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ABSTRACT

Beer is a complex beverage, due to the extended variety of dissolved constituents which interact with each
other and may change rapidly from the moment of exposure to the environment. Much has been said about
the impact on human health on the consumption of beer; excessive intake can lead to health problems, on the
contrary with the moderate intake can significantly reduce DNA damage. The importance of short-term tests
for carcinogens and mutagens (micronucleus test) is feasible to be applied in risk analysis and quality control
of commercial alcohol beverages. The objective of this study was to evaluate the genotoxic effects in vivo of
two different types of beers using Vicia faba micronucleus test. Faba beans were used (Vicia faba var. minor) that
were exposed for 24, 48, 72 and 120 hours to the chemical composition of a mass-produced beer and craft beer.
The cytogenotoxic effect from the beers was evaluated in root meristematic cells. Cycloheximide (5 ug/ml),
3.6% ethanol (v/v) and 7.5% (v/v) were used as positive controls. Data were applied by analysis of variance
with individual comparisons (Dunnett’s test) with a significance criterion of p < 0.05. The results allowed to
establishing that treatments for the mitotic index and the frequency of micronuclei in meristematic cells had
significant differences compared to the negative control. In conclusion, the chemical components of these
alcoholic beverages and acetaldehyde derived from metabolized ethanol by the root neristematic cells of V.
faba did not induce high frequencies of micronuclei, in other words, they were slightly genotoxic and mildly
toxic by decreasing or increasing of cell division on root meristem cells of V. faba.

Key words: Vicia faba, cytogenotoxic, polyphenols, cycloheximide, micronucleus.

Manuscrito recibido el 05 de junio de 2015, aceptado el 02 de diciembre de 2015.


mailto:arturorosas.cip@gmail.com
mailto:saulsel@unam.mx
mailto:nor_hammettesp@hotmail.com
mailto:hectorbarrerae@hotmail.com
mailto:slga@atmosfera.unam.mx
mailto:ruizcabrera@gmail.com
http://www.iztacala.unam.mx/biocyt

BIOCYT, 9(33): 583-595, 2016, enero-marzo. Arturo Rosas-Cipriano et al. Evaluacién de la citogenotoxicidad.

RESUMEN

Se ha hablado mucho respecto al impacto sobre la salud humana provocado por el consumo de la
cerveza. Una ingesta excesiva puede traer consecuencias a la salud humana y por el contrario la
ingesta moderada de alcohol puede disminuir significativamente el dafio al ADN. La importancia
de las pruebas de corta duracién para los carcinégenos y mutdgenos (ensayo de micronticleos) es
factible de ser aplicado en el analisis de riesgos y control de calidad de las bebidas comerciales
como la cerveza. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto genotéxico in vivo de dos tipos de
cervezas con el ensayo de microntcleos en Vicia faba. Se emplearon semillas de haba (Vicia faba var.
minor) que fueron expuestas por 24, 48, 72 y 120 horas a los componentes quimicos de una cerveza
elaborada industrialmente y otra de manera artesanal. Se evalud el efecto citogenotéxico de las
cervezas en células meristeméticas de raiz. La cicloheximida (5 ug/ml), el etanol 3.6% (v/v)y 7.5 %
(v/v) fueron utilizados como testigos positivos. A los datos se les aplicé un andlisis de varianza con
comparaciones individuales (prueba de Dunnett) con un criterio de significacién de p <0.05. Los
resultados permitieron establecer que los tratamientos para el indice mitético y la frecuencia de
microntcleos en células meristematicas tuvieron diferencias significativas comparadas con el
testigo negativo. En conclusién, los componentes quimicos de estas bebidas alcohdlicas y el
acetaldehido derivado del etanol metabolizado por las células de V. faba no inducen frecuencias
altas de microntcleos, es decir fueron ligeramente genotdxicas y levemente tdéxicas ya que
disminuyeron o incrementaron la division celular de células meristeméticas de V. faba.

Palabras clave: Vicia faba, citogenotoxico, polifenoles, cicloheximida, microndcleos.

INTRODUCCION

La cerveza es una bebida compleja por la gran variedad de componentes disueltos en ella, mismos
que interactiian entre si y que pueden transformarse rapidamente desde el momento de estar en
contacto con el ambiente. Aunque se han llegado a reportar un gran ntimero de sustancias distintas
en la cerveza (mayor a 400) los componentes comunes en ella son: proteinas y aminoécidos (de
importancia en la fermentacién son prolina y lisina), minerales como el zinc o silicio, vitaminas,

acidos organicos que pueden variar de 200 a mas de 500 ppm y derivados en concentraciones traza
(Hough et al., 1981; Sendra y Carbonell, 1999; Varela, 2009).

Ferk et al., (2010) mostraron que la ingestién de xanthohumol, un flavonoide presente en la
cerveza y derivado del lapulo, reduce en un 44-50% la formaciéon de neoplasias generadas por
amino-3-metil-imidazol [4,5-f] quinolina en higado y colon de rata; ademdas disminuye
significativamente el dafio al ADN en células de higado y colon, este efecto lo presenté a
concentraciones de 71 pg/kg diluido en agua.

Zhao et al., (2010), identificaron acidos fendlicos y otros flavonoides presentes en cerveza,
ademas establecieron que tales flavonoides contribuyen en conjunto a la actividad antioxidante en
un 88%, algunos ejemplos de acidos fenélicos encontrados en cervezas mexicanas comerciales son:
acido galico, acido protocatechuico, acido catechin, acido vanilico, caféico, siringico, epicatechin,
cumaico y ferdlico.

Ivett et al., (1992) evaluaron la capacidad del extracto de cuatro cervezas comerciales para
inducir intercambio de cromatidas hermanas, aberraciones cromosémicas y mutaciones en ovocitos
de criceto chino (CHO) con y sin activacién metabdlica. Los extractos finales representaban una
concentracion 225 veces mayor que la mezcla de cervezas original. No obtuvieron resultados
positivos. Solamente en un estudio preliminar realizado por estos investigadores, la cerveza sin
activacion metabdlica mostré un posible dafio al ADN. Sin embargo, este resultado no se considera
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de importancia biolégica o estadisticamente significativo. Aunque estos autores manifiestan su
intriga al respecto.

Diferentes compuestos mutagénicos pueden estar presentes en la cerveza de manera
natural o por contaminacién en alguna fase del proceso de elaboracién y envasado. Ejemplo de ello
son la N-nitrosodimetilamina, N-etil-nitrosoguanidina y el uretano (Lijinsky, 1999; Yurchenko et al.,
2005); también se pueden encontrar metales pesados como aluminio, el cual se ha reportado para
cervezas mexicanas con 7.78 ppb (Blanco et al., 2010); micotoxinas (Bertuzzi et al., 2011); y otros
compuestos no deseados en la cerveza como proteinas llamadas genéricamente gluten (Guerdrum
et al., 2011), cloropropanoles y poliestrogenos (Bamforth, 2002).

De este modo estos estudios sobre la toxicologia de bebidas alcohélicas han puesto en entre
dicho la seguridad y salud de la poblacién evidenciando la exposiciéon cotidiana a compuestos
toxicos presentes en las cervezas. Considerando lo anterior, estas investigaciones pretenden
provocar el interés de la industria de alimentos y bebidas para integrar estos ensayos de
genotoxicidad a sus procedimientos de aseguramiento de calidad o evaluacién de riesgo.

Los ensayos con Vicia faba generalmente se orientan a evaluar contaminantes ambientales
desde hace més de 50 afios, esto es debido a que es una planta que posee un proceso de
germinacion rapido, un complejo cromosémico de 2n= 12 y la longitud de sus cromosomas es
grande. Ademads, las células meristematicas de las habas se utilizan como bioindicadoras de
genotoxicidad debido a su sensibilidad para cuantificar las alteraciones cromosémicas o celulares
provocadas por los efectos causados al exponerlas a agentes fisicos o quimicos. Es una planta con
un ciclo celular corto: 19.3 h donde 2 horas se ocupan para el proceso de la mitosis, y sus raices
poseen una proporcion alta de células en diferentes estados de la mitosis (Goémez-Arroyo y
Villalobos-Pietrini, 1995; El Hajjouji et al., 2007; Bu et al., 2011; Patlolla et al., 2012).

Por tanto, este estudio tuvo el siguiente planteamiento del problema ;Qué efectos
genotoxicos tiene una cerveza en células vegetales?, y considerando que el proceso de elaboraciéon
determina la naturaleza fisico-quimica de una bebida ;Qué tipo de cerveza es mas téxica en células
vegetales? Por lo que se plante6 la siguiente hipétesis: La industrializacion y estandarizaciéon del
proceso artesanal de elaboracién son factores vinculados a la genotoxicidad de la cerveza. Debido a
lo anterior, este trabajo tuvo como objetivo conocer la genotoxicidad de una bebida alcohélica
elaborada industrialmente y otra manufacturada artesanalmente.

MATERIALES Y METODOS
Reactivos

Cicloheximida (3-[2-(3,5-Dimethyl-2-oxocyclohexyl)-2-hydroxyethyl]glutarimide) 94% de
pureza, obtenido de Sigma-Aldrich, USA. Alcohol etilico 96° sin desnaturalizar, proporcionado por
Consorcio Luman S.A. de C.V., México. Sustancia téxica de referencia utilizada como testigo
positivo.

Se obtuvieron dos tipos de cerveza que difieren en su proceso de elaboraciéon e impacto
comercial. La primera es una de las mas vendidas tanto en México como a nivel internacional
(cerveza industrializada). Es una cerveza lager transparente y de tipo pilsner. La segunda es
elaborada manualmente, con un mercado local y creciente en el centro de la Reptblica Mexicana
(cerveza artesanal obscura).
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Germinacién

Las semillas de V. faba (var. minor) fueron desinfectadas por 3-5 min en una solucién de
hipoclorito de sodio 5%, 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 dfas. La parte experimental inicié cuando las raices
alcanzaron un tamario entre 2 y 3 cm de longitud.

Tratamientos

Se formaron 12 grupos experimentales con cuatro plantulas cada uno y distribuidos al azar
en dos tratamientos: seis grupos para la evaluacién de microntcleos (MCN) y seis para el andlisis
de aberraciones cromosémicas, designdndolos de la siguiente manera: grupo testigo positivo
(plantulas suspendidas sobre una soluciéon de 5 pg/ml de cicloheximida), testigo negativo
(plantulas suspendidas en agua destilada), grupos solucion vehiculo (y al mismo tiempo testigos
positivos) etanol en concentraciones de 3.6% y 7.5% (v/v). Estos grupos fueron agregados
considerando que el alcohol es reportado en la literatura como una sustancia téxica y con efectos
sobre la genética de los organismos como promutageno (Takehisa et al., 1982; Obe y Anderson.,
1987; Flores-Maya, 2000). Grupo expuesto a cerveza industrializada (volumen de 15 ml, 3.6% de
alcohol) y grupo expuesto a cerveza artesanal (volumen de 15 ml, 7.5% de alcohol). Con el fin de
mantener las propiedades fisicas y quimicas del volumen de las cervezas, el alcohol y agua de cada
uno de los tratamientos fueron remplazados cada 24 h durante cinco dias que duré el ensayo.
Todos los grupos estuvieron en condiciones de incubacién a 22°C + 1°C y en obscuridad para evitar
el incremento de la oxidacién o la alteracién fisico-quimica de la solucién vehiculo y las cervezas.

indice mitético (IM) y ensayo de microntcleos (MCN)

Para la determinacién de IM y la prueba de MCN se adoptaron los protocolos de Ma et al.,
(1995) y Patlolla et al., (2012), a los que se realizaron algunas modificaciones (descritas a
continuacién).

Después de 24, 48, 72 y 120 h post-tratamiento, las raices fueron cortadas 1 cm de la zona
meristematica y fijadas en solucién Farmer (etanol-dcido acético 3:1) y almacenadas a 4°C por 12 h.
Posteriormente fueron hidrolizadas en HCL 1N a 60°C por cinco minutos. Una vez hidrolizadas, las
raices se cortaron aproximadamente 2 mm de la zona meristematica y fueron maceradas sobre un
portaobjetos. Las células fueron tefiidas con aceto-orceina al 1%. Finalmente se realiz6 el
aplastamiento en monocapa (“squash”) utilizando un cubreobjetos para dispersar las células con la
finalidad de observar al microscopio (Ma et al.,, 1995; Patlolla et al., 2012). La frecuencia de
microntdcleos (MCN) fue expresada en términos del ntimero de células con MCN/2000 células
contabilizadas por raiz en un microscopio 6ptico Nikon LABOPHOT-2 a un aumento de 100x. Las
células fueron fotografiadas y analizadas con un programa proporcionado por la Universidad de
Texas (UTHSCSA Image Tool para Windows Versién 3.00).

Simultdneamente se contabiliz6 la frecuencia de células con anormalidades cromosémicas
y el nimero de células en divisién mitotica. IM fue calculado utilizando la férmula %IM= No de
células en I+P+M+A+T/2000 X100 (pardmetro usado para evaluar la citotoxicidad) y las
anormalidades cromosémicas fueron calculadas empleando la férmula %Alteraciones =No de
alteraciones totales/2000 x100 (Ma et al., 1995; Patlolla et al., 2012).
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Analisis estadistico

Los datos fueron analizados utilizando un ANOVA de un factor (a 0.05). Los valores
medios obtenidos por los diferentes tratamientos fueron comparados estadisticamente usando una
prueba de comparacion multiple conocida como Dunnett (a 0.05).

RESULTADOS
Variacién del IM y frecuencia de MCN

Los resultados de la ANOVA fueron: F (obs)=43.10 > F 00516 §3=1.76 y F (obs)= 6.72 >
Fa 0051663=1.76 para % de IM'y % de MCN, respectivamente. Los resultados de toxicidad muestran
diferencias significativas entre las medias de todos los tratamientos. Por tanto, se procedié a la
aplicacion de la prueba de comparaciéon maltiple de Dunnett utilizando un nivel de confianza de a
0.05 (Tabla 1). Se determiné que en las células meristematicas hubo un incremento significativo en
la divisién mitética por la exposicién durante 24, 48, 72 y 120 h en la bebida de la cerveza artesanal
(Fig. 1A).

Tabla 1. Efecto sobre la proporcion de células en divisiéon mitética (%IM) y en la frecuencia de microntcleos (%MCN) en
células meristematicas de V. faba debido a la exposicion de cerveza elaborada industrialmente y de manera artesanal.
Diferencia significativa p <0.05 con prueba ANOVA de un factor y **Muiltiple de Dunnett con testigo negativo.

ia + ia +
Tratamientos (H) Media + Desv. Est.  Media *+ Desv. Est.

% IM % MCN
testigo negativo 2157 6.4 0.09 +0.61
Cicloheximida (5 xg/ml)
24 2.53 +1.8* 2.21 +0.87**
48 7.75 £ 5.2%* 5.78 +1.81**
72 2.49 + 0.9** 1.58 + 0.25**
120 3.21 £ 0.9** 1.83 + 0.45**
alcohol 3.6 %
24 11.59 £ 1.2%* 0.13 £0.05
48 11.51 £ 2.6** 0.38 + 0.21**
72 4.39 +0.6** 0.33 £ 0.12**
120 6.73 £ 1.7** 0.27 £0.17
alcohol 7.5 %
24 8.71 £2.2** 0.68 + 0.36**
48 3.72+£2.3* 0.36 + 0.22**
72 242 +0.5** 0.60 + 0.11**
120 3.33 +£0.3** 0.33 +£0.17**
cerveza industrializada
24 6.71 £3.3** 0.42 £ 0.16**
48 3.53 +1.2%* 0.17 £ 0.06
72 5.26 + 3.5** 0.37 £ 0.07**
120 2.52 +£1.8** 0.31 + 0.20**
cerveza artesanal
24 52.36 £19.7** 0.32 £ 0.14**
48 50.37 £ 6.2** 0.29£0.15
72 48.28 £10.3** 0.18 £0.12
120 1.08 £ 0.9** 0.23 £ 0.08
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Fig. 1. Efecto sobre la proporcién de células en divisién mitética (A) y en la frecuencia de microntcleos, (B) en células
meristematicas de V. faba causado por exposicién a las cervezas. Diferencia significativa p <0.05 en prueba ANOVA de un
factor y *multiple de Dunnett con testigo negativo.

La frecuencia de células mitéticas radiculares disminuyé respecto al tiempo en los grupos
expuestos a la Cicloheximida, alcohol (3.6%), alcohol (7.5%) y cerveza industrializada comparados
con el testigo negativo (Fig. 1A). El % de MCN en los tratamientos testigos positivos o las sustancias
vehiculo, los resultados fueron los esperados, el tratamiento con Cicloheximida (5pg/ml) y la
solucion de alcohol al 7.5% (solucién vehiculo) mostraron un incremento significativo en la
frecuencia de microntcleos en las células meristematicas de V. faba. El alcohol al 3.6% tuvo un
efecto significativo a las 48 y 72 h.

El tratamiento con cerveza industrial present6 diferencias significativas en el porcentaje de
MCN respecto al porcentaje de MCN del testigo negativo (0.09 %) y de acuerdo a los resultados de
la prueba de Dunnett, el efecto fue notable a las 24 (0.42%), 72 (0.37%) y 120 (0.31%) horas
posteriores a la exposiciéon de la cerveza a las raices de V. faba. En el grupo expuesto a la cerveza
artesanal a las 24 h del postratamiento, se presenté un efecto significativo en el incremento de
células micronucleadas (0.32%) el que fue disminuyendo con el tiempo (Fig.1B).

Alteraciones cromosdmicas

La frecuencia de alteraciones cromosémicas en los grupos expuestos al alcohol (7.5%) tuvo
un porcentaje de 0.35, en la cerveza industrial fue de 0.50% y en la cerveza artesanal hubo un
incremento de 0.40% respecto al testigo negativo a las 24 h de postratamiento. Los grupos expuestos
a la Cicloheximida (5 ug/ml) mostraron un incremento significativo de alteraciones cromosémicas
en todos los tiempos (Tabla 2, Fig. 2). Los tipos de alteraciones mas frecuentes en todos los grupos
fueron puentes. También se observaron yemas nucleares (anormalidad nuclear) (Fig. 3).
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Tabla 2. Porcentaje de frecuencia de alteraciones cromosémicas en células meristematicas de V. faba causadas por la
exposicion a los dos tipos de cerveza. f(obs=6.38 > fa 0055 13=2 77 diferencias significativas en la prueba ANOVA de un factor y
**Multiple de Dunnett con el testigo negativo.

% Alteraciones cromos6micas
Media + Desv. Est.
control negativo 0.0+ 0.0

Tratamientos (H)

Cicloheximida (5 ug/ml)

24 0.4 +£0.02**
48 0.9+£0.1*
72 0.45 + 0.2**
120 0.35+0.1**
etanol 3.6%
24 0.20 £0.04
48 0.25+0.1
72 0.05+0.09
120 0.05 £ 0.06
etanol 7.5%
24 0.35 + 0.089**
48 0.20 £0.09
72 0.17+0.1
120 0.20+0.1
cerveza industrial
24 0.50 + 0.2**
48 0.25+0.08
72 0.30 £0.09
120 0.20 £ 0.007
cerveza artesanal

24 0.40 £ 0.2**
48 0.25+0.05
72 0.30 £ 0.09
120 0.20+0.1
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Fig. 2. Porcentaje (%) de la frecuencia de alteraciones cromosémicas en células meristematicas de V. faba expuestas a los dos
tipos de cerveza. Diferencias significativas en prueba ANOVA de un factor y **multiple de Dunnett con el testigo negativo.

Fig. 3. Alteraciones cromosémicas en meristemos radiculares de V. faba. A Microntcleo interfésico, B Microntcleo en
telofase, C'y D Retrasos y puentes cromosémicos y E alteracion nuclear llamada yema nuclear.

DISCUSION

Los fabricantes de cerveza no ofrecen informacién sobre la composicién quimica de sus
productos; debido a ello, la importancia de realizar investigaciones sobre los mismos, asi, la
importancia del presente trabajo radica en la evaluacién de las propiedades fisicas y quimicas de
dos productos comerciales. Autores como Alcazar et al., (2002), Asfaw y Grethe (2005) y Pohl (2008)
mencionan que los componentes registrados en cervezas son: anhidro carbénico, etanol, dextrinas
glicerina, minerales, vitaminas, polifenoles, carbohidratos y proteinas.

La citotoxicidad puede ser determinada por la tasa de disminucién o aumento de la
proporcion de las fases mitéticas en las células meristematicas radiculares de plantas como V. faba.
En este estudio es evidente que las dos cervezas mostraron un efecto sobre la proporcion de estas
células con referencia a un lote testigo (agua destilada). Sin embargo, solo la cerveza artesanal tuvo
un efecto significativo en la proliferacion celular, lo que demuestra que la cerveza artesanal tiene un
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efecto fisiolégico evidentemente téxico en la multiplicacién celular. Este efecto podria ser causado
por el alto contenido de fésforo (P) y potasio (K), esta suposicion se basa en trabajos de diferentes
investigadores que utilizaron métodos de espectrometria atémica en levaduras de diferentes
cervezas; asi mismo P y K son los elementos con un contenido importante en todas las muestras
estudiadas (concentraciones promedio de 405.7 y 215.83 mg/], respectivamente), lo que concuerda
con Alcazar et al., (2002), Asfaw y Grethe (2005) y Pohl (2008). Alcazér et al., (2002), mencionan que
las altas concentraciones de P y K pueden tener su origen en las materias primas (lapulo, cebada y
otros cereales) utilizada en la elaboracién de cerveza. La levadura también es una fuente rica de
estos metales. Pohl (2008) establece que estos minerales son necesarios para el mantenimiento de la
homeostasis de carga (necesario para el crecimiento de la levadura), participaciéon en la
osmorregulaciéon y regulacion de cationes divalentes y absorcién de fosfatos por las células de
levadura. Bonilla (2000) menciona que son nutrientes necesarios en el crecimiento de las plantas. P
y Kingresan en la planta a través de las capas externas de las células de las raices secundarias y de
la punta de la raiz. Una vez dentro de la raiz P puede quedarse almacenado en ésta area o ser
transportado a las partes superiores de la planta. A través de varias reacciones quimicas P se
incorpora a compuestos organicos como acidos nucleicos, compuestos de adenosina trifosfato y
elementos estructurales de la célula como la membrana citoplasmatica (PPI, 1999). Por otra parte, K
desencadena la activaciéon de enzimas para la produccién de adenosina trifosfato (ATP) (Bonilla,
2000); de tal forma que éste aumento de crecimiento y el aspecto saludable de las raices pudo ser
observado durante el tiempo de exposicién a la solucién de cerveza artesanal.

Por otro lado, el retraso del crecimiento de las raices expuestas a la Cicloheximida (testigo
positivo) y a las dos concentraciones de etanol (solucién vehiculo, también testigo positivo) y
cerveza industrial (concentraciéon de alcohol 3.6%) se debi6é a la actividad y biotransformacién
metabolica de estos agentes quimicos por las plantulas.

Garcia (2008) senala que la Cicloheximida (inhibidor de rutas endociticas) inhibe la sintesis
proteica en organismos eucariotas. Este antibidtico interfiriere con la actividad peptidil transferasa
del ribosoma 60S, bloqueando la elongacién traduccional. Inhibe la funcién del factor de elongaciéon
EF2 que media la translocacién de la peptidil-tRNA desde el sitio A al sitio P, y por ende la
elongaciéon de la traduccion. Inhibe las proteinas de “novo”. Esto explicaria el retraso en el
crecimiento de las células de V. faba. Por otro lado, la biotransformacién fundamental del etanol se
produce mediante un metabolismo enzimético oxidante. La mayoria de los organismos vivos como
las plantas, poseen la enzima de alcohol deshidrogenasa, que elimina el hidrégeno del alcohol y lo
transforma en aldehido o cetona (Cameron y Cossins, 1967).

En concordancia con Cameron y Cossins, (1967) en el presente estudio las células
radiculares meristematicas también metabolizaron el etanol a acetaldehido por medio dela alcohol
deshidrogenasa, junto con la adenin nicotinamida dinucleotido como cofactor. Esto quiere decir que
los productos del metabolismo de V. faba sobre el etanol y la Cicloheximida podrian ser una de las
causas de la disminucién del crecimiento y del rapido proceso de lignificaciéon de las raices. Por lo
tanto, las semillas tratadas con Cicloheximida (5ug/ml), etanol al 3.6%, 7.5% y cerveza
industrializada mostraron una toxicidad ligera como lo mencionan Takehisa et al., (1982) y Flores-
Maya (2000).

Respecto a la genotoxicidad, Choy et al., (1995), demostraron los efectos inhibidores del
etanol en la induccién de micronticleos de ratones CD1 expuestos a uretano con dosificaciones de
2500 mg/kg (0.3%) de etanol. El uretano es uno de los compuestos nitrogenados genotdxicos
comunes en bebidas alcohélicas (Choy et al., 1995). Actualmente se sabe que el etanol no es capaz
de inducir dafio cromosémico o mutagénesis en células de eucariontes in vitro. Esto fue evaluado
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usando la prueba de micronticleos in vitro (Phillips y Jenkinson, 2001). Flores-Maya et al., (2005)
sefialaron que el etanol en una concentracion de 3600 mg/L (0.5%) no induce intercambio de
cromatidas hermanas (ICH) en linfocitos humanos. Sin embargo, el alcohol presenta un
comportamiento “promutageno”, es decir, que requiere ser activado metabodlicamente por el
sistema enzimatico S10 de V. faba para provocar dafio mutagénico. El producto de ésta
biotransformacion es el acetaldehido, el cual mezclado con o sin la S10 si induce ICH en linfocitos
humanos.

De acuerdo a lo anterior, se descarta la posibilidad de que el etanol en concentraciones bajas
sea un factor vinculado con el dafio al ADN (Obe y Anderson, 1987; Choy et al., 1995; Arimoto-
Kobayashi et al., 1999; Monobe et al., 2003; Flores-Maya et al., 2005). Esto dltimo puede explicar la
presencia, aunque muy baja y poco significativa de la frecuencia de microntcleos en las células
meristemadticas de V. faba fue debido al porcentaje de alcohol usado en los grupos experimentales
(3.6 y 7.5%) que fue el mismo contenido en la cerveza industrial y artesanal. Pero, aun asi, estas
concentraciones no fueron suficientes para inducir altas frecuencias de microntcleos.

Como se observa en la Fig. 1B y en la Tabla 1 y de acuerdo a la interpretacién de la prueba
multiple de Dunnett, la cerveza industrial tuvo un efecto ligero en el incremento en la frecuencia de
microntcleos (0.42 %) sobre las células meristematicas de V. faba en relacién al efecto de la cerveza
artesanal (0.32%). Esta respuesta baja en la frecuencia de MCN se debi6 quizas a la incorporacién y
actividad de los polifenoles vegetales del lapulo (Humulus lupulus L.) de las cervezas y al contenido
de estos compuestos en las paredes celulares de las células meristematicas de V. faba (Quifiones et
al., 2012). Los compuestos derivados del lapulo presentes en ambas cervezas como los acidos
fendlicos y flavonoides con propiedades mutagénicas como xanthohumol (Ferk et al., 2010), acido
gdlico, 4cido protocatechuico, acido catechin, acido vanilico, caféico, siringico, epicatechin, cumaico,
ferulico acido eldgico, ploroglucinol, dcido clorogénico (Arimoto-Kobayashi et al., 1999; Zhao et al.,
2010), B-pseudouridina (Yoshikawa et al., 2002; Monobe et al., 2003) y glicin-betaina (Kimura et al.,
1999) pudieron coadyuvar a activar el efecto clastogénico o aneuplogénicos en las células
meristematicas de V. faba. Esto confirma que V. faba es un buen biomonitor capaz de detectar el
dafio genotéxico inducido por los componentes quimicos de las cervezas basandose en el hecho que
se pudo detectar un efecto, aunque muy ligero al ADN de esta planta.

La capacidad de los polifenoles de modular la actividad de diferentes enzimas, e interferir
consecuentemente en mecanismos de sefializaciéon y en distintos procesos celulares, pueden
deberse, en parte, a las caracteristicas fisicoquimicas de estos compuestos, que les permiten
participar en distintas reacciones metabdlicas celulares de 6xido-reduccién (Quifiones et al., 2012).

El decremento en funcién del tiempo de la frecuencia de microntcleos y aberraciones
cromosoémicas en todos los tratamientos, puede ser una respuesta del metabolismo xenobiético de
V. faba y la actividad antioxidante de algunos compuestos presentes en la cerveza. De acuerdo a
Coleman et al., (1997), la desintoxicaciéon vegetal (biotransfromacién, compartamentalizacién y
exocitosis) de xenobibticos depende de factores como la concentracién de glutation-S-transferasa
(GSH), citocromo P450 (CYP450), y pH citosdlicos (Nozawa et al., 2004). Se puede concluir que 1) la
cerveza elaborada industrialmente disminuye la actividad del ciclo mitético en meristemos de V.
faba, 2) las concentraciones empleadas de alcohol en ambas cervezas son un factor de
genotoxicidad ligera, 3) las dos cervezas son ligeramente mutagénicas en células radiculares de V.
faba, 4) el ensayo de micréntcleos en meristemos radiculares de V. faba es un procedimiento de
mutagenicidad de facil elaboracién y répida respuesta para utilizarse en el andlisis de riesgo y
control de calidad de bebidas comerciales como la cerveza, 5) la Cicloheximida es genotéxica y
citotéxica en células radiculares en V. faba y 6) lo observado en el presente estudio sustenta la
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importancia de los ensayos de corto plazo como indicadores de dafio inducido por agentes
quimicos en el material genético de organismo expuestos.
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