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Introducción

La respuesta inmune de los insectos es innata y se ca-
racteriza por ser inducble, carecer de memoria y ser 
inespecífica. En ella participan barreras físicas como 
los epitelios y, además, tiene mecanismos efectores 
celulares y humorales. En la respuesta innata celular 
participan fagocitos, en tanto que para la humoral 
se producen sustancias antimicrobianas. En la hemo-
linfa de los insectos están presentes células llamadas 
hemocitos, las cuales cumplen varias funciones, que 
incluyen reconocer y adherir a su superficie bacterias 
y parásitos invasores, así como recubrirlos de mela-
nina para, posteriormente, eliminarlos mediante 
fagocitosis (Nappi, Carton y Vass, 1992). 
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Resumen

Durante la melanización, mecanismo central de la respuesta inmune de los insectos, se generan 
especies reactivas de oxígeno (Reactive Oxigen Species, ROS), que tienen actividad citotóxica y 
pueden eliminar a microorganismos invasores. En la cochinilla del nopal Dactylopius coccus, insecto 
productor del ácido carmínico (carmín), poco se sabe de los componentes de la respuesta inmune. En 
este trabajo, identificamos la formación de anión superóxido (O2

-) en la hemolinfa y células de cuerpo 
graso de D. coccus, en respuesta a la presencia de zymosan, un componente de la pared celular de 
hongos y levaduras. Los resultados indican que el carmín es usado en esta especie de insecto como 
sustrato en las reacciones de la melanización, con formación de O2

-. 
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Abstract

Reactive oxygen species (ROS) are generated during melanization a central process of insect immune 
response. These compounds have been implicated as cytotoxic acting against microorganisms invading. 
In this report we demostrated the anion superoxide (O2

-) generation in the hemolymph and fat body 
cells of Dactylopius coccus (carmine cochineal), in response to Zymosan (microbial yeast and fungi cell 
wall component) prescence furthermore, we observed that the carminic dye to generate ROS and was 
used as sustrate in tirosinase mediated melanization reactions.

Keywords:  melanization; carminic acid dy;, cytotoxic molecules; Dactylopius coccus.

La melanización es el sistema más importante de la 
respuesta humoral, en ella se genera el polímero 
de melanina, la cual recubre a los agentes inva-
sores y coordina los distintos tipos de respuesta 
y, durante este proceso, se producen compuestos 
citotóxicos (Nappi, Vass, Frey y Carton, 2000). ParaNappi, Vass, Frey y Carton, 2000). Para 
la formación de la melanina, se requiere de la acti-
vación de enzimas que actúan en cascada, usando 
como sustrato inicial la L-dihidroxifenilalanina 
(L-DOPA), un producto de la hidroxilación del ami-
noácido tirosina (Chase, Raina, Bruno y Sugumaran, 
2000). Durante el proceso, se genera una serie de 
compuestos químicos intermediarios, tales como 
quinonas, semiquinonas y compuestos fenólicos 
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trihidroxilados, los cuales tienen la habilidad de 
combinarse con compuestos nucleófilos y generar 
las llamadas especies reactivas de oxígeno (ROS), 
tales como el anión superóxido (O2

-), peróxido de 
hidrógeno (H2O2) y radicales hidroxilo (.OH), las 
cuales son capaces de destruir agentes infecciosos 
(Sugumaran y Nellaiappan, 1991). Particularmente, 
el anión superóxido es capaz de producir daño 
oxidativo bajo dos formas: convirtiéndose en 
peróxido de hidrógeno, formado por la acción re-
ductora de la enzima superóxido dismutasa (SOD), 
y reduciendo completamente complejos metálicos 
que interaccionan con H2O2 (Figura 1) (Carton y 
Nappi, 1992). 

La grana fina (Dactylopius coccus Costa), insecto 
parásito del nopal que se cultiva para obtener 
ácido carmínico (colorante rojo de uso comercial) 
(Llanderal y Nieto, 1999), que es una molécula 
tricíclica aromática del grupo de las antraquinonas, 
que posee tres grupos hidroxilo en su estructura 
y que está unida a una glucosa mediante enlaces 
covalentes (Schmitt y Günter, 1984). El carmín está 
presente en la hemolinfa (HL), hemocitos y células 
de cuerpo graso (cromatocitos) del insecto, y se 

Figura 1. La formación de especies reactivas de oxígeno (ROS) en 
los insectos en asociación con la melanización

La melanización requiere de la activación de la fenoloxidasa. 
Quinonas derivadas de la L-DOPA son deficientes de electrones 
y en presencia de compuestos nucleofílicos se ciclan formando a 
los precursores de la melanina. Las semiquinonas, productos de la 
síntesis de la melanina, reducen al oxígeno molecular produciendo 
anión superóxido (O2

-) e incrementando los niveles de peróxido de 
hidrógeno (H2O2). En la presencia de metales como el fierro (Fe) y 
cobre (Cu) se forman radicales hidroxilo (OH) altamente tóxicos. Los 
tejidos del huésped producen catalasa (CAT) y superóxido dismutasa 
(SOD) para protegerlo del anión superóxido.

consume ante la presencia de componentes mi-
crobianos (Hernández, García, Rojas, Hernández 
y Lanz, 2003; García, Aguilar, Celma, Lanz, Del 
Río y Hernández, 2003). El ácido carmínico está 
contenido en gránulos en células del cuerpo graso 
que, cuando entran en contacto con componen-
tes propios de la pared celular bacteriana y de 
hongos, como el zymosan y la laminarina, entre 
otros, se liberan y su contenido se ennegrece, lo 
que sugiere una reacción similar a la melanización, 
la cual podría, además, depender de la ruta de la 
fenoloxidasa (FO) (Hernández et al., 2003). 

Del mismo modo, cuando a la HL de D. coccus se le 
agregan zymosan o péptidoglicanos, se activa la re-
acción de melanización con consumo del carmín. Sin 
embargo, cuando la HL es tratada con feniltiourea 
(FTU), un inhibidor específico de la FO, se inhibe el 
consumo de carmín y el obscurecimiento de la HL, lo 
que indica que el carmín es metabolizado por la FO. 
Una hipótesis que deriva de estas observaciones es 
que el pigmento, dada su estructura química, puede 
sufrir reacciones de oxidoreducción que generen es-
pecies ROS (García, Lanz, Rojas y Hernández, 2002).

Objetivo

La finalidad de este trabajo fue investigar si las 
células de cuerpo graso y HL de D. coccus producen 
O2

- ante la presencia de zymosan, así como demos-
trar que el carmín es un generador de ROS.

Metodología

Reactivos. Los reactivos utilizados en este trabajo 
fueron de la más alta calidad y se obtuvieron de las 
compañías Sigma Chemical Co. (St. Louis Missouri) 
e InvitrogenTm-Life Technologies, USA. 

Insectos. Para este trabajo se utilizaron insectos 
adultos hembras de la especie D. coccus, cultivados 
en módulos de experimentación tipo cobertizo 
(Hernández et al., 2003), ubicados en Coyotepec, 
Oaxaca, en terrenos de la compañía productora de 
grana Tlapanochestli (www.aztecacolor.com).

Obtención de hemolinfa y células de cuerpo graso. 
La hemolinfa de D. coccus (HL) se obtuvo por medio 
de perfusión del hemocele del insecto con solución 
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salina amortiguadora de fosfatos (PBS 1X pH 7.3). 
La suspensión pigmentada se centrífugó a 1000 x 
g durante 5 min. El sobrenadante fue recuperado 
en tubos de microfuga y se utilizó para ensayos in 
vitro de detección de anión superóxido (O2

-). La 
pastilla fue recuperada y resuspendida en 250 µl 
de medio de cultivo para células de insecto (Grace; 
Sigma Chemical Co.).

Ensayos de detección de O2
- en células de cuerpo 

graso y HL. Para la observación microscópica de la 
presencia de anión O2

-, se tomaron 50 µl de la sus-
pensión de células y se colocaron sobre cubreobjetos 
impregnados con medio Grace, las preparaciones 
se incubaron a temperatura ambiente durante 10 
min. Posteriormente, se verificó la presencia de 
O2

- en hemolinfa y células de cuerpo graso a través 
de la reducción del colorante [4,5 dimetilthiazolil-
2]-2,5 difenilbromuro de tetrazolium (MTT) (Sigma 
Chemical Co.), para este fin 2.8 mM de MTT se agre-
garon 50 µl de HL obtenida por perfusión (46 µg de 
proteína/ ml) (Lanz et al., 2002). 

Para detectar la producción de anión O2
- en la 

fase soluble de la HL, las muestras, previamente 
activadas con 10 µl de zymosan (2 mg/ ml) ( Sigma 
Chemical Co.), fueron colocadas en una placa de 
polipropileno de 96 pozos e incubadas durante 
30 min en oscuridad. Posteriormente, se leyó la 
absorbencia de la placa a 540 nm en un lector de 
ELISA (Labsystems Multiskan, Viena, Virginia). Para 
comprobar que se produce O2

- como resultado de la 
melanización, se midió la reducción de MTT después 
de aplicar 120 U de la enzima SOD, inactivador es-
pecífico del anión. Los experimentos se realizaron 
por triplicado. Muestras de HL en ausencia de MTT 
fueron introducidas como blanco. 

Por otra parte, para identificar la presencia de O2
- 

en células de cuerpo graso, las células se activaron 
con 5 µl de zymosan (2 mg/ml) y, posteriormente, 
se les adicionaron 15 µl de MTT 2.8 mM. Las células 
se incubaron a temperatura ambiente durante 10 
min. Cada una de las preparaciones se observó bajo 
un microscopio óptico invertido (LEICA-DMLS) y se 
fotografiaron con un equipo Pentax 2X-M.

Ensayo de actividad de tirosinasa. Para evaluar si el 
carmín es un sustrato susceptible de oxidación por 
enzimas del tipo monoxigenasas (polifenoloxidasa) 
como la tirosinasa y, por tanto, un precursor poten-
cial de síntesis de la melanina y de especies ROS, se 
realizó un ensayo de actividad usando tirosinasa 

comercial purificada de Agaricus bisporus (Sigma 
Chemical Co.), empleando como sustrato 0.5 mg de 
carmín purificado (Sigma Chemical Co.) disueltos 
en 50 µl de agua o 50 µl del sobrenadante soluble 
en agua de 1 mg/ml de cochinilla seca pulverizada. 
A modo de control positivo, se usaron 4 mg/ ml de 
L-DOPA, como sustrato precursor de melanina. Los 
50 µl de las soluciones de carmín se completaron con 
100 µl y se colocaron en reacciones independientes 
contenidas en una placa de 96 pozos (Falcon). A cada 
una de las muestras se les adicionaron 100 U de Ti-
rosinasa, luego se incubaron a 37 °C durante 30 min 
y se leyeron a 420 nm (valores de Abs400-500 nm son 
indicadores de diversos tipos de melanina) (Ozeki,Ozeki, 
Ito y Wakamatsu, 1996), en un lector de placas de 
ELISA (Labsystems Multiskan). Los experimentos se 
realizaron por triplicado. 

Análisis estadístico. El promedio y las desviaciones 
estándar de los diferentes grupos experimentales 
fueron comparados usando la prueba ANOVA de 
una sola vía, en donde la FC fue comparada me-
diante una prueba de Tukey-Krammer (P< 0.05) 
(Fry, 1996).

Resultados

Detección de O2
- en células de cuerpo graso y hemo-

linfa. Con el fin de detectar la formación de anión 
superóxido en las células, se observó al microscopio 
la reacción del MTT, el cual, en presencia del radi-
cal, cambia de amarillo a azul violáceo (Lanz et al., 
2002). El zymosan indujo cambios en la coloración 
de las células de cuerpo graso de D. Coccus, tanto 
en la superficie, como en los gránulos contenidos 
en el interior (Figura 2). Las células de cuerpo graso 
incubadas sólo con el MTT no mostraron cambios en 
la coloración respecto a los activados con zymosan. 
Complementariamente, en un ensayo espectro-
fotométrico, se observó que el MTT fue reducido 
por la HL previamente activada con zymosan. Las 
reacciones fueron inhibidas en 63.5% por la enzima 
SOD, lo cual demuestra que el cambio se debió a la 
presencia del anión O2

- generado. Esto indica que 
en ambos grupos de experimentos hay mecanismos 
enzimáticos generadores de ROS (Figura 3). 

Actividad de tirosinasa sobre el carmín. En los in-
sectos, el paso inicial de la síntesis de la melanina se 
genera por la oxidación de la L-Dopa a dopaquino-
nas (precursor monomérico de la melanina), por la 
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actividad de una monooxigenasa (enzimas tipo tirosinasa). En los ensayos espectrofotométricos, al carmín se 
le incubó con tirosinasa purificada de hongo (Agaricus bisporus) y se detectó un aumento en la absorbancia 
a 420 nm, indicativa de la formación de melanina (Figura 4). 

Figura 2. Detección de anión superóxido (O2
-) en las células de cuerpo graso de D. coccus

Panel A. Células de cuerpo graso. Panel B. Células de cuerpo graso + MTT. Panel C. Células de cuerpo graso activadas con zymosan en 
presencia de MTT. Las flechas indican la producción de O2- identificado por la reacción azul violáceo del MTT.

Figura 3. Medición espectofotométrrica de anión superóxido (O2
-) generada en la HL de D. coccus por reducción del MTT

La reacción fue inhibida en un 63.5% por SOD (150 U). HL.- Hemolinfa. SOD.- Superóxido dismutasa. MTT.- [4,5 dimetilthiazolil-2]-2,5 
difenilbromuro de tetrazolium (F =14.14, P< 0.05, n =4).
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Figura 4. Medición espectrofotométrica de la actividad de tirosinasa empleando un colorante carmín extraído de grana cochinilla seca 
(Dactylopius coccus) (F=16.91, P<0.05, n=4)

Discusión

En este trabajo se identificó que en la cochinilla del carmín (D. coccus) se producen moléculas citotóxicas, 
probablemente como mecanismo de defensa, en respuesta al reconocimiento de los componentes de la 
superficie de microorganismos invasores. Las células de cuerpo graso produjeron anión superóxido (O2

-), que 
es una especie reactiva de oxígeno (ROS), al mismo tiempo que desapareció el carmín y apareció la melanina, 
lo que soporta nuevamente la hipótesis de la conversión del carmín a melanina.

La producción de O2
- en los insectos ha sido reportada en la mosca de la fruta Drosophila melanogaster 

(Nappi, Vass, Frey y Carton, 1995); en insectos vectores del género Anopheles (Lanz et al., 2002), y en las larvas 
de lepidópteros como Pseudoplusia includens (Pech y Strand, 1995). En todos estos casos se ha demostrado 
que los compuestos precursores de la melanización son moléculas que al oxidarse generan las ROS. En otros 
insectos, se observó que la generación de ROS puede acoplarse a la producción de moléculas llamadas 
especies reactivas de nitrógeno (RNS), las cuales también vale la pena estudiar, por su potencial de actividad 
citotóxica ante microorganismos invasores. Por otra parte, es posible que éstas también jueguen un papel 
fundamental en la regulación de los mecanismos de transducción de señales involucrados en la regulación 
de péptidos antimicrobianos (Nappi et al., 2000). En Drosophila, se ha demostrado que los factores de 
transcripción miembros de la vías Rel e Imd son activados por ROS y RNS, esto muestra que funcionan como 
mensajeros químicos además de componentes citotóxicos en el arsenal inmune de los insectos (Nappi yy 
Vass, 2000).

Por otra parte, en D. coccus, los resultados sugieren fuertemente que el carmín, que químicamente es 
una antraquinona con tres grupos hidroxilo (OH-) (Ackacha, Poléc-Pawlak y Jarosz, 2003), es una molécula 
potencialmente generadora de ROS. Además, estudios recientes realizados en cultivos de líneas celulares 
de ratón han demostrado que la unión de complejos de cationes como el Fe2+ con compuestos aromáticos 
polihidroxifenólicos derivados de la L-DOPA y otras catecolaminas son fundamentales para contener el 
crecimiento de patógenos invasores durante la respuesta inmune innata (Sorrentino, Small y Govind, 2002). 
Dada la conservación de los mecanismos de la respuesta innata, sería factible que, durante la melanización, 
estos complejos se formen también en los insectos y cumplan con una función de defensa. En este caso, 
sería importante demostrar el efecto microbicida de las ROS en la hemolinfa de D. coccus, como se ha hecho 
en Drosophila, en el mosquito Anopheles gambiae y en larvas de algunos Lepidópteros (Vizioli, Richman, 
Uttenweiler, Blass y Bulet, 2001).
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Estudios realizados anteriormente por nuestro grupo 
demostraron la presencia del gen de la FO en D. coccus, lo 
que sugiere que esta enzima podría estar participando 
en los mecanismos de melanización de este insecto 
(García et al., 2003). En este reporte se demostró que 
la tirosinasa puede usar al carmín como sustrato y 
producir un compuesto similar a la melanina. Para 
verificar que los productos generados de este modo, 
es decir, que utilizaron como sustratos a la L-DOPA y al 
carmín, son melanina, se sometieron a una hidrólisis 
alcalina empleando NaOH al 0.1% y en presencia 
de 0.05% de H2O2, lo que generó fragmentos que 
se evaluaron espectrofotométricamente a 325nm 
(Wakamatsu e Ito, 2002) (datos no mostrados). Este 
resultado demostró que el producto es melanina, 
sin embargo, queda por aclarar si se forman eu- o 
alomelaninas. Estos resultados, además, sugieren la 
presencia de una FO en D. coccus, con propiedades 
catalíticas similares a las descritas en otros grupos de 
insectos.

Actualmente, trabajamos para probar la función 
del anión superóxido y otras moléculas citotóxicas 
producidas por la cochinilla fina del nopal sobre 
microorganismos.  
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