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ABSTRACT

Due to the high market demand that instant soup has among the Mexican population, the
question arose whether it may cause any mutagenic effects after its consumption. The aim of
this study was to analyze the cyto-genotoxic effects caused after the exposure of this food
product compounds to meristemal root cells of Vicia faba and to peripheral blood cells of CD-1
mice. To determine this effect, it was performed both analysis of micronuclei as well as toxicity
degree by using these two biological models. The interpretation of our statistical significance
tests (ANOVA and Dunnett’s multiple comparison p<0.05), allowed us to conclude that nor the
soup chemical compounds neither the packaging induce clastogenic damage but they cause a
slight delay on cell division to V. faba; nevertheless the compounds can cause clastogenic
damage and cytotoxicity to peripheral blood cells of CD-1 mice.
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RESUMEN

Debido a la gran demanda comercial que tiene la sopa instantdnea en la alimentacién de la
poblacién mexicana, se plante6 el riesgo mutagénico de su consumo. El objetivo de este estudio
fue analizar los efectos cito-genotéxicos después de la exposicién de los componentes de este
producto alimenticio en células meristematicas radiculares de Vicia faba y en células de sangre
periférica de ratéon CD-1. Para determinar este efecto se realiz6 el andlisis de microntcleos y la
evaluacién del grado de toxicidad empleando estos dos modelos biolégicos. La interpretacién
de las pruebas estadisticas (ANOVA y la prueba mdltiple de Dunnett p<0.05), permitieron
concluir que los componentes quimicos mezclados de la sopa y su envase no inducen dafio
clastogénico, pero si un ligero retraso en la divisién celular de V. faba, en cambio, pueden
provocar dafo clastogénico y son téxicas en células de sangre periférica del ratén CD-1.
Palabras clave: glutamato monosddico, dioxinas, células policromaticas, meristemos
radiculares.

INTRODUCCION

Entre las pruebas genotéxicas con plantas y animales el ensayo de microntcleos es un
biomarcador de la inestabilidad del genoma y dafio cromosémico, que se ha utilizado como
criterio indirecto de valoraciéon en células, que presuntamente reflejan alteraciones
cromosodmicas mas especificas pertenecientes a la carcinogénesis (Te-Hsiu Ma et al., 1995; Askin
y Sultan, 2007; larmarcovai et al., 2008).

En el presente siglo, el ensayo de microndcleos ha sido considerado como evidencia de
dafio cromosémico y como marcador de estados tempranos de enfermedades crénicas como el
cancer, su presencia también indica que una frecuencia elevada de éstos predice riesgo de
cancer en seres humanos (Bonassi et al., 2005; Bonassi et al., 2007). En la revision de la literatura
se encontraron trabajos utilizando modelos in vivo e in vitro donde analizan los efectos
genotéxicos de componentes quimicos agregados a alimentos sintéticos o naturales, estos
estudios en la actualidad utilizan metodologias muy complejas y con presupuestos muy altos y
sin duda con una calidad excelente en la interpretacion de datos sobre la genotoxicidad de los
compuestos (Zengin et al., 2011; Drumond et al., 2012). Sin embargo, a pesar de que la técnica
de microntcleos ha sido utilizada desde el siglo pasado atn sigue siendo vigente para
determinar la genotoxicidad de los compuestos quimicos de los alimentos por las siguientes
razones: es una técnica de bajo presupuesto, la obtenciéon de resultados es rapida y verificable,
utiliza modelos biolégicos muy cercanos a la genética o fisiologia humana y ademas se puede
aplicar en cualquier momento o situacién de exposicién a cualquier agente quimico o fisico. En
2003 se mencioné que México consumia uno de cada diez vasos de sopas instantdneas que se
producian en el mundo. Un afo después, los mexicanos consumian cuatro millones de sopas
instantdneas al dia, lo que representaba 15% de la produccién mundial de este tipo de alimento
(Aguilar, 2010).

Todas las sopas instantdneas son practicamente iguales desde el punto nutricional:
ofrecen un aporte calérico considerable, entre 290 y 334 kilocalorias; sus contenidos de proteinas
oscilan entre 6 y 7 g, los de grasas de 12 a 14 g y los de carbohidratos entre 38 y 39 g (Corleone,
2013). El principal problema de este tipo de sopas se centra en la cantidad de 1.2 g de sodio que
contienen y como aditivo para potenciar el sabor de la comida salada es el glutamato
monosédico -también llamado E621, se trata de la sal del dcido glutdmico, un aminoacido
presente en todas las proteinas (Aguilar, 2010). En ratas se han realizado numerosos estudios
sobre los efectos fisiolégicos provocados por el glutamato monosédico (GMS). En estas
investigaciones se reportan varias anomalias como la causa de la ampliacién del higado,
aumento de la albumina de suero, disminucién de globulina en el suero, alteracién de la
actividad de varias funciones endocrinas, de provocar la sensibilidad del eje hipotdlamo-
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hipéfisis-rata-suprarrenal, provocar una disminucién en el ntimero de los foliculos de Graaf,
disminucién del espesor del endometrio e inducir alteraciones en la tasa metabdlica de la
glucosa (EL-Meghawry et al., 2013).

Existen reportes sobre los efectos toxicos y genotéxicos de esta sal y algunos
componentes quimicos que contienen los productos de sopas instantdneas y los materiales que
se ocupan para su transporte y protecciéon comercial, es decir el envasado. El glutamato
monos6dico mostré un efecto inhibitorio sobre la divisiéon celular en las raices de Allium cepa,
caus6 una disminucién de los valores de indice mitético; en tratamientos con 20, 40, y 60 ppm
aplicados por 6, 12, y 24 horas respectivamente, cambiaron la frecuencia de las fases de la
mitosis en comparacién con los grupos control. Este compuesto aumenté anomalias
cromosOmicas, entre las que se encuentran los microndcleos, c-mitosis, puentes anafésicos,
binucleos y cromosomas rezagados (Tiirkoglu, 2013).

El glutamato monosédico a una dosis de 4 mg/g inyectada intraperitonealmente en
ratas Wistar durante 10 dias, significativamente (PB/0,01) indujo la formacion de eritrocitos
policromaticos micronucleados (MCNCP) en médula 6sea. El presente trabajo es el primer
estudio que informa que el glutamato monosédico induce micronticleos en células de médula
Osea de rata (Farombi y Onyema, 2006). Por otro lado, investigadores de la Universidad de
Cartagena, Colombia identificaron compuestos organicos volatiles liberados por envases de
alimentos hechos de poliestireno expandido (EPS), estos fueron sometidos a diversas
temperaturas y se determinaron sustancias quimicas liberadas que fueron capturadas por
microextraccién en fase sélida en la columna de cromatografia de gases y espectrometria de
masas. Los resultados revelaron la presencia de al menos 30 compuestos diferentes en los
productos examinados; los registrados con mayor frecuencia fueron benzaldehido, estireno,
etilbenceno y tetradecano. La liberacién de estas moléculas era dependiente de la temperatura.
Estos investigadores aconsejan regular el uso de los productos de EPS que puedan quedar
sometidos a un calentamiento con el fin de proteger la salud humana (Pajaro-Castro et al., 2014).
Investigadores de la Universidad de Gotemburgo, establecieron que los polimeros que son
clasificados como mas peligrosos estan hechos de monémeros y son considerados como
mutagénicos y/o carcindgenicos (categorias 1A o 1B). Estos pertenecen a las familias de
polimeros de poliuretanos, poliacrilonitrilos, cloruro de polivinilo, resinas epoxi, y estirenos,
estos dltimos fueron detectado en el envase de las sopas instantdneas (Lithner et al., 2011;
Pajaro-Castro et al., 2014).

Es notable que los productos envasados en EPS tienen una gran posibilidad de que este
contenedor genere dioxinas, al ser sometido al calor en el horno de microondas. Las dioxinas
son cancerigenas, mutagénicas, persistentes, bioacumulables, téxicas y volatiles, éstas son
transmitidas a través de la cadena alimenticia; en la cual el ser humanos se encuentra al final, a
pesar de esto en la actualidad la exposicién a las dioxinas en alimentos ha disminuido
notablemente sus concentraciones sin embargo, no deja de ser un riesgo de contaminacién
accidental de los alimentos (Llobet et al., 2003).

Dentro de las disposiciones generales de las normas mexicanas se considera que los
productos de uso médico y para consumo humano, deben someterse a pruebas de cito-
genotoxicidad o mutagenicidad para prevenir riesgos a la salud (DOF, 2013a, 2013b). Por todo
lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar el riesgo mutagénico en las células
meristematicas radiculares de V. faba y en las células de sangre periférica de ratéon CD-1,
provocado por los componentes quimicos de una sopa instantdnea de una marca comercial
reconocida y/o los de sus envases.
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MATERIALES Y METODOS
Reactivos

La cicloheximida (4-[(2R)-2-[(1S, 35, 5S)-3,5-Dimethyl-2-oxocyclohexyl]-2-hydroxyethyl]
piperidine-2,6-dione) 94% de pureza, fue obtenido de Sigma-Aldrich, USA. Sustancia téxica de
referencia utilizada como testigo positivo (Calabresi y Parks, 1985; Arencibia y Rosario, 2003;
Hettinger et al., 2007; Garcia, 2008).

Plantas y sopa instantanea
Las semillas certificadas de V. faba (variedad minor) fueron donadas por el laboratorio
de Recursos Naturales de la UBIPRO de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala UNAM.

Se adquirieron los envases con sopa instantdnea de una marca reconocida en un
supermercado del Estado de México, México. Informacién nutricional contenida en una sopa
instantdnea: Contenido energético 292 kcal (1238 kJ), proteinas 7.0 g, grasas (lipidos) 12 g,
carbohidratos (hidratos de carbono) 39 g, sodio 1.2 g, proteina 9%, vitamina A 14%, vitamina B1
5 %, acido folico 10%, hierro 15%.

Ingredientes: Harina de trigo enriquecida (harina de trigo, niacina, hierro enriquecido,
mononitrato de tiamina, riboflavina, 4cido félico), aceite vegetal (contiene uno o més de lo
siguiente: canola, semilla de algodén, tallo de apio), conservado con TBHQ, sal, vegetales
deshidratados (zanahoria, maiz, trigo, chicharos, cebolla, ajo, tallo de apio), maltodextrina,
glutamato monosédico, azticar, maiz, trigo y proteina de soya hidrolizados, el sabor de la sopa
en polvo, especias (semilla de apio), extracto de levadura, carbonato de potasio (mono,
hexameta y/o triplo) fosfato de sodio, salsa de soya (agua, trigo, frijol de soya, sal) carbonato de
sodio, curcuma, diéxido de silicio (agente antiendurecedor), inosinato disédico, guanilato
disédico, caldo de pollo, lactosa, lectina de soya.

Germinacién

Las semillas de V. faba (variedad minor) fueron desinfectadas por cinco min en una
solucién de hipoclorito de sodio 5%, después se enjuagaron cuatro veces con agua destilada.
Inmediatamente fueron embebidas durante 12 h en agua destilada. Posteriormente se pusieron
a germinar entre dos capas de algodén humedecido a 22°C por cinco dias. Cuando las raices
alcanzaron un tamafio de dos a tres cm de longitud fueron usadas para este estudio.

Tratamientos

Se seleccionaron y colocaron al azar cinco plantulas por tratamiento, formando cuatro
grupos de la siguiente forma: 1) Plantulas sumergidas en 10 ml de sopa instantdnea envasada
en EPS cocida en microondas, 2) Plantulas sumergidas en 10 ml de sopa cocida a fuego en
sartén, 3) testigo negativo: las plantulas de V. faba fueron suspendidas en 10 ml de agua
destilada y 4) grupo testigo positivo: fueron colocados sobre una solucién de cinco pg/ml de
cicloheximida. Cada lote tuvo un tiempo de exposicion al caldo de la sopa de 24 y 72 h. Los
grupos experimentales estuvieron en condiciones de incubacién a 22 °C + 1 °C y en obscuridad
para evitar el incremento de la oxidacién o la alteracion fisico-quimica de las sopas.

Ensayo de microntcleos

Para la prueba de microntcleos, se adopté el protocolo de Te-Hisiu Ma et al. (1995).
Después de 24 y 72 h post-tratamiento, las raices fueron cortadas a 1 cm de la zona
meristematica y fueron fijadas en solucién Farmer (etanol-acido acético 3:1) y almacenadas a
4°C por 12 h. Posteriormente fueron hidrolizadas en HCL 1N a 60 °C por cinco minutos.
Posteriormente se cortaron raices de aproximadamente dos mm de la zona meristematica y
fueron maceradas sobre un portaobjetos. Después, las células fueron tefiidas con aceto-orceina
al 1%. Finalmente utilizando un cubreobjetos se realiz6 el aplastamiento en monocapa
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(“squash”) para dispersar las células con la finalidad de observar al microscopio. La frecuencia
de microntcleos (MCN) fue expresada en términos del ntimero de células con MCN/1000
células contabilizadas por raiz en un microscopio 6ptico Nikon a un aumento de 1000 x y
fueron fotografiadas para su andlisis en un programa proporcionado por la Universidad de
Texas (UTHSCSA ImageTool para Windows Versiéon 3.00). Simultdneamente se contabilizé la
cantidad de células en divisién mitética. A partir de la siguiente férmula se calculd el indice
mitético %IM= No de células en [+P+M+A+T/1000 X100, pardmetro usado para evaluar
citotoxicidad.

Organismos

El trato y el mantenimiento de los organismos siguieron los protocolos establecidos por
la Norma Oficial Mexicana 3R (NOM-062-ZO0O-1999): Especificaciones técnicas para la
produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio. Se usaron ratones machos de la cepa
CD-1 de ocho semanas de edad con un peso aproximado entre 25-30 gramos. Los ratones fueron
proporcionados por el bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala. Desde la
aclimatacion hasta el final del experimento los animales se mantuvieron en condiciones de
laboratorio a 21 + 2 °C con un ciclo de luz-oscuridad 12:12 h., con acceso a alimento especial
para ratones y agua ad libitum.

Tratamientos

Se formaron cuatro lotes (marcando a los animales previamente) cada uno con cinco
ejemplares (machos seleccionados aleatoriamente) y distribuidos de la siguiente manera: 1) un
testigo negativo al cual s6lo se le administré agua y el alimento especial para roedores, 2) un
testigo positivo en el cual se aplicé tinicamente en una ocasién 0.3 ml de la cicloheximida por
via intraperitoneal a una concentracion de 60 mg/k, 3) un lote experimental al cual se le
administré via oral (aproximadamente 1 g) la sopa cocida en el envase de unicel por cinco
minutos en microondas y 4) a este lote experimental se le aplicé del mismo modo la ingesta de
la sopa a diferencia de la cocida a fuego por cinco minutos sin el envase. Diariamente se le
abasteci6 sopa fresca a cada grupo experimental.

Ensayo de micronticleos

Posterior a la administracién de la sopa instantinea, se procedié a extraer sangre
realizando una puncién en la zona caudal de los ratones a las 24, 48 y 72 h de haber sido
administrada. La gota de sangre se colocé sobre una laminilla y se procedi6 a realizar un frotis
(tres laminillas por ratén). Inmediatamente se fijaron las muestras con metanol. Las laminillas
fueron sometidas a un tren de tincién de hematoxilina/eosina por 10 minutos.

Las células policromaticas y normocromaéticas de la sangre periférica de los ratones
fueron contabilizadas auxilidndose de un microscopio 6ptico Nikon y posteriormente se
fotografiaron utilizando una cédmara digital Moticam acoplada a una computadora. Se
observaron un total de 2000 células entre policromaticas (CP) y normocromaéticas (CN) y la
frecuencia de microntcleos (MCN) en células policromaticas (MCNCP) en cada ratén.

Calculo del porcentaje de genotoxicidad y toxicidad

Los indices de genotoxicidad (%) y toxicidad (%) fueron calculados mediante el método
propuesto por Hayashi et al., (2000). Para ambos indices se consideré un total de 2000
eritrocitos. Las férmulas para calcular ambos indices son las siguientes:
% Toxicidad: [No de CP/2000] X 100
% Genotoxicidad: % MCN= No. de MCN en CP /2000 células totales X 100.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos para V. faba y células de ratén CD-1 fueron evaluados
estadisticamente por separado. Se emple6 para cada modelo biolégico un andlisis de varianza
de un factor (ANOVA) en un nivel de confianza de a= 0.05 y los valores medios obtenidos por
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los diferentes tratamientos fueron estadisticamente comparados usando la prueba de
comparaciéon multiple de Dunnett (p< 0.05).

RESULTADOS
Prueba de cito-genotoxicidad en V. faba

Con los datos promedio de los experimentos (10000 células de cada uno de los
tratamientos) se determindé que existe algin efecto cito-téxico significativo de la sopa
instantdnea cocida en el envase de EPS al microondas y cocida a fuego en un sartén (F (obs)=9.32
> Fa 005, 5= 2.76). La aplicacién de la prueba de comparacion miultiple de Dunnett (p<0.05) con
respecto al testigo negativo, permitié observar que al incrementar el tiempo de exposiciéon de
esta sopa (72 h) disminuy6 el porcentaje del indice mitético, en cambio, estos tiempos de
exposicién no fueron suficientes para inducir una frecuencia alta de microntcleos (MCN) en
raices de V. faba (Tabla 1).

Tabla 1. Efecto de la sopa instantdnea sobre el indice mitético y la frecuencia de microntcleos en células radiculares de

V. faba.
Promedios

Promedios % micronucleos + DE
Tratamientos % IM+ DE

zona M! zona F1
agua (testigo negativo)/24 h 1798 £4.71 0.0+0.0
agua (testigo negativo)/72 h 176 6.6 0.2+0.09
cicloheximida (5 ug/ml) (testigo positivo)/24 h 2.53 £1.8** 221 £0.87*
cicloheximida (5 ug/ml) (testigo positivo)/72 h 249 +0.9** 1.58 £ 0.25**
sopa instantdnea coccién en microondas /24 h 8.24 + 4.06* 0.2+0.09
Sopa instantdnea coccién en microondas /72 h 844 +£4.7¢ 0.0+0.0
Sopa instantanea coccién a fuego/24 h 13.08 £ 4.54 0.0+0.0
Sopa instantdnea coccién a fuego/72 h 9.16 £4.5* 0.6+0.16

M! = meristemo; * Diferencia significativa p<0.05 en prueba de Dunnett con testigo negativo promedio de 10 000 células
por tratamiento.

En los tratamientos de 24 y 72 h de exposicién de las raices a la cicloheximida (testigo
positivo), la sopa cocida en microondas con envase de EPS y cocida a fuego en sartén se observo
ennegrecimiento y endurecimiento de las raices, lo que posiblemente afect6 la disminucién de
la mitosis significativamente (p<0.05).

Para determinar si hubo un efecto de clastogenicidad (MCN) de la sopa instanténea, se
realizé la cuantificacion en la zona F1 (filial 1) de las raices de V. faba. Se observé que los
componentes de la sopa no tuvieron efecto genotéxico (clastogénico) sobre las células
radiculares F1 de V. faba (Fobs)= 1.80 < Fx 005, »5=2.76) (Tabla 1 ). Para dar un seguimiento de la
funcionalidad del experimento se empled como testigo positivo a la cicloheximida (Fig. 1). Este
es considerado un agente quimico clastogénico y téxico (retardo de divisién), lo cual fue
confirmado en este estudio, observando en los dos tiempos de exposicién una diferencia
significativa (p< 0.05 prueba de comparacién multiple de Dunnett) (Tabla 1).
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Fig. 1. Imédgenes tomadas a 100x donde se muestran dafios clastogénicos provocados por la exposicién ala
cicloheximida (testigo positivo). Estos efectos no se registraron en las células de V. faba con los tratamientos de la sopa
instantanea. Las flechas muestran puentes anafasicos y cromosomas retrasados (a y b) y micronticleos (c).

Prueba de cito-genotoxicidad en ratén CD-1

Con el objetivo de resolver la pregunta ;Por qué la ingesta de la sopa instantinea
provoca efectos citogenotéxicos en células de sangre periférica de ratén?, se realizé un analisis
estadistico de ANOVA de un solo factor (p < 0.05) de los datos promedio de cada uno de los
experimentos (10000 células de cada uno de los tratamientos), dando como resultado que por lo
menos una media presentaba una diferencia significativa. Los resultados de esta prueba fueron:
F(obs)=10.12 > F 0056 5= 2 57 y Fops)= 11.42 > F 005, = 2 57 para el porcentaje de toxicidad y el %
de genotoxicidad (MCN), respectivamente. Estos resultados muestran que existié6 alguna
diferencia significativa entre las medias de los tratamientos tanto para registrar los valores de
toxicidad y de genotoxicidad. Por tanto, se procedi6 a la aplicaciéon de la prueba de
comparaciéon multiple de Dunnett utilizando un nivel de confianza de p< 0.05 (Tabla 2). Asi se
determiné un incremento significativo en el porcentaje de la toxicidad y de la frecuencia de
microndcleos en las células policromaticas de los tratamientos de consumo durante 48 y 72 h de
sopa instantdnea cocida en microondas y cocida a fuego en células de sangre periférica del ratén
CD-1. Para dar un seguimiento de la funcionalidad del experimento se empleé como testigo
positivo a la cicloheximida (60 mg/k). Este es considerado un agente quimico clastogénico lo
cual fue confirmado en el presente estudio (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto cito-genotéxico en sangre periférica de ratén de una sopa instantanea cocida en microondas y a fuego.

Promedios
Tratamientos Promedios %toxicidad+ DE % micronucleos + DE
agua (testigo negativo) 7.03+1.02 0.025 +0.03
cicloheximida (60 mg/k) (testigo positivo) 5.82 + 0.4** 0.98 +0.23**
sopa instantdnea coccién en microondas /24 h 17.46 9.5 0.06 +0.04
sopa instantdnea coccién en microondas /48 h 34.367.7** 0.54+0.3**
sopa instantdnea coccién en microondas /72 h 40.1£7.98% 0.65 £ 0.12**
sopa instantdnea coccién a fuego/24 h 34.9 £5.7** 0.012 £ 0.02
Sopa instantdnea coccién a fuego/48 h 13.25+5.94 0.33+0.21**
sopa instantanea coccién a fuego/72 h 229 +12.1* 0.53 £ 0.16**

**Diferencia significativa p <0.05 en prueba ANOVA de un factor y multiple de Dunnett con testigo negativo. Promedio
de 10000 células por tratamiento. También se utiliza como grupo de comparacion al tratamiento de los ratones con agua
destilada (testigo negativo), en donde no hay ningtn efecto de cito-genotoxicidad.

DISCUSION

Prueba de cito-genotoxicidad en V. faba
La actividad mitdtica expresada como el porcentaje (%) del indice mitético (IM) fue el
primer parametro para evaluar la citotoxicidad de la sopa instantdnea. La citotoxicidad puede
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ser determinada por la tasa de disminucién del IM en la zona meristematica de la raiz de V.
faba. En este estudio es evidente que la sopa cocida en microondas y cocida a fuego (72 h)
reduce significativamente el IM. La disminucién en el ntimero de células en division en las
raices de V. faba muestra el efecto con cardcter de ligeramente cito-téxico de las sustancias que
se encuentran mezcladas en el sistema acuoso de la sopa. Algunos autores sefialan que
alimentos envasados en unicel (poliestireno) tiene el riesgo potencial de contener componentes
quimicos como benceno, estirenos y 1,3-butadieno, ademas el unicel al ser calentado en hornos
de microondas genera dioxinas (Llobet et al., 2003; Celis, 2008-2009; UAM 2010; EFSA, 2012).

Para resaltar la discusién de los resultados obtenidos en el presente estudio fue
considerado lo sefalado por los autores antes mencionados, es decir, se piensa que los
compuestos contenidos en el caldo de la sopa, como el alto contenido de NaCl (cloruro de
sodio =sal de cocina) y el glutamato monosédico, y los compuestos liberados por el
calentamiento de la sopa en los envases de poliestireno expandido en el microondas como son
el benceno (fenoles) y los estirenos (Aguilar, 2010; Lithner et al., 2011; Pajaro-Castro et al.,
2014), o los compuestos quimicos producto del metabolismo de las células vegetales de V. faba
expuestas al caldo de la sopa. Por lo tanto, son considerados estos compuestos quimicos como
bioactivos que pueden originar especies més reactivas capaces de interaccionar con las
biomoléculas celulares, unirse covalentemente a macromoléculas o iniciar en la célula
reacciones radicalarias en cadena, todo ello con el resultado de ennegrecer y endurecer las
células corticales de las raices de V. faba por lo que éste fenémeno de lignificacién de las raices
reduce el % de divisién celular, trayendo como consecuencia el retraso en el crecimiento de las
plantulas, esta observacién concuerda por lo observado por Tiirkoglu (2013), este investigador
sefiala que el glutamato monosédico muestra un efecto inhibitorio sobre la divisién celular en
raices de Allium cepa que trae como consecuencia una disminucién en los valores del indice
mitético. Como se observd, la division celular de las raices de V. faba se redujo
significativamente en los tratamientos utilizando el microondas en los tiempos de exposicién de
24 y 72 h. Esto se debe posiblemente a que las dioxinas y las sustancias fendlicas producto del
metabolismo del benceno se fueron acumulando a una exposicién de mayor tiempo provocando
significativamente la disminucién del % del IM (ATSDRUSPHS, 2007; Avalos y Pérez-Urria,
2009; Santolaya et al., 2003).

Estos metabolitos podrian estar involucrados con mecanismos del crecimiento de la
raiz. Como lo han sefialado algunos estudios por ejemplo, uno de los mecanismos que
posiblemente puedan explicar la acciéon de estos metabolitos en la inhibicion del ciclo celular en
la fase G1 es por activaciéon de genes implicados con la regulacién del ciclo celular y/o
apoptosis, en presencia de dafio genético, donde serian encargados de desencadenar una serie
de sefiales que dependiendo de la magnitud del dafio resultara en el retraso del ciclo para dar
lugar a la reparacién del mismo o bien en la eliminacién via apoptosis de la células muy
dafiadas (Menéndez et al., 2000; Prieto et al., 2008). Retomando lo sefialado por MacLeod (1968)
y Kunikowska et al. (2013), quiza otro mecanismo de disminucién celular en este trabajo es la
interaccion de las sustancias fendlicas y las dioxinas con las cinetinas y las auxinas (4cido indol
acético), dos hormonas necesarias para el crecimiento vegetal. Los mismos autores sefialan que
en especial las cinetinas son propuestas como probable mecanismo de ésta disminucién de la
divisién celular en V. faba. Las cinetinas son convertidas con fosforibosil transferasa a
monofosfatos. Estos compuestos se unen a receptores que inducen la salida de iones de calcio
desde el reticulo endoplasmatico y directamente o indirectamente detienen a las células en la
fase G1 y en la fase G2 dirigiéndose al proceso de la muerte programada con la condensacién
del ADN, la segmentacién de los ntcleos y la degradacion de ADN por nucleasas (MacLeod,
1968; Kunikowska et al., 2013).

En el presente estudio la mayor incidencia de microntcleos y aberraciones
cromosodmicas (fragmentos cromosémicos y puentes anafdsicos) fueron observados en el testigo

504



BIOCYT, FES Iztacala, UNAM, Satl Flores-Maya et al., 2014. Evaluacién de la toxicidad. 7(27): 497-508.

positivo (cicloheximida) indicando el funcionamiento correcto de la técnica (Calabresi y Parks,
1985; Arencibia y Rosario, 2003; Hettinger et al., 2007; Garcia, 2008).

En este sistema vegetal la quimica de la sopa instantanea no provocé dafio genotdxico
significativo (clastogénico) a las células meristeméticas de V. faba. Esto se puede explicar en
primer lugar al nivel alto de toxicidad que tienen los compuestos benceno y dioxinas que fueron
disminuyendo el porcentaje de células en divisién, segundo las concentraciones de estos
componentes y su tiempo de exposicién no fueron suficientes para provocar un dafio genético y
tercero las células vegetales presentan un metabolismo genético que les permite reparar el dafio
clastogénico que podria ser provocado por los componentes quimicos y sus metabolitos del
envase y de la sopa.

Prueba de cito-genotoxicidad en ratén CD1

La proporciéon de las células policrométicas en relacién a las células normocromaticas
fue expresada como él % de toxicidad, este fue el primer pardmetro para evaluar la cito-
toxicidad de la sopa instantdnea. La cito-toxicidad puede ser determinada por la tasa de
disminucién o aumento de la frecuencia de células policrométicas en sangre periférica de
ratones. En este estudio es evidente que la sopa cocida utilizando el microondas y cocida a
fuego (48 y 72 h) aumentan significativamente la produccién de células policrométicas, esto
demostré quizéd, que la sopa tiene caracter de estimulador en la formacién de eritrocitos en
sangre. De tal forma que permiti6 inferir, si los eritrocitos derivan de las células madre (médula
6sea) conocidas como hemocitoblasto, entonces la sopa instantdnea tiene algunos componentes
quimicos que se relacionan a la eritropoyetina que es una hormona de crecimiento producida en
los tejidos renales, y que estimula a la eritropoyesis (es decir, la formacién de eritrocitos), la cual
es responsable de mantener una masa eritrocitaria en un estado constante (Guyton, 2006). El
aumento de la concentracién de eritrocitos (eritrocitosis) es menos comun. Naturalmente, esto
es una suposicién que abrird en un futuro un protocolo de investigacién para confirmar o
desechar esta idea.

Como se sefiald anteriormente algunos investigadores indican que los alimentos
envasados en unicel tienen el riesgo potencial de contener componentes quimicos como
benceno, estirenos y 1,3-butadieno, ademas el unicel al ser calentado en hornos de microondas
generan dioxinas (Celis, 2008-2009; UAM, 2013). De acuerdo con esta idea, en este estudio los
compuestos bencénicos, dioxinas y alcoholes podrian ser los causantes del aumento en el % de
células policromaticas y en el incremento de la frecuencia de micronticleos en células
policromaticas, esto tltimo, probablemente provoco los efectos clastogénicos y aneugénicos en
estas células. Te-Hsiu Ma et al. (1995), Askin y Sultan (2007) e larmarcovai et al., (2008) han
seflalado que estos efectos posiblemente podrian estar relacionados a la formacién de
alteraciones celulares por ejemplo, el cancer.

Solamente en los tratamientos de cocimiento de la sopa en microondas y a fuego en el
tiempo de exposicién a 24 h las células no mostraron dafio. Esto se debi6 principalmente a que
las sustancias que contribuyeron a la citogenotoxicidad de la sopa instantdnea en otros
tratamientos, de algtin modo fueron metabolizados, pero no fueron bio-activos en un tiempo de
24 h o los sistemas de reparacion genético fueron eficientes en tiempos cortos de consumo de
estas sopas, no siendo asi a las 48 y 72 h. Quizé esto ultimo, se debié al aumento de los
compuestos de la sopa o sus metabolitos secundarios en el torrente sanguineo de los ratones
provocando los dafios de toxicidad y genotoxicidad. En los tratamientos de 72 h tanto en sopas
calentadas en microondas como a fuego, en las muestras de sangre de los ratones de este
tratamiento se observaron eritrocitos crenados, esto se debié principalmente a la acumulacion
de las sales (glutamato monosédico més 1.2 g. de sodio) en los recipientes (Aguilar, 2010) y por
tanto, los animales ingirieron mayor porcién de sales. Este trabajo aporta en el conocimiento de
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la genotoxicidad del glutamato monosédico reportado por primera vez por Farombi y Onyema
(2006).

Se puede concluir que a) La citoxicidad ligera de la sopa instantanea sobre la division
celular de V. faba se debe posiblemente a los componentes quimicos del envase (poliestireno) y a
los constituyentes quimicos de la sopa mezclados en el caldo, B) la reduccién en la divisién
mitética trae como consecuencia un retraso en el crecimiento somético de las plantulas, c) la
exposicién de la sopa instantanea a células de V. faba por 72 h no es genotodxica, d) la cito-
genotoxicidad de la sopa instantanea sobre las células de sangre periférica del ratén CD-1 se
debe a los componentes quimicos del envase (poliestireno) y a los mezclados en la sopa y €) en
éste sistema animal la sopa instantanea provocé dafio genotéxico (clastogénico) en las células
sanguineas de ratén CD-1.
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