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Resumen

Se obtuvieron muestras de sangre periférica de dos estudiantes de 11° del Gimnasio Campestre y se utilizaron para cultivo
de linfocitos mediante técnicas convencionales. Se incubaron 12 muestras por 24 horas a 37°C. Seguidamente, se le agregé
a las muestras las sustancias ha evaluar: 500 ml al 30% de acrilamida, 0,1 g de cafeina pura, 1 ml de jugo concentrado de
noni, 1 ml de Coca-Colay 2 ml, (10 mg/ml) de bromuro de etidio. Dos muestras se utilizaron como control positivo. Luego,
las muestras se incubaron nuevamente por 48 horas a 37°C. Luego se aislé el ADN y se utiliz6 en reacciones de RAPD-PCR
(Amplificaci6n al Azar de Fragmentos Polimorficos de DNA). El anélisis molecular mostr6 que la acrilamida fue el producto
que presento un mayor cambio con un 80% en ambas muestras. El noni fue diferente para los dos individuos, presentando
en uno de ellos 70% de variacién y en el otro apenas un 20%. La Coca-Cola y la cafeina presentaron un patrén de bandas
similar en los dos individuos con cambios apenas del 10% y el bromuro de etidio, control positivo del experimento, mostré
una alta variaci6n, aproximada del 50%. Los resultados muestran cambios en la secuencia del DNA, sin embargo, no se

puede concluir que esta variacién se deba a los productos por la baja cantidad de repeticiones utilizada. Ademds, la técnica
de RAPD:s puede tener influencia en la variabilidad obtenida.

Palabras Clave: Noni, Coca Cola, Cafeina, Acrilamida, RAPDs-PCR, perfiles electroforéticos.

Summary

Peripheral Blood samples were taken from two 11" grade students from Gimnasio Campestre, and were used to cultivate
lyfocytes by conventional techniques. 12 samples were incubated for 24 hours at 37°C. Inmediately the substances that
were to be evaluated were added to the samples, 500 ml at 30% of acrilamida, 0,1 gr of caffeine, 1 ml of concentrated noni
juice, 1 ml of Coca Cola and 2 ml (10 ng/ml) of etidium bromide. Two samples were used us positive control. The samples
were then incubated again for 48 hours at a temperature of 37°C. After a period of 48 hours the AND was separated and
used in RAPD-PCR reactions (Random Amplification of Polymorphic Fragments of DNA). The molecular analysis showed
that the acrilamida product that showed the greatest change with 80% in both samples. The noni concentrate was different
for two persons, showing 70% variation in one and the other only 20%. The Coca Cola and Caffeine showed a pattern of
bands similar in both individuals with only about a 10% change. The etidium bromure wich was the positive control of the
experiment showed a high variation, approximately 50%. The results show changes in the sequence of the DNA, but we
cannot conclude that this variation is caused by the substances being evaluated because of the limited repetitions used. Also
the technique of RAPDs could influence the variables achieved.

Key Words: Noni, Coca Cola, Caffeine, Acrilamida, RAPDs-PCR, electrophoretic profile.

Introduccion son los responsables de] proceso evolutivo en las especies,

La mutagénesis en las especies se puede definir como una
variacion discontinda, (mutacién) ya sea de caricter
somdtica, germinal, genética o espontanea, la cual desde su
aparici6n queda ligada a la herencia, de esta forma, modifi-
cando la carga hereditaria en uno o més individuos de una

especie.

Existen dos tipos de mutagénesis, natural e inducida: La pri-
mera es cuando se produce un cambio “natural” en el mate-

ial genético de un individuo de una especie; estos cambios
ri

los cuales a su vez Surgen a través de varias generaciones Y
eXperimentan un proceso de prueba y error hasta lograr 1a

muta.c16n mds adecuada segun las necesidades de supervi-
vencia de la especie,

La segunda, es cuando la mutacién es provocada directd-
mente o indirectamente, con intencién o sin intencion por el
h"m?fe» Y sea por sustancias quimicas disueltas en el medio
ambiente denominadas mutdgenos o por acciones fisicas
como las radiaciones nucleares, como sefiala Juan Lacadend.

la mutagénesis se induce por la accién de agentes fisicoS
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o0 quimicos producidos y utilizados por la nueva tecnologia
y que resultan ser poderosos mutégenos y/o carcindgenos”.

Toda mutacién va acompaiiada de ciertas consecuencias
fenotipicas, las cuales pueden ser: Mutaciones morfoldgicas:
Este tipo de mutaciones afectan las propiedades exterior-
mente visibles de un organismo como la forma, el color, o el
tamafio; por ejemplo: “las alas rizadas en Drosophila y el
enanismo en guisantes se consideran todas ellas mutaciones
morfolégicas”. Mutaciones letales: Este tipo de mutacién
se reconoce por sus efectos letales en el organismo. Por
ejemplo, irregularidades en la sangre que pueden llegar a
provocar la muerte del organismo mutante. Mutaciones con-
dicionales: Este tipo de mutacién se caracteriza porque el
alelo mutante, expresa las condiciones mutantes bajo cier-
tas condiciones conocidas como condiciones restrictivas, pero
bajo condiciones normales o permisivas expresa el fenotipo
normal. Por ejemplo, la temperatura puede ser una condi-
cién restrictiva para un alelo mutante como nos lo muestra
Suzuki. “En Drosophila, por ejemplo se conoce una clase
concreta de mutaciones denominada letal dominante sensi-
ble al calor. Los heterocigotos (H+H) son normales a 20 °C
(la temperatura permisiva), pero mueren si se eleva la tem-
peratura a 30°C (la temperatura restrictiva)”. Mutacio-
nes bioquimicas: En este tipo de mutacién las funciones qui-
micas de la célula se pierden o varian, generalmente en una
incapacidad para crecer y proliferar nuevas generaciones.
Mutaciones de resistencia: Este tipo de mutacion se carac-
teriza porque el organismo o célula mutante adquiere la ca-
pacidad de crecer bajo la presencia de algtin inhibidor espe-
cifico, el cual no permitiria el desarrollo del organismo o
célula si estos se encontraran en estado normal (estado sil-
vestre).

Se consideran sustancias mutagénicas y carcinogénicas,
aquellas que pueden producir defectos o cambios genéticos
hereditarios, asi como aumentar su frecuencia en una po-
blacién. Aunque no todas las sustancias mutagénicas son
carcinogénicas, éstas tienen un alto riesgo de generar ano-
malfas a nivel somético y germinal, tales que pueden llegar
a desencadenar diversos tipos de céncer, como céncer de
piel, de mama y c4ncer de aparato digestivo, etc .

Por esta razén, las sustancias mutagénicas se asocian con
sustancias carcinogénicas. Ademds, estos tipos de céncer
llegan a manifestarse constantemente entre diversos miem-
bros de una familia a lo largo de varias generaciones, ya
que una vez generados, éstos quedan ligados a la herencia
y son desencadenados por el uso o contacto frecuente con

sustancias mutagénicas.

Actualmente en el mundo no existe un icono que marque o
que alerte sobre el riesgo de estas sustancias, las cuales
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aumentan cada vez mds, ya que dia tras dia los cientificos
descubren propiedades mutagénicas en sustancias que se
crefa que no posefan dichas caracteristicas y riesgos. (Ver
Tabla 1).

Tabla 1:

Algunos alimentos mutagénicos,
comprobados cientificamente

- Cafeina.

- Edulcorantes que contienen Ciclamato y
ciclohexilamina.

- Alimentos que contienen grasas y aceites, con 4ci-
do etilen-diamino-tetracético, como la mayonesa,
margarina, salsas, etc.

- Isotiocianato de alilo: Producto natural que se deri-
vade la sinigrina, glucosinolato muy comiin en plan-
tas del género Brassica (coles) y Sinapsis (rdbano,
etc.).

- Lacarne, el pescado y el queso que han sido trata-
dos con nitritos y dcido nitroso.

- El vino y la cerveza, ya que contienen Bisulfito
sédico.

- Hongos como Aspergillus flavus y Penicillium
puberulum que pueden aparecer sobre algunos fru-
tos secos como el mani, las almendras, etc.

- Alimentos ahumados como galletas, margarina y
mayonesa.

- El1,2,5,6-dibenzo-antraceno, que se encuentra en
carne y pescados ahumados.

- Bromato de Potasio (KBrO:), encontrado en el pan
y alimentos similares.

- Yogurt.

- Colorantes.

- Aspartame: endulsante sintético.

- Gelatina.

Debido a que las sustancias mutagénicas son tan comunes
en el medio, los seres vivos pueden entrar en contacto con
ellas ya sea por inhalacién, ingestién o penetracién cutnea,
aumentando asf la frecuencia de cambios mutagénicos in-
ducidos en seres vivos o poblaciones de estos.

Metodologia

Muestra bioldgica: Se utilizaron linfocitos provenientes de
dos estudiantes de 11° del Gimnasio Campestre. Las mues-
tras se obtuvieron con jeringas de 10 ml (PLASTIPAKMR)
y seguidamente se introdujeron en tubos VACUTAINER
que contenfan K3 EDTA.

Productos quimicos: Se utilizaron los productos:
Acrilamida, Cafeina, Noni, Coca-Cola y Bromuro de etidio.
La acrilamida se obtuvo del Laboratorio de Biologia
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d Campestre, al igual que el Bromuro

e etidio. La cafefna se consiguié en un laboratorio quimi-
c0. El noni y la Coca-Cola se obtuvieron de un supermer-
cado.

Cultivo celular: Las muestras de sangre periférica obteni-
das de dos estudiantes de 11° del Gimnasio Campestre,
Sebastian Mora y Daniel Bernal, se utilizaron para cultivo
de linfocitos mediante técnicas convencionales. En frascos
de vidrio transparente se cultivaron siete muestras de san-
gre de cada estudiante, c/u de 1 ml aproximadamente, en 5
ml de RPMI enriquecido con 1 ml de suero fetal bovino,
0,2 ml de fitohemaglutinina y 20 microlitros de antibiético
(Penicilina—Streptomicina). Las doce muestras se incubaron
por un periodo de 24 horas a 37°C, figura 1.

Inoculacion de las sustancias: Transcurrido el periodo de
incubacidn, se le agregaron a las muestras las cinco sustan-
cias experimentales en las siguientes cantidades: Acrilamida:
500 ml al 30%, Bromuro de Etidio (control positivo): 2 ml
(10 mg/ml), Cafeina: 0.1 g, Noni: Se concentr6 por medio
de calor y se utiliz6 1 ml y Coca-Cola: 1 pI. Un humano
promedio posee aproximadamente 5.000 ml de sangre en
su cuerpo, los valores de las anteriores sustancias est4n da-
dos sobre 1 ml, por lo tanto deben multiplicarse por 5000
para determinar una equivalencia aproximada, la cual es la
cantidad de ese producto que una persona debe ingerir para
que se produzcan cambios al mismo nivel de los cultivos
celulares utilizados en el proyecto.

De esta forma, se realiz6 un cultivo de cada sustancia mas
un cultivo “control” por alumno y se le asign6 un cédigo
correspondiente a cada uno asf:

Alumno A (Sebastian Mora): Al 2 Control; A2
Arcrilamida; A3 =Bromuro de Etidio ( control +); A4=>
Cafeina y A5 Noni; A6>Coca-Cola.

Alumno B (Daniel Bernal): B12Control; B2 9Arcrilamida;
B32Bromuro de Etidio (control +); B4 Cafeina; B52>
Noni y B6 2 Coca-Cola.

Aislamiento de DNA: Después del periodo de incubacién
con las sustancias experimentales, se aislé el DNA de todas
las muestras de sangre, utilizando el método de Salting Out,
con el cual logramos obtener alrededor de 1.000 ng de DNA
lavado con etanol al 70% y resuspendido en TE 1X. Esta
muestra obtenida se cuantificé por observacion directa des-
pués de un corrido electroforético.

Reaccién RAPDs-PCR: Las reacciones de RAPDs-PCR
se basan en la amplificacién de DNA genémict?, el 01.1a1 es
expuesto a oligonucleétidos cortos de se(‘:uenma variable,
que se unen a varias regiones del genoma simultdneamente,

produciendo la amplificacién de varias bandas d‘%

variable tipicas produciendo una huella dactilar.

La reacci6n consistio en un total de 50 ciclos, divididog o
dos programas de 25, 1 min. a 96°C, 1,5 min, 4 37Cyy
min. a 68°C; en los que se utiliz6enc/u 1 ul Taq polimerg
3,0 mM de MgCl,, 1X PCR Buffer, 200 M dNTps y 4’
pM de iniciadores, en un volumen final de 25y] ¢] cual se
completé con agua destilada estéril.

Revelado electroforético y lectura del gel: 1.os productog
obtenidos por RAPDs-PCR se revelaron en un ge] de agarosa
al 2%, el cual est4 dividido en 13 celdas.

Antes de iniciar la electroforesis, sembramos en cada celda
8,5 ml de cada muestra y 3 ml de marcador de peso 100 bp
DNA.

Finalmente, iniciamos el corrido electroforético a 120 V
durante 45 minutos. Transcurrido este tiempo sacamos el
gel de la cdmara y visualizamos las bandas de DNA de las
12 muestras en el transiluminador y tomamos dos fotos con
una cdmara Polaroid, Figura 3.

Resultados

El cultivo celular que produjo una mayor multiplicacién de
linfocitos fue el tratamiento con acrilamida, muy por enci-
ma de los controles. Los tratamientos con noni mostraron
un fndice de multiplicacién apenas un poco mayor; en cam-
bio, los cultivos con Coca-Cola y bromuro de etidio presen-

taron un indice similar, y la cafefna, un poco por debajo de
los controles.

De este modo concluimos que la acrilamida induce a la mi-
tosis, ya que se vio un significativo aumento de células en
los tubos que contenian esta sustancia. El pellet de los tu-
bos que contenian bromuro de etidio, era claramente visible
y se lograban distinguir con facilidad los gl6bulos rojos de
los blancos, lo cual fue totalmente contrario en los tubos
que contenian cafeina, ya que por la coloracién marrén que
presentaron las células, fue muy dificil obtener €l DNA de

estas muestras y distinguir los tipos de células que habia e
ellos.

Por otro lado, los tubos que contenfan noni y COCa'COIZZ
1O presentaron ninguna irregularidad en las células, asf o™

tampoco tuvimos dificultades para extraer el DNA de &
tas muestras,

Después de realizar |a Amplificacién al Azar de Fragmen'®
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1.) Control (A)

2.) Acrilamida (A)

3.) Bromuro de Etidio (A)
4 ) Cafeina (A)

5.) Noni (A)

6.) Coca-Cola (A)

7.) Control (B)

8.) Acrilamida (B)

9.) Bromuro de Etidio (B)
10.) Cafeina (B)

11.) Noni (B)

12.) Coca-Cola (B)

Il Celdas del gel donde se sembraron las muestras y el marcador de
peso.

mm Bandas del control (A) y/o handas de sustancias diferertes al control
(A) pero que concuerdan con las del mismo.

0O Bandas del control (B) y/o bandas de sustancias diferentes al control
(B) pero que concuerdan con las del mismo.

M Bandas de sustancias diferentes a los controles y que no concuerdan
con su respectivo control (A) o (B).

13.) Mrcador de peso B

Figura 1. Interpretacién de los cambios electroforéticos producidos por la acrilamida, noni, cafefna y Coca Cola sobre linfocitos
humanos.

Polimérficos del DNA (RAPDs-PCR), efectuamos la lec-
tura del gel con lo cual logramos observar el cambio en los
perfiles electroforéticos producidos en el DNA de cada
una de las muestras de linfocitos humanos, con relacién a
sus controles respectivos, como se muestra en la Figura 2.
Como podemos ver en la Figura 1, las sustancias si produ-
jeron cambios en la secuencia de DNA con respecto a sus
controles:

Sustancias (A):

Acrilamida: mostré una banda similar a la del control,
aproximadamente en los 2000 Pb, también mostré una se-
gunda banda diferente a las del control aproximadamente
de 2200 Pb.

Bromuro de Etidio: Produjo en total cuatro bandas de las
cuales s6lo tres son similares a las del control en los 1500
1800 2000 Pb aproximadamente. Y s6lo una fue diferente
a las del control, aproximadamente en los 1600 Pb.

Cafeina: Produjo cuatro bandas, de las cuales dos son si-
milares al control aproximadamente en los 1500 y 1700 .
Las otras dos bandas que son diferentes a las del control
S€ encuentran aproximadamente en los 1800 y 2200 Pb.

Noni: El noni s6lo produjo una banda similar a las del con-
trol, aproximadamente en los 1700 Pb.

Coca-Cola: Produjo cuatro bandas similares a las del con-
trol, aproximadamente en los 1300 , 1500 , 1700 y 2000
Pb.
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Sustancias (B):

Acrilamida: Produjo dos bandas, una similar a las del con-
trol aproximadamente en los 1700 y una diferente a las del
control aproximadamente a los 2000 Pb.

Bromuro de Etidio: Produjo una sola banda similar a las
del control en los 1700 Pb aproximadamente.

Cafeina: Produjo seis bandas, de las cuales cuatro son si-
milares a las del control, aproximadamente de 1000, 1400,
1500 y 1700 Pb; y dos diferentes al control en los 1300 y
2000 Pb aproximadamente.

Noni: El noni produjo cinco bandas, de las cuales cuatro
son similares al control de 1000, 1400, 1500 y 1700 Pb; y

s6lo una diferente al control, aproximadamente de 2000
Pb.

Coca-Cola: Produjo seis bandas de las cuales dos son si-
milares a las del control de 1000 y 1500 Pb aproximada-
mente; y cuatro diferentes al control de 900, 1450, 1600 y
1800 Pb.

Tras realizar el anilisis molecular de las bandas amplifica-
das por RAPDs-PCR, pudimos observar que la acrilamida
fue el producto que presenté un mayor cambio con un 80%
en ambas muestras; luego el noni, el cual fue diferente para
los dos individuos, presentando en uno de ellos un 70% de
variacién y en el otro apenas un 20%. La Coca-Cola yla
cafefna presentaron un patrén de bandas similar en ambos
individuos con cambios apenas del 10% y el bromuro de
etidio, control positivo del experimento, mostré una alta
variacién aproximada del 50%.
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Conclusiones

1

2)

3)

4)

5)

La evidencia permite afirmar la hip6tesis alternati-
va (H1I): El perfil electroforético del DNA amplifi-
cado mediante RAPDs-PCR de linfocitos huma-
nos sometidos a estrés por los productos acrilamida,
noni, cafeina y Coca-Cola presentan cambios con
respecto al control (sin estrés).

En la etapa de cultivo celular, concluimos que la
acrilamida induce a la mitosis, ya que se vio un
significativo aumento de células en el pellet de los
tubos que contenian esta sustancia, tanto en el indi-
viduo (A) como en el individuo (B).

Los resultados muestran que las sustancias
acrilamida, noni, cafeina y Coca-Cola producen
diferentes cambios en la secuencia del DNA de los
linfocitos humanos analizados en dos individuos y
que, por lo tanto, podrian llegar a ser sustancias
mutagénicas.

Aunque los cambios en la secuencia del DNA son
evidentes, la metodologia utilizada presenta algu-
nas limitaciones. La poca cantidad de repeticiones
que se realizaron con cada una de las sustancias
experimentales no permite generalizar los resulta-
dos obtenidos en este experimento. Ademas, la téc-
nica de RAPDs-PCR puede tener influencia en la
variabilidad obtenida.

Este trabajo sugiere la necesidad de una mayor in-
vestigacién en el tema, utilizando diferentes
metodologias, con el fin de analizar los efectos
mutagénicos de estas sustancias y prestando espe-
cial atencién a las implicaciones de su uso frecuen-

te.
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Figura 2. Anilisis de las muestras realizadas por el estudiante Anto-
nio Ojeda.

Figura 3. Productos de amplificacién de las 14 muestras realizadas por
RAPDs-PCR y reveladas por electrodforesis de agarosa al 3%.
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