fig. 23 se observa que en la mosca control w+, el 

zinc está en el citoplasma concentrado en pequeños cúmulos a diferencia de 

la mosca white en donde no se observan dichas señales fluorescentes. Este 

resultado sugiere que, por la forma en cómo está concentrado el zinc, éste 

podría estar almacenado en los gránulos vistos anteriormente con el marcaje 

ZnT35C::GFP (Fig. 22).  

w+ ; ZnT35C::GFP  
w ; ZnT35C::GFP  

10m 

N 

CP 

CP 

N 

Fig. 22. El transportador ZnT35C está presente en la membrana de gránulos en los 
túbulos Malpighianos de D. melanogaster. Imágenes confocales de los túbulos 
Malpighianos de una mosca adulta control w+ y una mutante white. En la mosca w+; 
ZnT35C::GFP hay gránulos bordeados por el transportador ZnT35C mientras que en la mosca 
w; ZnT35C::GFP se observa el transportador asociado a la membrana como ya se había 
descrito previamente. CP: Células Principales; N: Núcleo.    
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Expresión de metalotioneínas  

Como se mencionó en la introducción, es bien conocido que las 

metalotioneínas se encargan de amortiguar altas concentraciones de metales, 

reduciendo su toxicidad en la célula. Por lo tanto, cualquier modificación en la 

expresión de las metalotioneínas cambiaría el equilibrio en la homeostasis de 

los metales, en este caso, de la homeostasis del zinc. Por ello se decidió 

evaluar el efecto que tiene la ausencia de las metalotioneínas (A-D) y del factor 

de transcripción MTF-1, en la concentración de zinc fisiológico.  

 

En la Fig. 24 se observa que la ausencia de las Mtn(A-D) induce una mayor 

concentración de zinc que en la mosca control w+. En contraste, la falta de 

MTF-1 no afecta la concentración de zinc. Cuando las moscas mutantes en 

10m 

N 

CP 

CS 
CS 

CP N 

w+  white  

Fig. 23. Gránulos de zinc en D. melanogaster. Imágenes tomadas en el microscopio 
confocal de los túbulos Malpighianos de una mosca adulta control w+ y una mutante white 
incubadas con el fluoróforo. En la mosca w+ se observan acumulaciones de zinc en el 
citoplasma a diferencia de la mosca white. CP: Célula Principal; CS: Célula Secundaria; N: 
Núcleo.    
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las Mtn(A-D) y en el MTF-1 están bajo el fondo genético white mutante, la 

concentración de zinc es similar a la que se encuentra en la mosca mutante 

white.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Ahora bien, dado que cambios en la expresión de la metalotioneínas 

disminuyen la concentración de zinc, se investigó si la expresión de las 

metalotioneínas depende del zinc. Para llevar a cabo este objetivo se alimentó 

a la mosca control w+ con 1mM de zinc. En la Fig. 25 Se observa que no hubo 

cambios en la expresión de las cinco metalotioneínas en la mosca adulta w+ 

alimentada con 1 mM de zinc versus la alimentada con la dieta control. Este 

resultado fue inesperado dado que en el estadio larvario se conoce que 1 mM 

Fig. 24. Mutantes relacionadas con la regulación celular de la homeostasis de zinc. 
Concentración de zinc en la mosca mutante en el factor de transcripción de metales, MTF-1, 
y en la mosca mutante en 4 de las 5 metalotioneínas Mtn(A-D) de D. melanogaster. Ambas 
mutantes están en el fondo genético w+ y white. Cada punto representa el promedio de las 
concentraciones de zinc y su desviación estándar. El ANOVA de una vía mostró diferencias 
estadísticamente significativas; las letras indican las diferencias entre genotipos a partir de un 
análisis post- hoc de Bonferroni. 
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de zinc es suficiente para inducir estos mismos genes aunque en menor 

proporción que lo hacen el cobre o el cadmio (Yepiskoposyan et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Moscas mutantes en enzimas de las vías de síntesis de los omocromos 

y las drosopterinas tienen defectos con el almacenamiento de zinc  

Como ya se mostró, los transportadores white, brown y scarlet están 

involucrados en la homeostasis de zinc fisiológico. Sin embargo, desde 

comienzos del siglo pasado se sabe que participan en la síntesis de los 

pigmentos que le dan color al ojo de la mosca (Fig. 2). En experimentos aún 

no publicados del Dr. Fanis Missirlis se descubrió que las enzimas vermillion y 

purple, participantes en la síntesis de omocromos y drosopterinas 

respectivamente, están involucradas en la homeostasis de zinc fisiológico 

debido a que las moscas mutantes en dichas enzimas tienen un déficit en la 

concentración de zinc fisiológico (Fig. 26).  

 

Para rescatar el fenotipo silvestre en las moscas mutantes vermillion y purple 

se agregó a la dieta algunos de los compuestos intermediarios de las rutas 

metabólicas donde intervienen las enzimas. En la Fig. 26 Se observa que al 
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Fig. 25. RT-PCR de punto final (semi-cuantitativa) de metalotioneínas en la mosca w+ 
control desarrollada en una dieta con 1mM de zinc. El nivel de expresión de las cinco 
metalotioneínas en la mosca w+ control desarrollada en una dieta con 1mM de zinc es similar 
al que presentan las moscas crecidas en la dieta control. El gen ribosomal RP49 fue usado 
como control de carga. 
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alimentar a la mutante vermillion con quinurenina y 3-hidroxiquinurenina la 

concentración de zinc se re-establece alcanzando valores similares o por 

encima del valor normal de la mosca w+ control. Ni ácido xanturénico, ni BH4 

(este último se probó con el objetivo de rescatar el nivel de zinc en la mutante 

purple) tuvieron efecto estadísticamente significativo en la concentración de 

zinc de las moscas alimentadas con dichas dietas.   

 

Es importante hacer notar que cuando la mosca w+ control fue alimentada con 

triptófano, quinurenina y 3-hidroxiquinurenina la concentración de zinc 

aumentó por encima del valor que tiene normalmente, siendo la 3-

hidroxiquinurenina el metabolito con el efecto más exacerbado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 26. Efecto de la dieta en la concentración de zinc de mutantes en las vías de síntesis 
de los pigmentos de los ojos de D. melanogaster. Concentración de zinc en las moscas 
mutantes en las vías de síntesis de los pigmentos de los ojos de D. melanogaster desarrollada 
en dietas con los metabolitos intermediarios de las vías. Cada compuesto tenía una 
concentración final de 2.4mM. Cada punto representa el promedio de las concentraciones de 
zinc y su desviación estándar. El ANOVA de dos vías mostró diferencias estadísticamente 
significativas; los asteriscos indican la diferencia entre un mismo genotipo alimentado con una 
dieta control vs una dieta con el intermediario metabólico a partir de un análisis post- hoc de 
Bonferroni (p<0.001). 
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DISCUSIÓN   

 

Almacenamiento de zinc en D. melanogaster y otros animales 

El zinc es un elemento esencial que participa en múltiples procesos celulares 

como la síntesis de ADN (Wu & Wu, 1987), vía secretora (Tempio & Anelli, 

2020) y la señalización celular (Fukada et al., 2011). La actividad enzimática 

depende en muchos casos del zinc como cofactor (Maret, 2013). También el 

metal forma parte estructural de una gran variedad de proteínas (Padjasek et 

al., 2020). Debido a su importancia, es necesario que su homeostasis esté 

bien controlada a través de transportadores que permitan el flujo del metal de 

un sitio a otro de la célula (Lye et al., 2012) y de organelos especializados que 

lo almacenen permitiendo su uso bajo condiciones de estrés celular y/o 

fisiológico (Roh et al., 2012).   

 

Tejidos como los músculos, los huesos, la piel y el hígado contienen la mayor 

parte del zinc corporal en humanos (King et al., 2001) (Tabla 4). Se ha 

mostrado que, en estados de deficiencia de zinc dietético, la concentración del 

metal permanece constante en algunos tejidos como el cabello, la piel y el 

músculo esquelético, mientras que en el plasma y el hígado disminuye (King 

et al., 2000). Sin embargo, hasta la fecha no existe un sitio generalmente 

aceptado para el almacenamiento corporal de zinc en humanos u otros 

mamíferos, por lo tanto, valdría la pena investigar si las células que contienen 

zinc como las células  pancreáticas (Hou et al., 2009) y las células paneth 

intestinales (Giblin et al., 2006) sirven como reservorio para este metal. Hasta 

en las neuronas glutamatérgicas del hipocampo, que también almacenan el 

metal en sus vesículas pre-sinápticas (Cole et al., 1999), el papel funcional del 

zinc en este sitio sigue investigándose, pero no en un contexto de 

almacenamiento del metal (Krall et al., 2021). Se conoce que las células arriba 

mencionadas contienen importante presencia de gránulos de zinc, sin 

embargo, no se les considera repositorios del metal debido a que cumplen 

otras funciones consideradas más relevantes para el organismo, como la 



54 
 

secreción de insulina para la regulación del consumo de glucosa, de péptidos 

antimicrobianos para la regulación de microbiota y de glutamato para la 

transmisión sináptica, respectivamente.  

 

Tabla 4. Contenido de zinc en los órganos de un hombre adulto normal (70 kg)a 

Tejido 
Concentración de 

zinc  

(g/g peso seco) 

Contenido de zinc  
(g)  

Porcentaje de zinc 
corporal  

(%) 

Músculo 
esquelético 

51 1.53 57 

Hueso 100 0.77 29 

Piel 32 0.16 6 

Hígado 58 0.13 5 

Cerebro 11 0.04 1.5 

Riñones  55 0.02 0.7 

Corazón 23 0.01 0.4 

Cabello 150 < 0.01 ~ 0.1 

Plasma sanguíneo 1 < 0.01 ~ 0.1 

 
a Tomado de Jackson, 1989.   

 

El único animal donde se ha propuesto un sitio de almacenamiento de zinc, 

antes de la realización de esta tesis, es el nematodo Caenorhabditis elegans. 

Al alimentarse con una dieta con alto contenido de zinc, C. elegans genera 

nuevos gránulos, llamados gránulos intestinales, los cuales funcionan como el 

principal sitio de almacenamiento de zinc, movilizando el metal durante una 

deficiencia dietética. Estos gránulos confieren resistencia al nematodo durante 

la intoxicación con zinc porque al haber una disminución en la cantidad de 

gránulos o una pérdida de la función del transportador de zinc, CDF-2, los 

gusanos se vuelven sensibles a la toxicidad por el zinc (Roh et al., 2012). El 
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modelo de C. elegans ha contribuido de forma importante sobre nuestro 

entendimiento de la homeostasis de zinc a nivel celular y sistémico (Earley et 

al., 2021).  

 

Proponemos que los túbulos Malpighianos son el órgano encargado del 

almacenamiento fisiológico de zinc en D. melanogaster. Como los túbulos 

Malpighianos participan en la excreción (Yin et al., 2017), una posibilidad es 

que estén excretando el zinc a la luz del intestino. Las células principales de 

los túbulos de Malpighianos podrían tener un propósito fisiológico similar al de 

las células paneth intestinales en los mamíferos, donde el zinc secretado se 

ha implicado en el mantenimiento del nicho de las células madre y la integridad 

epitelial (Geiser et al., 2012; Ohashi et al., 2016; Podany et al., 2016). Otra 

posibilidad es que el zinc luminal pueda funcionar como un regulador de la 

microbiota intestinal o para el control de algún patógeno (Bonfini et al., 2016; 

Mistry et al., 2016). Finalmente, será de interés investigar si el zinc secretado 

es reabsorbido por el intestino posterior, como es el caso de los iones de 

metales alcalinos (O’Donnell & Maddrell, 1995). 

 

 

Los LROs como posibles almacenes de metales  

Se ha mostrado que en varios tipos de LROs hay presencia de metales. 

Ejemplos de ellos están listados en la Tabla 5. Hemos mencionado las 

vesículas pre-sinápticas en las neuronas glutamatérgicas del hipocampo, los 

gránulos en las células acinares y las células β pancreáticas, los gránulos 

secretores en las células paneth intestinales y los gránulos del intestino en C. 

elegans; todos ellos almacenan zinc y en algunos casos también calcio o 

magnesio (Tabla 5). Este tipo de gránulos están también presentes en los 

melanocitos en los melanosomas de la piel, los gránulos pigmentarios en las 

células pigmentarias de los ojos y las vesículas secretoras en las glándulas 

mamarias de los animales (Kelly et al., 2004; Lichten & Cousins, 2009). 
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Tabla 5. Metales presentes en algunos LROs de animales.  

Tipo de célula LROs Metal 
Función de los 

LROs  
Referencia 

Neuronas 
glutamatérgicas 
del hipocampo 

Vesículas pre-
sinápticas 

Zinc  
Almacenamiento 
y secreción de 

glutamato  

(Özkan & Ueda, 
1998) 

Melanocitos Melanosomas 
Calcio, zinc, 

hierro y 
cobre 

Síntesis y 
almacenamiento 

de melanina 

(Hong & Simon, 
2007; 

Maranduca et al., 
2019) 

Epitelio 
Pigmentario 

Retinal 
Melanosomas Zinc 

Síntesis y 
almacenamiento 

de pigmentos 
oculares 

(Kokkinou et al., 
2005; Ugarte & 
Osborne, 2014) 

Células 
acinares 

pancreáticas  

Gránulos 
secretores  

Zinc 

Síntesis, 
almacenamiento 
y secreción de 

enzimas 
pancreáticas 

(Gorelick et al., 
2018; Lichten & 
Cousins, 2009) 

 pancreáticas  
Gránulos de 

insulina 

Calcio, 
magnesio y 

zinc  

Síntesis, 
almacenamiento 
y secreción de 

insulina 

(Hutton et al., 
1983) 

Células 
epiteliales 
mamarias  

Vesículas 
secretoras 

Zinc  
Nutrición al 

neonato 
(Lee & Kelleher, 

2016) 

Células paneth 
intestinales 

Gránulos 
secretores 

Calcio y zinc  
Secreción de 

péptidos 
antimicrobianos 

(Dinsdale, 1984; 
Ouellette et al., 

2000) 

Células de las 
termitas 

Gránulos Calcio, zinc  
Almacenamiento 

de zinc 
(Stewart et al., 

2011) 

Células 
intestinales de 

C. elegans 

Gránulos 
intestinales 

Zinc 
Almacenamiento 
y secreción de 

zinc 
(Roh et al., 2012) 

 

 

En este proyecto he mostrado que en los túbulos Malpighianos de D. 

melanogaster hay presencia de un tipo de LROs capaz de almacenar zinc 

cuando éste se encuentra en exceso. Proponemos la presencia de dos tipos 

de gránulos tipo LROs en los túbulos Malpighianos. En un gránulo estaría el 

dímero white-scarlet y el transportador ZnT35C implicados en el 

almacenamiento de zinc, mientras que en el otro gránulo estaría presente el 
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dímero white-brown involucrado en el almacenamiento de la riboflavina, 

pigmento responsable del color amarillo-naranja característico de los túbulos 

Malpighianos silvestres (Fig. 27). Cabe resaltar que el dímero white-scarlet 

está involucrado en la formación de los pigmentos de los ojos de la mosca. 

Aquí, se demostró por la primera vez su participación en la regulación 

homeostática de zinc.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Es importante destacar que mutaciones en los genes involucrados en la 

biogénesis de los LROs disminuyeron la concentración de zinc y afectaron la 

acumulación de riboflavina (Fig. 18). Esta observación plantea una cuestión 

interesante: ¿Cómo los complejos Rab32/GEF, AP3, HOPS y BLOC permiten 

el direccionamiento de los transportadores hacía el LRO, definiendo así la 

identidad del organelo y dando lugar a diferentes tipos de LRO? (Bonifacino & 

Neefjes, 2017; Bultema et al., 2012; Dell’Angelica et al., 2000; Gerondopoulos 

et al., 2012; Lloyd et al., 1998; Mackenzie et al., 2000).  

 

Fig. 27. Representación esquemática de un gránulo de almacenamiento de zinc y un 
gránulo pigmentario. A) Gránulo de almacenamiento de zinc. B) Gránulo de almacenamiento 
de riboflavina. A la izquierda de cada gránulo se muestran los complejos implicados en la 
biogénesis de los LROs, compartidos entre los dos tipos de gránulo. Los transportadores se 
muestran a la derecha de los gránulos. Todavía se desconoce por cuál mecanismo se separan 
en diferentes gránulos los dímeros white-scarlet y white-brown.  
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Este estudio demuestra que la biogénesis de gránulos de zinc en las células 

primarias de los túbulos Malpighianos no es una función vital, ya que los 

mutantes que carecen de dichos gránulos siguen vivos en condiciones de 

laboratorio (Tejeda-Guzmán et al., 2018). Sin embargo, en otras especies de 

insectos donde se ha buscado verificar si tienen o no similares almacenes de 

zinc, siempre se han detectado, sea directamente, en los túbulos Malpighianos 

(Polat et al., 2020; Stewart et al., 2011) o indirectamente, por la conservación 

de la concentración de zinc corporal total en las diferentes especies de 

insectos (Rempoulakis et al., 2014; Sadraie & Missirlis, 2011). Dicha 

conservación de los gránulos de zinc en diversas especies de insectos sugiere 

que tienen un papel fisiológico importante, ya que están mantenidos durante 

la evolución. Una de las perspectivas de este trabajo sería definir la función 

fisiológica que confieren dichos gránulos en D. melanogaster. Arriba 

discutimos su posible función regulando la microbiota o las uniones estrechas 

de los epitelios (de los túbulos Malpighianos o del intestino), ahora 

consideraremos su posible involucramiento en la regulación de zinc a nivel 

sistémico. 

 

 

Regulación de zinc a nivel sistémico  

La importancia de los metales en los sistemas biológicos ha quedado bien 

caracterizada en diferentes animales (Maret, 2018; Mwangi et al., 2018). He 

ahí el valor de entender de qué manera se da su regulación a nivel celular y a 

nivel sistémico. Para el caso del hierro, el metal de transición más abundante 

en los mamíferos, se tiene conocimiento de cómo se da su regulación 

sistémica (Wang & Babitt, 2019). Cuando hay exceso de hierro plasmático, el 

incremento en la saturación de transferrina está detectada por el hígado y 

como respuesta los hepatocitos secretan la hormona hepcidina, un péptido 

que se une al único exportador de hierro (la ferroportina) presente en la 

membrana plasmática de los macrófagos y en la cara basolateral de los 

enterocitos. Posteriormente, el complejo hepcidina-ferroportina se endocita 
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impidiendo la liberación de hierro al torrente sanguíneo. El uso de la 

transferrina saturada para la síntesis de nuevos glóbulos rojos (un proceso 

continuo) regresa los niveles de hierro sistémico a un equilibrio. En el 

escenario contrario, cuando el nivel de saturación de la transferrina está bajo 

y no hay secreción de hepcidina, el hierro puede ser secretado al torrente 

sanguíneo por los enterocitos y los macrófagos (Fig. 28). De manera general, 

este sistema está controlando la disponibilidad de hierro plasmático usando la 

relación cuantitativa entre la transferrina saturada y la transferrina insaturada 

(Lawen & Lane, 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A diferencia del hierro, hasta la fecha se desconoce cómo se regula 

sistémicamente el zinc. Se tiene conocimiento de algunos participantes de la 

Fig.  28. Regulación sistémica de hierro. Los enterocitos importan el hierro de la dieta. Bajo 
condiciones de deficiencia de hierro (A) el metal es secretado al plasma sanguíneo por la 
ferroportina y oxidado por la hefaestina. Por otro lado, la fagocitosis de los eritrocitos 
senescentes conduce a la liberación de hierro dentro de los macrófagos, su secreción a través 
de la ferroportina y oxidación por la ceruloplasmina. El hierro oxidado se une a la transferrina. 
El hierro unido a transferrina es la principal fuente para la eritropoyesis. En condiciones de 
sobrecarga de hierro (B) los hepatocitos detectan el nivel de saturación de la transferrina y el 
nivel de hierro almacenado, posteriormente comienza la transcripción de la hepcidina. La 
hepcidina es secretada al plasma donde se une a la ferroportina de los enterocitos, los 
macrófagos y los hepatocitos, facilitando la internalización y degradación del transportador. 
Modificado de Lawen & Lane, 2013.  
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homeostasis del metal a nivel celular (Fig. 14), sin embargo, no se sabe si 

existe alguna hormona como la hepcidina que pudiera estar regulando su 

absorción y secreción.  

 

Recientemente hubo indicaciones de que en D. melanogaster la deficiencia de 

zinc corporal causa pérdida de la aversión innata contra alimentos con 

contenido tóxico de zinc (Luo et al., 2021). Aquellas moscas que no cursaban 

por la deficiencia del metal evitaban la ingesta de dicho alimento, sugiriendo 

que el nivel de zinc corporal puede estar censado y regular la ingesta del metal. 

Estos autores discutieron que, en estudios previos, tanto in vitro y en modelos 

animales, se había demostrado que el zinc juega un papel importante en la 

secreción de insulina y su hormona contra-reguladora clave, el glucagón 

(Maret, 2017). Esto los llevo hacer experimentos que sugirieron que la vía de 

la hormona adipoquinética (AKH), similar al glucagón en mamíferos, y su 

receptor (AKHR), están mediando la sensibilidad al zinc dietético dependiendo 

de la concentración de zinc corporal (Luo et al., 2021). Este es el primer 

ejemplo de que está en operación un sistema de monitoreo de zinc a nivel 

sistémico. 

 

Como perspectiva de este trabajo, proponemos que la 3-hidroxiquinurenina, 

metabolito de la degradación del triptófano e intermediario en la producción de 

los omocromos (Fig. 2), podría estar implicada en la homeostasis del zinc 

sistémico. Mostramos que una dieta rica en 3-hidroxiquinurenina aumenta el 

nivel de zinc en moscas silvestres, mientras que también corrigió la deficiencia 

en zinc corporal en las moscas mutantes vermillion (en las cuales no es posible 

la conversión de triptófano a quinurenina). Dichas moscas cuentan con una 

concentración de zinc de aproximadamente 0.11mg de zinc/mg de masa seca 

y después de ser alimentadas con 3-hidroxiquinurenina, la concentración de 

zinc aumentó a 0.37 mg de zinc/mg de masa seca, valor superior al encontrado 

en moscas controles (0.22mg de zinc/mg de masa seca) (Fig. 26). Estos 
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resultados nos sugieren que la vía de las quinureninas podría ser otra vía que 

estaría regulando el zinc a nivel sistémico. 

 

Es importante hacer notar que cuando las moscas controles fueron 

alimentadas con una dieta rica en triptófano, éstas aumentaron su 

concentración de zinc corporal de 0.22 a 0.65 mg de zinc/mg de masa seca, 

lo que nos sugiere que el triptófano dietético, estaría participando en la 

homeostasis de zinc sistémico (Fig. 26).    

 

En estudios previos se ha visto que en las moscas mutantes vermillion, 

gránulos fluorescentes en los túbulos Malpighianos están ausentes y, éstos, 

se rescatan al alimentar a la mosca con quinurenina (Yagi & Ogawa, 1996), lo 

que nos lleva a sugerir que la quinurenina podría estar regulando la biogénesis 

de los gránulos de almacenamiento de zinc que hemos descrito en este 

proyecto. 

 

 

El uso de la mutante white como control experimental en los laboratorios 

de D. melanogaster 

Desde su descubrimiento por Thomas H. Morgan en el año 1910, el gen white 

de D. melanogaster se ha convertido en uno de los genes más estudiados de 

la especie y se ha utilizado ampliamente como marcador genético en una 

multitud de cepas de moscas transgénicas, la mayoría de las cuales están 

construidas bajo el fondo genético de la mutante white. Nuestros resultados 

sobre la carencia de almacenes de zinc en los túbulos Malpighianos de las 

moscas mutantes white, se agregan a una importante serie de señalamientos 

de otros autores, sobre las posibles alteraciones en la fisiología celular de la 

mosca mutante white. Enseguida discutiremos las implicaciones de su uso 

como la principal cepa de control experimental en diversos campos de estudio 

con el modelo D. melanogaster. 
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Campbell y Nash (2001) mostraron una diferencia en el rendimiento 

neuromuscular entre las moscas silvestres y las moscas mutantes white o 

brown expuestas a analgésicos volátiles, sugiriendo que el transporte de 

guanina podría influir en la función neural y la sensibilidad anestésica. Borycz 

y colaboradores (2008) mostraron que las moscas mutantes white, brown y 

scarlet tienen alterado el contenido y la distribución de aminas biogénicas en 

el cerebro, sugiriendo que las anomalías de comportamiento en las moscas 

mutantes podrían deberse a que las neuronas aminérgicas tienen bajos 

niveles de aminas que puedan ser liberados. Años después (2013), Krstic y 

colaboradores mostraron que las moscas machos mutantes white despliegan 

conductas de cortejo hacia otros machos y, además, tienen incrementado la 

excitación sexual. Adicionalmente se mostró que las moscas mutantes white 

no sólo son ciegas, sino que también se deslumbran por el desbordamiento de 

la luz durante el día. Haciendo notar las implicaciones de estos hallazgos para 

la interpretación adecuada de los estudios de comportamiento con las moscas 

mutantes white. Xiao y Robertson (2016) mostraron que el gen white modula 

el tiempo de recuperación locomotora tras la anoxia. Las moscas silvestres 

mostraron una recuperación locomotora rápida y constante después de la 

anoxia, mientras que las moscas mutantes white mostraron una recuperación 

significativamente más retardada y variable. Dos años más tarde (2018), 

Ferreiro y colaboradores mostraron que las moscas mutantes white de la cepa 

w1118 sufren degeneración retiniana. Se observó que las mutantes w1118 tienen 

una pérdida progresiva de la capacidad de trepar, una vida útil más corta y una 

resistencia reducida a diversas formas de estrés. Este mismo año se publicó 

la conclusión principal de la presente tesis, que las mutantes white carecen de 

gránulos de zinc en sus túbulos Malpighianos (Tejeda-Guzmán et al., 2018). 

Finalmente, en el año en curso (2021) Sasaki y colaboradores describieron, 

aplicando la técnica de metabolómica, cambios metabólicos en varias vías 

bioquímicas, algunas (como la de los tetrahidrofolatos) que previamente no 

habían sido asociadas con la mutante white.  
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En este punto, se tiene que aclarar un detalle técnico. D. melanogaster se 

utiliza ampliamente para investigar mecanismos genéticos donde se hace uso 

de transposones que llevan el marcador genético-fenotípico mini-white, un 

derivado del gen endógeno white. Dos estudios donde se ha mostrado que la 

presencia del mini-white influye en los resultados mencionan que (1) existe un 

insulator (elemento regulador de largo alcance) colindando con el gen white 

presente en las construcciones de mini-white, que podría haber influido en los 

resultados y conclusiones de muchos trabajos (Chetverina et al., 2008) y (2) 

en ensayos de comportamiento, la sensibilidad al etanol está notablemente 

influencia por la presencia de gen white y del mini-white (Chan et al., 2014). 

Es importante considerar que en algunos casos el constructo mini-white 

rescata por la ausencia del gen white endógeno (este fue el caso en el estudio 

de Luo y colaboradores (2021), mencionado en la sección anterior por la 

implicación de las neuronas gustativas en la detección de altas 

concentraciones de zinc en los alimentos). Pero en otros casos (por ejemplo, 

en nuestro estudio) el gen mini-white no rescató la perdida de gránulos de zinc 

en los túbulos Malpighianos. Como su nombre lo indica, no se trata de un 

constructo que incorporó toda la región regulatoria del gen white silvestre. 

Estas observaciones son pertinentes para la multitud de experimentadores 

alrededor del mundo que usan diariamente el mini-white como marcador en 

las moscas transgénicas.  

 

Más allá del fenotipo clásico del color de ojos, las mutaciones en el gen white 

alteran funciones biológicas que afectan parámetros como la movilidad, el 

comportamiento, la esperanza de vida y la tolerancia al estrés. En 

consecuencia, se sugiere precaución y atención durante la interpretación de 

experimentos antiguos que emplean moscas mutantes white. Además, se 

recomienda que se agregue al uso de la mosca mutante white como control 

experimental, una cepa silvestre. Esta recomendación surge naturalmente 

como una contribución adicional de la presente tesis doctoral. 
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CONCLUSIONES 

 

En este trabajo mostramos que D. melanogaster almacena zinc en las células 

primarias de los túbulos Malpighianos.  

 

El metal se concentra en organelos de almacenamiento de zinc, un tipo de 

organelo relacionado a los lisosomas (LROs). 

 

La maquinaria de formación de los LROs está implicada, a la vez, en la 

formación del pigmento de los ojos de la mosca y en el almacenamiento de 

zinc.  

 

La expresión de las metalotioneínas no se vio alterada en la presencia de zinc 

dietético en la etapa adulta de las moscas. 

 

Además, mostramos que el triptófano está regulando la concentración de zinc 

corporal mediante la vía de las quinureninas. 
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