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RESUMEN

Las bebidas energéticas son esencialmente bebidas no alcohdlicas, que contienen taurina,
cafeina, glucuronolactona, inositol y complejo de vitamina B. Algunos contienen minerales
y carnitina, otros contienen azlcar a una concentracion del 12-14% vy el resto estan
formulados sin azucar. Una lata de alguna bebida energética en promedio contiene 80 mg de
cafeina (y hasta 141 mg), que corresponde o en ocasiones excede el contenido de cafeina en
una taza de café. Algunas bebidas contienen ademas cacahuates, guarana, yerbabuena, etc.,
que contribuyen a elevar el contenido de cafeina, hasta 300 mg. Actualmente el consumo de
estas bebidas se ha extendido considerablemente sobre todo en jévenes en edad reproductiva
es por esta razon que la presente investigacion se plantea el objetivo de estudiar el efecto
embriotoxico y teratogénico que la bebida energética Red Bull ® pudiera tener sobre un
modelo in vivo de Drosophila melanogaster. Para tal fin, se establecieron los siguientes lotes
de trabajo los cuales contaron con 20 larvas de tercer estadio cada uno y se realizaron por
quintuplicado: lote control negativo: solucidén conservadora; Lotes problema: Red Bull ®
presentacion clasica, desgasificado a las concentraciones de 75, 50, 25 y 12.5%. Una vez
eclosionados los adultos expuestos a cada uno de los lotes de trabajo (generacion parental,
P) se seleccionaron 5 machos y 5 hembras y se cruzaron (empleando medios a base de
solucion conservadora) para analizar la primera generacién filial (F1). Los parametros
evaluados fueron el numero de imagos que emergieron de la generacion P y la F1 y las
malformaciones congénitas que presentaron estos organismos. Los resultados mostraron que
si bien el Red Bull ® no afecta la viabilidad de las moscas de manera significativa si aumento
la frecuencia de malformaciones congénitas tanto en la generacion parental como en la F1,
especificamente a las concentraciones de 12.5 y 50% en las que se vio afectada
principalmente la poblacion de hembras a nivel abdominal, lo que nos lleva a pensar en
posibles mutaciones en los genes que determinan la constitucion de los ejes principales de
desarrollo de Drosophila, especificamente del eje anteroposterior, los Ilamados genes

maternos.



1. MARCO TEORICO

1. Drosophila melanogaster como modelo bioldgico

1.1 Antecedentes e importancia

Desde principios del siglo pasado se ha utilizado a Drosophila melanogaster como modelo
bioldgico con el fin de estudiar y tratar de entender la funcionalidad de diversos genes, dado
que algunos de los que controlan su desarrollo son semejantes a los de vertebrados y, en
realidad, a los de muchos otros animales (Wolper et al., 2007). Ademas, estudios realizados
sobre el desarrollo en la mosca, han revelado un elevado nivel de conservacion funcional de
los genes en animales superiores (Rubin et al., 2000), mismos que indican que no sélo la
biologia celular bésica estd conservada, sino también procesos mas complejos como la
formacion y funcion de los 6rganos, razon por la cual D. melanogaster es una de las especies

mejor conocidas (Petitpierre, 1997).

El primer cientifico en utilizar a D. melanogaster para sus experimentos fue T. H. Morgan
en 1911 debido a que consiguid aislar un nimero considerable de mutantes morfol6gicos
para el color de cuerpo, ojos, aspecto de las alas, etc., y con ello hizo posible el
esclarecimiento de varios conceptos basicos de la Genética y la comprobacion de la teoria

cromosomica de la herencia.

Muller, Sturtevant y Bridges, estudiantes de Morgan y conocidos como el “Fly group” asi
continuaron realizando experimentos que sentaron las bases de gran parte de la genética
eucariota entre 1910 y 1940. Muller desarrollé los primeros cromosomas equilibradores que
le permitieron descubrir que los rayos X son mutagénicos, por lo que recibié el Premio Nobel
en 1946. Los cromosomas equilibradores siguen siendo el medio mas elegante para evitar el
intercambio de informacidn genética entre dos cromosomas homdlogos, proporcionando asi
a los investigadores un método eficiente para mantener miles de poblaciones recesivas letales
y estériles sin la necesidad de genotipado molecular. Sturtevant demostré que el fenotipo del
0jo de la cepa Bar es causado por un gen expresado de forma no auténoma, vermilion, cuyos

mutantes producen un ojo color bermellén en lugar del color rojo normal., un fendmeno que



desempefia un papel importante en la generacion de pequefias duplicaciones cromosémicas
y deleciones relacionadas con enfermedades humanas (Lupski et al., 1996). Bridges
construyo el primer mapa fisico de cromosomas al describir el patron de bandas de los
cromosomas de politénicos en la glandula salival de las moscas (Bridges, 1935). El trabajo
de Bridges demostrd la correlacion entre la estructura fisica de los cromosomas y los grupos

de ligamiento genéticamente definidos (Bellen, 2016).

1.2 Taxonomia

Phylum: Arthropoda
Clase: Hexapoda
Orden: Dipthera

Familia: Drosophilidae
Subfamilia: Drosophilinae
Género: Drosophila
Subgénero: Sophophora
Especie: melanogaster

Figura 1. Drosophila melanogaster
Fuente: Laboratorio de Citogenética Humana, FES- Cuautitlan. UNAM. 2015

1.3 Ciclo de vida

D. melanogaster (Fig. 1) es un organismo holometabolo, es decir, sufre una metamorfosis
completa, la cual esta constituida por varias fases cuya duracion depende de diversos factores,
entre los principales esta la temperatura. A 25 +2°C el ciclo de vida se completa en 10 dias
aproximadamente, mientras que a 20°C son necesarios 15 dias para ello. Es importante que
los cultivos se mantengan entre los 10 y 27°C, pues a 30°C se observan fendmenos de
esterilidad y muerte en las moscas, y a temperaturas bajas se reduce la viabilidad y el ciclo

de vida se alarga notablemente (Serras et al., 2001).
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A continuacion, se explican cada una de las etapas del ciclo biologico de D. melanogaster.

El huevo (Fig. 2) mide alrededor de 0.05 mm y es de color blanco, de forma ovalada con dos
pequefias proyecciones (filamentos) en la region anterodorsal, estas son aplanadas y le
ayudan al huevo a no hundirse en el medio de cultivo; es fertilizado durante su paso desde el
oviducto hacia el Gtero. Después de la fecundacién, el huevo inicia su desarrollo embrionario

que dura aproximadamente 1 dia (Brito et al., 2011).

Polo posterior \

Impresiondelas células
foliculares ovaricas
& Polo anterior

\ Micrépile

Apéndices dorsales ——>

Figura 2. Morfologia del huevo de D. melanogaster
Fuente: Laboratorio de Citogenética Humana, FES-Cuautitlan. UNAM. 2015

La siguiente etapa es la eclosion durante la cual la larva emerge del huevo (Fig. 3) y comienza
a alimentarse dejando huellas en forma de caminos o tuneles en el medio de cultivo. La larva
es de color blanco, segmentada y vermiforme. Tiene partes bucales de coloracion negra
(ganchos mandibulares) en la region cefalica. No tiene ojos. Se distinguen 12 segmentos: un
cefélico, tres toracicos y ocho abdominales. Son transparentes, constan de cuerpos grasos de
color blanquecino, intestino, tubos de Malpighi, génadas que se encuentran insertadas entre
los cuerpos grasos. El érgano circulatorio de la larva es un vaso dorsal musculoso y sus
Organos mas conspicuos son los respiratorios, un par de troncos traquéales que se extienden
lateralmente de extremo a extremo. El periodo larvario dura entre cuatro a cinco dias y es el
de mayor actividad metabdlica y alimentaria (Fig. 4). El desarrollo larval se caracteriza por
incluir tres estadios (en el ultimo alcanza hasta 4.5 mm. de longitud) y dos mudas larvales.
La primera muda se presenta aproximadamente a las 24 horas y la segunda a las 48 horas de
haber eclosionado el huevo. 96 horas después de la eclosion se forma la pupa.

(Brito et al., 2011).
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Figura 3. A) Larva de ler. estadio de D. melanogaster emergiendo del huevo B) Huevo de D. melanogaster
Fuente: Laboratorio de Citogenética Humana, FES-Cuautitlan. UNAM. 2016

[er. estadio 2do. estadio Jer_estadio

Figura 4. Estadios larvarios de D. melanogaster
Fuente: Laboratorio de Citogenética Humana, FES-Cuautitlan. UNAM. 2015

Finalmente se forma la pupa, etapa durante la cual se lleva a cabo el proceso de metamorfosis
tipica de los insectos holometabolos. Como en toda metamorfosis, el individuo sufre un
proceso de transformacion, en el cual las estructuras larvarias se degradan por histdlisis para
dar paso al desarrollo de los 6rganos que presentan los adultos. Las pupas permanecen
inmoviles adheridas a las paredes internas del recipiente que las contiene en lugares donde la
humedad sea la méas reducida posible. Esta etapa dura alrededor de tres o cuatro dias, después
del transcurso de los cuales eclosiona el adulto (Fig. 5) (Castarieda et al, 2008).
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Ganchos

Ojos
bucales

Alas
Patas

Figura 5. Pupa madura de D. melanogaster vista ventral
Fuente: Laboratorio de Citogenética Humana, FES-Cuautitlan. UNAM. 2015

De la pupa emerge el imago (adulto inmaduro), gracias a la existencia de una abertura en la
region anterior de la pupa que el imago forma al inflar la estructura denominada Ptilino
sacular la cual s6lo es flexible en esta etapa del desarrollo (Fig. 6). Al principio tiene las alas
plegadas, pero con el tiempo se “inflan” al llenarse las venas de éstas con hemolinfa,
secandose y adquiriendo su estructura normal. Apenas nacen, su cuerpo es algo mas alargado
que lo normal y tiene poca pigmentacién. Aproximadamente 7 horas después de haber
eclosionado, el adulto ya tiene desarrollado completamente su aparato reproductor, pudiendo
la hembra ya aparearse y dejar descendencia e iniciar nuevamente el ciclo (Fig. 7) (Ehret et
al., 2016).

Figura 6. A) Imago de D. melanogaster eclosionando de la pupa B) Imago de D. melanogaster en el que se muestra la
estructura del Ptilino sacular semi distendido
Fuente: Laboratorio de Citogenética Humana, FES-Cuautitlan. UNAM. 2015
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embrionario
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Larva 2

Figura 7. Ciclo bioldgico de D. melanogaster
Fuente: Laboratorio de Citogenética Humana, FES-Cuautitlan. UNAM. 2013

1.4 Morfologia

D. melanogaster es un insecto, por lo tanto, su cuerpo esta formado por tres partes principales
gue son: cabeza, térax y abdomen (Fig. 8). En la cabeza se observa un par de 0jos compuestos
y ojos simples (ocelos), un par de antenas, cada una de ellas presenta una arista (Fig. 9). El
torax a su vez se divide en protorax, mesatorax y metatorax. Unido a él se encuentran 3 pares
de patas, un par de halterios (estructuras de equilibrio) y un par de alas. EI abdomen presenta

segmentos y, en la parte final la placa anal (Navarrete, 2013).
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<—— Metatérax
2 \

Figura 8. Principales segmentos de D. melanogaster, Hembra, vista dorsal
Fuente: Gumpel, 2013

Mesonoto

Esculeto

Placa anal

Figura 9. Anatomia bésica de D. melanogaster, Hembra, vista dorsal
Fuente: Gumpel, 2013

1.5 Cepa Silvestre

Corresponde al fenotipo normal de D. melanogaster: el cuerpo es de color sepia con 0jos
grandes y rojos, las alas sobrepasan la longitud del abdomen y son transparentes y
ligeramente puntiagudas (Fig. 10). Las nerviaciones de las alas estan compuestas por 5 venas
longitudinales y dos transversales. EI nimero y disposicion de las cerdas o quetas también es
caracteristico, especialmente en el caso de las macroquetas. Entre todas las macroquetas de
D. melanogaster, las de las regiones dorsocentral y escutelar son tan estables, en nimero y
localizacion, que pueden considerarse modelo de constancia fenotipica y de canalizacién. Lo

normal son cuatro quetas en cada una de esas regiones; y en ambas se hallan localizadas

15



segun un patrén muy preciso de distribucidn, con simetria bilateral y antero-posterior.
(Ramos, 1993).

Figura 10. Fenotipo caracteristico de D. melanogaster cepa Silvestre. Vista lateral de un macho (izquierda) y una
hembra(derecha)
Fuente: Bonilla, 2018

1.6 Dimorfismo sexual

La diferenciacion entre machos y hembras (Fig. 11) es fécil y se puede llevar a cabo tanto a
simple vista como con ayuda de una lupa o microscopio estereoscOpico. Las hembras
presentan mayor tamafio que los machos y tienen el extremo abdominal méas afilado
destacandose mejor la placa anal. Examinandola en posicion ventral, se puede observar
también la placa vaginal (ovopositor). Una hembra puede empezar a depositar los huevos
desde el segundo dia después de emerger, y podra estar ovopocitando huevos durante 10 dias
aproximadamente, tiempo tras el cual puede haber depositado alrededor de 400-500 huevos
(Ehret et al., 2016). Las hembras presentan de cinco a seis franjas pigmentadas bien definidas
en el dorso del abdomen, mientras que en el macho las Gltimas tres se fusionan dando la

apariencia de una sola franja.
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Peine sexual —» \

Figura 11. Dimorfismo sexual de D. melanogaster. Vista dorsal de un macho (izquierda) y una hembra (derecha)
Fuente: Laboratorio de Citogenética Humana, FES-Cuautitlan. UNAM. 2018

Por su parte, el macho es de menor tamafo, presentando el extremo abdominal mas
redondeado. En el macho se reconoce Unicamente la placa anal, ya que la porcion externa del
aparato genital es paralela a la superficie ventral. Otra caracteristica distintiva es la presencia
del peine sexual en los machos (Fig. 11), estructura que consiste en una fila de cerdas cortas
de color negro ubicadas en la region basal distal del primer par de patas (metatarso). La
longevidad del adulto puede alcanzar un mes 0 mas. Los machos suelen vivir menos tiempo

que las hembras. (Navarrete, 2013).
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2. Teratogénesis

2.1 Definicion

Se define como teratogénesis o dismorfogénesis a la alteracion morfoldgica, bioguimica o
funcional, inducida durante el embarazo que es detectada durante la gestacion, en el
nacimiento o tiempo después de éste. Dichas alteraciones pueden clasificarse en mayores,
por ejemplo, focomelia 0 menores, por ejemplo, retraso en el desarrollo del comportamiento
(Pérez et al., 2002).

La teratogénesis produce malformaciones estructurales durante el desarrollo fetal, como
retraso del crecimiento, displasia (por ejemplo, bocio relacionado con la deficiencia de yodo)
0 la reduccion asimétrica de las extremidades. La exposicién del producto quimico
teratogénico antes de la concepcion, durante el desarrollo prenatal o postnatal, conduce a
manifestaciones de toxicidad del desarrollo incluyendo la muerte del organismo en
desarrollo, anomalias estructurales, crecimiento alterado y/o deficiencia funcional. Los
factores comprenden no so6lo los productos quimicos, sino también los microorganismos,
incluyendo infecciones, condiciones maternas y enfermedades como la diabetes y factores
fisicos como las radiaciones (Prasad et al., 2014).

2.2 Teratdgenos

Un agente teratogénico o teratdgeno es aquel que actla alterando el crecimiento, la estructura
o la funcién del embrion o feto en desarrollo. No es lo mismo un agente teratdgeno que una
exposicion teratogénica, debido a que en esta ultima son importantes las dosis y la via de
administracion. Asi mismo, la mayoria de las drogas llegan al feto a través de la sangre
materna, por lo tanto, la exposicion embrionaria y fetal depende de varios factores criticos
como: edad gestacional al momento de la exposicion, absorcion de la droga, niveles sericos
maternos, etc. Es necesario que el agente teratdgeno atraviese la barrera placentaria para que

ejerza su efecto, y este paso a través de la placenta estd determinado por el metabolismo

18



materno, la edad gestacional, la unién a proteinas, la carga idnica, la liposolubilidad y el

tamafo molecular (Petracchi, 2015).

2.3 Clasificacion general de los teratogenos

Los teratogenos se clasifican segin su origen en: bioldgicos, fisicos, quimicos y otros
(Fig.12).

2.3.1 Teratégenos Biologicos

Los teratdgenos bioldgicos son agentes que provienen de virus, bacterias o protozoarios que
desencadenan alteraciones morfoldgicas o funcionales en el embrién. Dentro de los agentes
causantes de infecciones del tipo viral se encuentran: rubeola, citomegalovirus, herpes,
varicela, virus de inmunodeficiencia humana (VIH), sarampion, parotiditis, hepatitis,
poliomielitis y la influenza. En cuanto a bacterias: sifilis congénita y gonorrea. Y por Gltimo
protozoos como toxoplasma (Boza et al., 2014).

Efectos reconocidos en el feto incluyen muerte fetal, retardo en el crecimiento intrauterino,
defectos congénitos y retardo mental. La patogénesis de estas anormalidades puede
generalmente ser atribuida a una invasion directa del feto, produciendo inflamacion del tejido
fetal y muerte celular. Muchos, si no todos estos defectos, son disruptivos. Si el agente es
capaz de producir una invasion directa al sistema nervioso central, podria causar
microcefalia, calcificaciones cerebrales, retardo mental, desérdenes del desarrollo motor,
alteraciones del tono muscular y deficiencias visuales y/o auditivas. No es poco frecuente
que estas deficiencias sensoriales se encuentren asociadas a defectos neuroldgicos severos.
La infeccion prenatal por un agente infeccioso suele producir prematurez, retardo en el
crecimiento intrauterino, ictericia, cardiopatia y otras mdltiples alteraciones (Rodriguez,
2010).
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2.3.2 Teratogenos Fisicos

Existe una amplia variedad de agentes fisicos que son potencialmente teratogénicos. Dentro
de los mas importantes se incluyen la radiacion ionizante (puede tener efectos teratogénicos,
mutagénicos o carcinogénicos), factores mecanicos y el aumento excesivo de temperatura
(hipertermia). Con respecto a las radiaciones de baja energia como las ondas sonoras y
microondas no se consideran realmente teratogénicos. (Boza et al., 2014).

2.3.3 Teratdgenos Quimicos

Este tipo de teratdgenos son aquellos que al actuar cuando se forma el embrién causan
diversas malformaciones organicas. En ocasiones, un mismo compuesto actda como téxico
0 como teratdgeno dependiendo de la etapa en la cual se produjo la exposicion a él. Los
teratogenos quimicos durante las dos primeras semanas de desarrollo, pueden matar al
embridn o no tener efecto alguno, de la misma forma, durante la formacion de los 6rganos se
puede alterar el desarrollo y pueden producir defectos congénitos mayores, en particular se
ve afectado el cerebro y los ojos. Algunos ejemplos de teratdgenos quimicos son las

anfetaminas, sales de litio, hormonas sexuales y algunos farmacos (Boza et. al., 2014).

= Virus
- Bioldgicos - Bacterias
8 — Protozoarios
3
oo | —| Rayos X
O H  Fisicos : :
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— Quimicos {
Otras drogas

Figura 12. Clasificacion general de los teratdgenos. De elaboracion propia.
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2.4 Clasificacion de la FDA para teratdgenos quimicos

La clasificacion de la Food and Drug Administration (FDA) es ampliamente utilizada y
consultada por médicos de todo el mundo para tomar decisiones en cuanto a suspender,
continuar o indicar medicamentos durante el embarazo. Sin embargo, la mayoria de los
medicamentos pertenecen a la categoria C (los riesgos no han podido ser excluidos en
humanos, pero los beneficios parecen sobrepasar los riesgos) y solo el 1% de los
medicamentos pertenecen a la categoria A (sin riesgo en humanos), no obstante, y a pesar de
la clasificacion, existen algunas drogas de categoria X (clara evidencia de que la medicacion
causa anomalias en los fetos) que no estan absolutamente contraindicadas durante el
embarazo y muchas de las categorias C y D son teratbgenos humanos conocidos o tienen

efectos adversos fetales severos (Petracchi, 2015).

Hay una cantidad amplia de farmacos y medicamentos de caracter teratogénico. Los
principales y mas peligrosos llegan a ser aquellos que son utilizados en el tratamiento de
algunas enfermedades crénicas que se pueden presentar en la madre como la diabetes tipo 1,
hipertension arterial, entre otras. Para esta amplia lista de farmacos fue disefiada una
clasificacion donde los divide segun su capacidad teratogénica y se muestra a continuacion:

e Categoria A: Aqui se encuentran aquellos farmacos que son considerados seguros
en el embarazo como el &cido félico, vitaminas, entre otros. Los estudios controlados
en mujeres no evidencian riesgo para el feto durante el primer trimestre y la
posibilidad de dafio fetal es remota.

e Categoria B: Son aquellos que tienen utilidad durante el embarazo para el
tratamiento de alguna enfermedad cronica que presente la madre, por ejemplo, la
insulina o la cortisona y también incluye sustancias usadas como endulzante en
bebidas y comidas, por ejemplo, el aspartame. Los estudios en animales no indican
riesgo para el feto y no existen estudios controlados en humanos o los estudios en
animales si indican un efecto adverso para el feto, pero, en estudios bien controlados

con mujeres gestantes no se ha demostrado riesgo fetal.
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2.5.1

Categoria C: Aqui se agrupan los medicamentos que puedan ocasionar algun nivel
de dafio en la madre o en el feto, incluye de igual manera aquellos farmacos que se
encuentran en prueba para verificar si ocasionan o no dafio en el embarazo.
Generalmente estos fa&rmacos de categoria C (Tabla 1) vienen con una etiqueta de
advertencia sobre su teratogenicidad. Los estudios en animales han demostrado que
el medicamento ejerce efectos teratogénicos o embriocidas, pero, no existen estudios
controlados o concluyentes.

Categoria D: Incluye las medicinas que se sabe han causado problemas de salud en
la madre o en el feto, por ejemplo, la fenitoina. Existe evidencia positiva de riesgo
fetal en humanos, pero, en ciertos casos (por ejemplo, en situaciones amenazantes o
enfermedades graves en las cuales no se pueden utilizar medicamentos mas seguros
o los que se pueden utilizar resultan ineficaces), los beneficios pueden hacer el
medicamento aceptable a pesar de sus riesgos.

Categoria X: Son los medicamentos que han causado defectos de nacimiento y que
bajo ninguna circunstancia deben tomarse durante el embarazo, como por ejemplo la
talidomida (tratamiento contra la lepra). Los estudios en animales o en humanos han
demostrado anormalidades fetales o existe evidencia de riesgo fetal basada en la
experiencia con seres humanos, o son aplicables las dos situaciones, y el riesgo supera

claramente cualquier posible beneficio (FDA, 2012).

2.5Tipos de defectos congenitos

Los defectos congénitos pueden presentarse de muy variadas maneras. Pueden estar solos o
acompafados de otras alteraciones; en estos casos, la asociacion puede ser al azar o puede
tomar un patrén especifico recurrente. Esto es lo que se conoce como defectos aislados o

maultiples, respectivamente (Rodriguez et al., 2010).

Anomalia menor y Anomalia mayor

Un defecto congénito mayor, puede ser definido como un defecto que de no ser corregido

compromete significativamente el funcionamiento corporal normal, o que reduce la
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expectativa normal de vida. Ejemplos de esto pudieran ser la estenosis pilorica, el labio y
paladar hendido o las cataratas. Se cree que alrededor del 3% de los recién nacidos presentan
alguna anomalia congénita mayor. Esta cifra puede subir a un 5 0 6%, dado que algunas
anormalidades no son evidentes desde el nacimiento y s6lo presentan alteraciones
funcionales un poco mas tarde. Por otro lado, la anomalia Menor es aquella alteracion que
tiene primariamente una significacion cosmética, pero no compromete tan seriamente la
forma o funcionalidad corporal. Suelen encontrarse en menos del 4% de los individuos
normales, por lo general son aisladas y pueden presentarse en familias, frecuentemente con
patron de herencia autosémico dominante. Se estima que en el 13% de los bebés recién
nacidos se diagnostica una anomalia menor. Menos del 1% de ellos tienen dos anomalias no
relacionadas y aproximadamente, 1 de cada 2000 presenta simultaneamente tres anomalias
menores no relacionadas. Sin embargo, en todo recién nacido que tenga tres 0 mas anomalias
menores, debe considerarse la presencia de un sindrome dismorfico. Lo mas importante es
saber diferenciar entre una anomalia menor y una variante normal. El término "variante
normal”, por su parte, se aplica a aquellos hallazgos fisicos que caen en el espectro de la
configuracién normal del ser humano, pero que no son los que suelen estar presentes en la

gran mayoria de las personas (Rodriguez et al., 2010).

2.6 Mecanismos de produccién de malformaciones congénitas

2.6.1 Mutaciones

Una mutacién es cualquier cambio que se produce en la secuencia de nucleétidos del material
genético de un individuo. Se refiere, por tanto, a cualquier cambio que se produzca en el
material hereditario del individuo que en la inmensa mayoria de los seres vivos es ADN,
estas se clasifican a nivel celular en somaticas y germinales y a nivel molecular en génicas y

cromosomicas (Fig. 13 y 14).
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Figura 13. Clasificacidn de los diferentes tipos de mutaciones. De elaboracion propia.
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Alteraciones
cromosoémicas

Numéricas

Estructurales

Poliploidia: Consiste en la
presencia de un grupo
completo de cromosomas
multiplo de 23 adicionales

Aneuploidia: Aquellas
células que contienen un
nlimero de cromosomas no
maltiplo de 23 y presentan
ganacia o pérdida de

en la célula Cromosomas.
Triploidias Monosomias
Tetraploidias Trisomias

Translocaciones: Sucede cuando
parte de un cromosoma se transfiere a
otro

Inserciones: significa que parte de un
cromosoma se ha insertado en una
posicion inusual dentro del mismo u
otro cromosoma.

Deleciones: significa que una parte del
cromosoma se ha perdido o se ha
eliminado. Puede suceder en cualquier
cromosoma y en cualquier parte del
mismo

Duplicaciones: una parte del
cromosoma estéa duplicada o presenta
dos copias

Inversion: parte de un cromosoma se

fragmenta en dos puntos y el segmento

intermedio gira 180° y luego vuelve a
unirse

Anillacion: los extremos de un
cromosoma se han unido formando un
anillo

Figura 14. Clasificacion de los diferentes tipos de alteraciones cromosémicas. De elaboracidn propia,
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2.6.2 Interferencia mitotica

El momento en el cual el agente teratogénico interactla en el desarrollo fetal es critico para
determinar el tipo y la extension del dafio. El desarrollo fetal de mamiferos pasa por tres fases
principales: formacién de blastocistos, organogénesis, histogénesis y maduracion de la
funcién. Muchos teratdgenos tienen la capacidad de inhibir la division celular y matar el
embrion durante la division celular. El tipo de malformacién que el teratogeno puede
producir depende principalmente del tiempo de exposicion. El desarrollo del feto depende de
un suministro adecuado de nutrientes durante la etapa final de la histogénesis y la maduracion
funcional, y el desarrollo esta regulado por una variedad de hormonas. Las malformaciones
estructurales no surgen de la exposicion a mutagenos en esta etapa, pero los teratdgenos que
interfieren con el suministro de nutrientes o el medio hormonal pueden tener efectos mortales

en su crecimiento y desarrollo (Prasad et al., 2014).

2.6.3 Nivel bioguimico de accién de teratégenos

Hoy se conoce el mecanismo bioguimico a través del cual actdan casi todos los teratogenos
en el hombre. Uno de los mas importantes es el antagonismo por inhibicién competitiva, que
se da por ejemplo en las sustancias alquilantes como antagonistas de las purinas y pirimidinas
y en la aminopterina y talidomida como antagonistas del acido folico. Efectos similares
presentan los teratdgenos que disminuyen el nivel de folato, como son los anticonvulsivos y
el alcohol. Cuando se analizan los mecanismos bioquimicos en gue acttan los teratogenos se
comprueba que en su mayor parte lo hacen en los niveles mas complejos, sea en el ADN
mismo, como las radiaciones ionizantes, o en niveles controlados directa o indirectamente
por el material genético (Tabla 2). Esto se da a partir de metabolitos reactivos que pueden
producir enlaces covalentes aleatorios en los acidos nucleicos de las células y/o proteinas;
dafios en la reparacion del ADN; degradacion del ARN y proteinas; alteraciones en la
division y migracion celular; errores de transcripcion y traduccion; en el transporte de iones
y en la modificacién del pH de la célula (UCC, 2004)
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Tabla 1. Malformaciones asociadas a los medicamentos de uso frecuente en el embarazo

Fuente: Morgan, 2015

Medicamentos de uso frecuente

Inhibidores de la ECA

Oligoamnios, hipocalvaria, falla renal, cardiopatias y anomalias del
SNC.

Isotretinoina Malformaciones severas del SNC, cardiovasculares vy
endocrinoldgicas.

Metotrexate Malformaciones craneofaciales, esqueléticas, cardiopulmonares,
gastronintestinales y RM.

Warfarina SNC: agenesia del cuerpo calloso, Malformacion de Dandy

Walker, atrofia optica y bajo Cl.

Anticonvulsivantes

Anomalias faciales, del SNC, del tubo neural y cardiacas.

Misoprostol

Defectos del craneo, paralisis de nervios de pares craneales,

malformaciones faciales y de los miembros.

Litio Arritmias, hipoglucemia, diabetes insipida nefrogénica, alteracion
en la funcién tiroidea, cardiopatias. La anomalia de Ebstein fue
asociada pero no confirmada en estudios prospectivos.

Metimazol Aplasia cutis, atresia de esdfago y atresia de coanas.

Ansioliticos

Mo hay evidencia de riesgos significativos: leve aumento de fisura
labio-alveolo-palatina. Puede producir depresion del SNC.

Antidepresivos

Mo hay grandes evidencias de riesgos, si dificultades transitorias
de adaptacion neonatal. La paroxetina ha sido asociada con leve
riesgo de cardiopatias.

Peniciiaming

Anomalias del tejido conectivo.

Hormonas

Hipospadias y masculinizacion han sido sugeridas pero a altas
dosis.

ECA: Enzima convertidora de la angiotensina
SNC: Sistema nervioso central
Cl: Coeficiente intelectual

Tabla 2. Nivel bioquimico de accion de los teratogenos
Fuente: Chuaqui, 2002

NIVEL BIOQUIMICO DE ACCION DE LOS TERATOGENOS

Nivel bioquimico

ADN cromosémico

ARN mensajero
Reacciones de transferencia de grupos

metilo, sintesis de ARN

Sintesis de proteinas
Oxidacion fosforilativa
Ciclo de Krebs
Glicolisis
Consumo de glucosa

Consumo de oxigeno

Teratogeno
Virus, radiaciones ionizantes, sustancias alquilantes,
antibidticos, esteroides.
Virus
Antimetabolitos (antagonistas del acido folico),
alcohol, anticonvulsivantes, litio (antagonista del
magnesio).
Antibidticos
Substancias alquilantes *
Insulina*
Insulina*
Insulina*

Hipoxia*

*Estudio en proceso, 0 no hay evidencias concluyentes.
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3. Bebidas energéticas

3.1 Historia de las bebidas energéticas

Las primeras bebidas energéticas se originaron principalmente en Europa y Asia en la década
de 1960. En 1987 se introdujo en Austria una de las marcas mas conocidas del mundo (Red
Bull®), cuyas ventas han crecido exponencialmente desde entonces. Actualmente se han
creado alrededor de 500 marcas nuevas en el mundo. En México, las bebidas energéticas se
comenzaron a comercializar durante el afio 2000, y en los Gltimos seis afios se han convertido
en las “bebidas de moda” de adolescentes y adultos jovenes, sobre todo en periodos de
examenes, en las noches de antro, en los centros deportivos e incluso en los propios hogares,

para “rendir mas” (Lopez, 2015).

Su nombre remite al apodo que se les tenia a las anfetaminas mayormente utilizadas durante
los afios 60 y 70. La similitud se debe al hecho de que las anfetaminas y las metanfetaminas
como el 3,4-metilendioxi-metanfetamina (MDMA o éxtasis) evitan el suefio y la fatiga,

‘funcion’ principal de estas bebidas (Caceres, 2013).

Se estima que actualmente, se producen alrededor de 3000 millones de envases de bebidas
energéticas por afio, con un crecimiento constante. Sin embargo, ain se desconocen sus
caracteristicas, ingredientes utilizados en sus formulaciones, grado de seguridad en su

consumo Yy posicion dentro de las normas alimentarias, entre otros (Melgarejo, 2004).

3.2 ¢, Qué son las bebidas energéticas?

Las bebidas energéticas son sustancias estimulantes, que inicialmente fueron utilizadas por
deportistas debido a la carga energética que generan. En principio, fueron creadas para
incrementar la resistencia fisica, proveer reacciones mas veloces a quien las consumia, lograr
un nivel de concentracion mayor, evitar el suefio, proporcionar sensacion de bienestar,
estimular el metabolismo y ayudar a eliminar sustancias nocivas para el cuerpo (Caceres,
2013).
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Se les puede clasificar como un alimento funcional, ya que han sido disefiadas para
proporcionar un beneficio especifico, el de brindar al consumidor una bebida que le ofrezca
vitalidad cuando, por propia decision o necesidad, debe actuar ante esfuerzos extras, fisicos

0 mentales (Melgarejo, 2004).

El consumo de estas bebidas puede llegar a causar insomnio, nerviosismo, dolor de cabeza y
taquicardia en quien las ingiere. Ademas, el consumo de cafeina reduce la sensibilidad a la
insulina'y aumenta la presion arterial media. Los consumidores también pueden experimentar

sintomas de reflujo gastroesofagico y dolor abdominal (Hurlock, 2011).

3.3 Composicidn de las bebidas energéticas

Una lata de bebida energética clasica, con un contenido neto de 250 ml, esta compuesta por
agua carbonatada, sacarosa, glucosa, citrato de sodio como regulador de acidez, taurina (400
mg/100 ml), glucuronolactona (240 mg/100 ml), cafeina (32 mg/100 ml), inositol, vitaminas
(niacina, &cido pantoténico, B6, B12), saborizantes artificiales y colorantes (caramelo,
riboflavina) (Gantiva, 2008).

3.3.1 Cafeina

Es una sustancia que pertenece a la familia de las metilxantinas, que también incluye otros
compuestos similares, como son la teofilina y la teobromina. En su estado puro es un polvo
blanco muy amargo. Su férmula quimica es CgH1oN4O2 y su nombre sistematico es 1,3,7-
trimetilxantina (Fig 15). Se metaboliza en el higado y los primeros productos son las
dimetilxantinas. La cafeina provoca un estimulo al cerebro, al disminuir la accion de la
adenosina, un transmisor nervioso que produce calma. Se genera entonces una sensacion de
vitalidad, de fuerza durante algunas horas. Este estado de alerta hace que se aumente la
concentracion y la resistencia a los esfuerzos fisicos y mentales. La cafeina estimula la

secrecion de saliva y de los jugos gastricos, favoreciendo la digestion (Melgarejo, 2004).
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No es que estas bebidas hagan dafio a la salud, sino que alteran el estado normal del
organismo pues estimulan el sistema nervioso central, el corazon, el sistema respiratorio, y
producen un aumento de la presion arterial. En general, no es recomendable que las personas
con problemas gastricos, nifios, y mujeres embarazadas o en lactancia, ingieran bebidas
energéticas por su contenido de cafeina. Un vaso de refresco de cola contiene entre 30 y 45
mg de cafeina, una taza de té entre 30 y 70, una lata de bebida energética entre 30 y 85, y una
taza de café entre 90 y 150 mg. Una dosis alta de cafeina al dia es de 500 a 800 mg (Juérez
etal., 2015).

Figura 15.

Figura 15. Estructura quimica de la cafeina
Fuente: Juérez et al., 2015

3.3.2 Taurina

Su nombre quimico es acido 2-aminoetanosulfénico (Fig. 16). Es diferente de los otros
aminoacidos, ya que contiene un grupo &cido sulfonico, en lugar de un grupo &cido
carboxilico y no se incorpora a las proteinas, sino que se encuentra en estado libre en el
organismo, principalmente en el madsculo, las plaquetas y el sistema nervioso en desarrollo.
Generalmente se la clasifica como un aminoacido condicionante en adultos, basado en la
evidencia que indica que, frente a un estrés severo, tal como ejercicio fisico riguroso,
disminuye su reserva fisica. La taurina esta involucrada en varios procesos fisiol6gicos, como
la sintesis de acidos biliares, osmoregulacién, desintoxicacion de xenobioticos, estabilizacion
de membranas celulares, modulacion del flujo celular del calcio y modulacion de la
excitabilidad neuronal. La ingesta diaria promedio normal de taurina en los seres humanos
se estima entre 40 y 400 mg. Es considerada esencial para el desarrollo de infantes y, en

consecuencia, se adiciona en las férmulas preparadas para esa edad. Es un ingrediente
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benéfico para eliminacion de sustancias perjudiciales, ocasionadas por situaciones de estrés.

No se han encontrado evidencias de dafios provocados por su ingesta (Melgarejo, 2004).

En promedio, una lata de 250 ml de bebida energética contiene 1000 mg de taurina, sin
embargo, hasta ahora no se le ha asociado ningun efecto negativo. De hecho, es comun su
consumo en suplementos para deportistas en las dosis indicadas (de 5 a 10 g por dia), ya que
mejora la fuerza del corazén, la digestion de las grasas, y regula la tonicidad muscular (Juérez
etal., 2015).

O
I

S
HO™ \C\)\/\NH2

Figura 16. Estructura quimica de la taurina
Fuente; Juarez et al., 2015

3.3.3 Extractos de hierbas

En algunas bebidas energéticas se emplean extractos de guarana, donde el principio activo
es la cafeina, lo mismo que en el de yerba mate. Otro extracto que se usa en menor escala es
el de ginseng (Panaxquinque folium y Panax ginseng), en cuyo caso las sustancias presentes
son diferentes a la cafeina y corresponden al grupo de las saponinas. Ninguno de ellos se ha
sometido a experimentaciéon, por lo tanto, no existe evidencia de las propiedades,

componentes, ni efectos secundarios que pudieran producir (Profeco, 2015).

3.3.3.1 Guaranéa
Es un gran arbusto lefioso nativo del Amazonas, utilizado como planta medicinal. Contiene
altas concentraciones de cafeinay se ha utilizado como estimulante, supresor del apetito, para
el dolor de cabeza, el exceso de trabajo mental, la fatiga en ambiente caluroso y mas
recientemente para la pérdida de peso. Como cualquier producto con cafeina, la guarana
puede causar insomnio, temblor, ansiedad, palpitaciones, poliuria e hiperactividad. No la
deben consumir personas con problemas cardiacos o con hipertension, enfermedades renales,

hipertiroidismo o desérdenes de ansiedad o nerviosos; tampoco se recomienda en nifios ni en
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mujeres durante el embarazo o durante el periodo de lactancia. No ha sido evaluada por la
FDA en cuanto a seguridad, efectividad y pureza. Hasta ahora no se conocen bien los riesgos
potenciales o ventajas de su consumo. Ademas de que la NOM 218-SSA1-2011 establece
que en ninguln caso la ingesta de cafeina debe exceder de 20 mg/100 ml, sin embargo, algunas

bebidas llegan a tener hasta 142 mg por envase (Lopez, 2015).

3.3.3.2 Ginseng

Contiene cerca de 30 ginsendsidos, conocidos por el nombre cientifico de saponinas
triterpernos o panoxisidos. Estos ginsendsidos tienen una fuerte accién, que ayuda al cuerpo
a adaptarse y recobrarse de efectos provenientes del estrés, enfermedades y fatigas. El
ginseng también contiene algunos compuestos esteroideos, incluyendo el panaxtriol, similar

al del cuerpo humano (Melgarejo, 2004).

La utilizacion tradicional es para restaurar la energia. En animales ésta produce estimulacion
del sistema nervioso central o también lo puede deprimir. No existe evidencia cientifica que
demuestre que el ginseng incrementa la tolerancia al ejercicio y el rendimiento atlético. Sin
embargo, puede mejorar la sensacion general de bienestar. Algunos estudios sugieren que
puede incrementar la presion arterial (se ha relacionado con hipertension) y los niveles de
estrdgenos en las mujeres (por ello no se recomienda en pacientes con cancer de seno). Es
importante evitar mezclarla con medicamentos como aspirina y con anticoagulantes
(dipiridamol, warfarina), porque esta hierba podria incrementar este efecto y causar sangrado
espontaneo. lgualmente, debe evitarse en personas que toman medicamentos tipo digitalicos

(medicamentos utilizados para tratar afecciones cardiacas) (Juarez, 2015).

3.3.3.3 Schizandra

Es una hierba medicinal tradicional en China que se ha utilizado como astringente, para el
tratamiento de la tos, asma, sudoracion nocturna y diarrea cronica; también es utilizada para
el tratamiento de la fatiga crénica. Se ha clasificado como adaptdgeno. Se recomienda no

utilizarla en embarazadas ni en personas con hipertension arterial, pacientes con Ulcera
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péptica o epilepsia. Se compone de vitaminas C y E, y alcaloides como magnolamina,

magnolina, schizandrina y esquizandrinas (Céaceres, 2013)

3.3.3.4 Damiana

La damiana, hierba de la pastora o té de México (Turnera diffusa) es muy conocida por las
propiedades afrodisiacas que se les atribuyen a sus hojas. Es un pequefio arbusto de hasta 2
m de altura, con hojas lanceoladas y flores solitarias de color amarillo dorado. Crece en
Norteamérica, América del Sur y Africa, sus hojas se recolectan en verano, cuando la planta
estd en flor. La describen como purgante, diurético, tonico, estimulante y afrodisiaco
(Céceres, 2013).

3.3.3.5 Mate

Ilex paraguariensis, yerba mate, yerba de los jesuitas o yerba del Paraguay, es una especie
arborea neotropical originaria de las cuencas del Alto Parana, Alto Uruguay y algunos
afluentes del Rio Paraguay, donde crece en un estado silvestre, sobre todo formando parte
del sotobosque o del estrato mediano de los montes. Se dice que su té en un tonico, diurético,
diaforético y poderoso estimulante. En altas dosis puede producir vomito y diarrea. Contiene

vitaminas del grupo B, xantinas y magnesio (Céaceres, 2013).

3.3.4 Carbohidratos

La mayoria de estas bebidas contienen cerca de 20 a 30 gramos de carbohidratos, incluso
alguna de ellas hasta 70 gramos, en forma de fructosa, sacarosa, dextrosa, glucosa y
maltodextrinas. Teniendo en cuenta su alto contenido de carbohidratos no es recomendado
ingerirlas antes o durante el ejercicio debido a que retardan el vaciado del estomago y la

posterior absorcion intestinal (Caceres, 2013).
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3.3.5 Vitaminas

Se encuentran todas las vitaminas del complejo B, asi como vitaminas C y E. Sin embargo,
maultiples investigaciones han comprobado que la adicion de éstas no ofrece ningun beneficio
extra siempre y cuando la persona mantenga una recomendacion nutricional 6ptima segun su

edad, género y demandas fisicas (Caceres, 2013).

3.3.6 Carnitina

Es una amina cuaternaria que actta en el metabolismo de las grasas (Fig. 17). Es necesario
para la oxidacion de las grasas a nivel de la mitocondria de las células. Se ha sugerido que
podrian incrementar el rendimiento deportivo por mecanismos tales como incremento de la
oxidacion de acidos grasos, alterando la homeostasis de la glucosa, aumentando la
produccién de acilcarnitina, modificando la respuesta al entrenamiento y mejorando la
resistencia de la fatiga muscular. Sin embargo, los estudios disponibles hasta ahora no
permiten dar conclusiones, pero sugieren que un complemento no incrementa la méxima
captacion de oxigeno durante el ejercicio o el reposo, ni el rendimiento deportivo.
Igualmente, varios estudios controlados han evidenciado que no ayuda a perder peso o
reducir grasa corporal por incrementar la oxidacién de grasa y reducir la degradacion de
glucoégeno durante ejercicio prolongado de ciclismo o atletismo ni mejorar el rendimiento
deportivo. Luego de su ingesta, se puede observar incremento a nivel plasmatico, pero no a
nivel muscular. Normalmente las personas sanas producen suficiente carnitina para mantener
las funciones del organismo. Cerca del 98 % de la carnitina estd presente en el musculo
esquelético y el corazén (Bentebibel, 2009).
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Figura 17. Estructura quimica de la carnitina
Fuente: Bentebibel, 2009.
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3.3.7 Glucuronolactona

Aparentemente cumple con una funcion detoxificante (Céceres, 2013). La produce el cuerpo
humano y esta involucrada en varios procesos metabolicos (Fig. 18), que se originan en el
higado; el acido glucuronico, el precursor metabolico inmediato de la glucuronolactona, es
esencial para la desintoxicacion y el metabolismo, mediante conjugacion en el higado, de una
amplia variedad de sustancias que finalmente se eliminan por la orina, neutraliza los
elementos nocivos producidos por el propio organismo en situaciones de estrés, cansancio

mental y/o fisico (Profeco, 2015).

Figura 18.Estructura quimica de la Glucuronolactona.
Fuente: Profeco, 2015.

3.3.8 Inositol

El cuerpo lo puede producir desde la glucosa, por ello no es realmente esencial (Fig.19). El

inositol como fosfatidilinositol tiene su funcion primaria en la estructura e integridad de la
membrana celular y al igual que la colina puede ayudar en la nutricion celular del cerebro.
Es especialmente importante en las células de la médula dsea, tejidos del ojo e intestinos. Se
ha utilizado en el tratamiento y prevencién de aterosclerosis por ayudar a disminuir el

colesterol, sin embargo, no existe evidencias contundentes sobre este efecto (Lopez, 2015).

OH OH

OH

Figura 19. Estructura molecular del inositol.
Fuente: Lépez, 2015
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3.4 Efectos negativos de las bebidas energéticas

Cuando se abusa del consumo de bebidas energéticas, como de cualquier otro producto con
cafeina, el sistema nervioso puede verse afectado. Estudios recientes han mostrado que el
consumo de bebidas energéticas en combinacion con alcohol no produce sensacion de
intoxicacion, es decir, de embriaguez, debido al estado de alerta que producen tales bebidas.
También se ha encontrado que la combinacién de bebidas alcohdlicas con bebidas
energeéticas se ve reflejada en una pobre coordinacién motora del cuerpo (alteraciones en el
equilibrio y en el andar), asi como retardo en el tiempo de reaccion, por ejemplo, para evitar
un choque, sintomas que si bien se observan también cuando se consume solo alcohol, son
mayores cuando dicho consumo se da en combinacion con bebidas energéticas. Ademas, es
importante recordar que tanto la cafeina como el alcohol son diuréticos, lo que incrementa el
riesgo de deshidratacion y de sufrir efectos cardiovasculares adversos, razon por la cual no
se recomienda combinar estas dos bebidas. Se cree la combinacion de bebidas energéticas
con bebidas alcoholicas puede provocar dafio al higado, sin embargo, no ha sido adn
comprobado, aunque ciertamente existe la posibilidad, pues como lo sefialamos
anteriormente, cuando ambas bebidas se consumen juntas, la sensacion de intoxicacion por
alcohol no se produce, por lo que se pueden consumir mayores cantidades de esta sustancia,
y si ello ocurre por largos periodos, puede conducir a cirrosis o a otros dafios hepaticos. Esto
se debe a que las bebidas alcohdlicas contienen etanol, sustancia que al ser procesada en el
higado produce los llamados “radicales libres”, dafiinos para las células que se encuentran en
ese organo (Lopez, 2015). La tabla 3 resume los efectos negativos que se presentan

comunmente en consumidores de bebidas energéticas.

Tabla 3. Efectos negativos comunes presentados al ingerir bebidas energéticas
Modificado de (Juarez, 2015)

Efecto negativo

algun colapso.

Cambios en el ritmo cardiaco Las altas dosis de cafeina contenidas en la bebida, provocan una
sobredosis que puede derivarse en taquicardias en las que el corazon

aumenta su ritmo cardiaco, lo que en algunos casos podria hasta causar
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Tabla 3. Efectos negativos comunes presentados al ingerir bebidas energéticas

Modificado de (Juarez, 2015) (Continuacion)

Aumento de adrenalina

Cuando se consumen este tipo de bebidas la persona puede presentar
cuadros de ansiedad y desesperacion que podrian tardar hasta tres horas

en desaparecer.

Deshidratacion

Contrario a lo que algunos piensan, estas bebidas no son rehidratantes,
quien las toma y ademas las combina con alcohol, podria presentar un
cuadro severo de deshidratacién que en casos muy extremos podria llevar
hasta la muerte.

Gastritis

La persona podria sufrir ardor en el estbmago, ademas de experimentar

molestias al ingerir otros alimentos.

Desmayos (reflejo vaso-vagal)

La bebida energética aumenta la adrenalina, por lo que la respuesta natural
del cuerpo es tratar de disminuir la frecuencia cardiaca, llega poca
irrigacion al cerebro, por lo tanto, al hacer un “choque” entre adrenalina y

el intento por normalizarse, se provoca la pérdida de conciencia.

Alteracion de los nervios

Las bebidas energéticas afectan principalmente al sistema nervioso
central, puesto que al ser el encargado de enviar impulsos a musculos,

cualquier afectacion que se dé, puede repercutir en todo el cuerpo.

Afecciones a los vasos sanguineos

Las bebidas energéticas en exceso, provocan vasoconstriccion, una
irregularidad en los vasos sanguineos que induce a que se contraigan. Para
las personas hipertensas representa un peligro, ademas, contienen
Ginseng, lo que causa problemas en la presion arterial, generando una
crisis que podria derivarse en embolias, derrames e infartos, entre otras

complicaciones.

Dario a los rifiones

Cuando hay una vasoconstriccion severa, érganos como los rifiones, ven
disminuida la cantidad de sangre que llega hasta ellos, lo que a largo plazo
provoca que haya un severo dafio renal , en el que nutrientes y electrolitos
son desechados por el organismo, lo que provoca una desestabilizacién de

la presion arterial.

Inhibicion de neutrotransmisores

La ingesta de la cafeina en grandes cantidades, asi como también de
taurina, provoca algunas afectaciones en el cerebro, lo que podria impedir

la correcta comunicacion entre las neuronas.
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4. JUSTIFICACION

La regulacion de bebidas a las que se les adiciona cafeina ha sido todo un reto,
particularmente porque la industria no esta de acuerdo en que se les otorgue un trato diferente
al que se le dispensa al café o al té, en los cuales la cafeina es un constituyente natural. Sin
embargo, varios paises han tomado medidas para regular el etiquetado, la distribucién y la
venta de bebidas energéticas que contienen cantidades significativas de cafeina. En México,
desde 2012 se publicé la NOM-218-SSA1-2011 para regular este tipo de bebidas, sin
embargo, las empresas que las elaboran no estan de acuerdo en que se coloquen leyendas en
sus envases tanto para advertir a los consumidores que son bebidas hechas con cafeina, como
para prohibir su combinacion con alcohol. Aunado a esta situacion se encuentra el hecho de
que el consumo indiscriminado de bebidas energéticas por la poblacion en edad reproductiva
ha ido significativamente en aumento (Profeco, 2011) y hasta la fecha no existen suficientes
estudios formales que evallen la teratogenicidad de estas bebidas y / 0 sus componentes. En
el presente estudio se evalud el efecto teratogénico de la bebida energética Red Bull en larvas
de tercer estadio de D. melanogaster con la finalidad de aportar evidencias que en un futuro

contribuyan a regular su consumo.
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5. OBJETIVO GENERAL

e Evaluar el efecto teratogénico de la bebida energética Red Bull® en larvas de tercer
estadio de Drosophila melanogaster a partir de la repeticion de sistemas de diferentes

concentraciones de dicha bebida, la observacion y conteo de adultos.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar el porcentaje de viabilidad larva-adulto que presenta D. melanogaster en
sistemas con diferentes concentraciones de Red Bull ®.
e Determinar el tipo y frecuencia de malformaciones que presenta D. melanogaster en

sistemas con diferentes concentraciones de Red Bull ®.
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7. METODOLOGIA

7.1 Material Bioldgico

7.1.1 Lacepa

Los ejemplares de D. melanogaster cepa silvestre fueron obtenidos del cepario certificado de
la FES-lztacala, UNAM vy ambientados por varias generaciones en el laboratorio de
Citogenética de la FES-Cuautitlan, UNAM. El cuidado, mantenimiento y conservacion de la

cepa se realiz6 empleando el protocolo de Navarrete, 2013.

7.2 Obtencidén de larvas de 3" estadio

7.2.1 Preparacion de medio a base de levadura

Véase Anexo 1

7.2.2 Cruza

1. Cruzar 5 machos con 5 hembras virgenes cepa silvestre en un medio a base de
levadura e incubar a 25°C +/- 2°C durante 24 horas. Transcurrido este tiempo,
sacrificar a los progenitores por sobredosis de éter etilico y continuar la
incubacion aproximadamente 72 horas.

2. Al terminar las 72 horas de incubacion, observar directamente en el medio las
larvas de 3er estadio o en su defecto, su trayectoria a lo largo del cultivo.

3. Agregar agua corriente al medio de cultivo y agitar con movimientos circulares
hasta disolver la levadura y colectar el contenido en una coladera para recuperar
las larvas. Bajo estas condiciones se obtienen aproximadamente 100

larvas/cultivo.
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7.3 Teratogeénesis en larvas de tercer estadio de D. melanogaster

1. Preparar medios a base de hojuela de papa con base en cada lote descrito en la tabla

4 y realizar 5 repeticiones por sistema.

2. Una vez eclosionados los adultos expuestos a cada lote de trabajo (Generacion

parental, P) seleccionar 5 machos y 5 hembras virgenes sin malformaciones aparentes

y cruzar en un medio a base de hojuela de papa y solucién conservadora (Nipagin al

12 %, acido propionico: acido ortofosférico 10:1 y aforado con agua destilada),

incubar a +/- 25°C durante 1 semana.

3. Transcurrido el tiempo de incubacion, sacrificar a los progenitores e incubar

nuevamente a las mismas condiciones hasta la eclosion de la generacion Filial 1 (F1).

Tabla 4. Disefio experimental

Lote # de larvas de 3er Volumen de agua Volumen de Red Bull® clasico Volumen
estadio por sistema inyectable estéril (ml) desgasificado (ml) final (ml)
Control (-) 20 20 20
75% 20 5 15 20
50% 20 10 10 20
25% 20 15 5 20
12.5% 20 175 25 20

7.4 Evaluacion de la viabilidad de la generacion Py F1

Una vez eclosionado los adultos, mantenerlos bajo anestesia con éter etilico y observarlos al

microscopio estereoscopico.

Para cada generacion, cuantificar el total de adultos emergidos/ lote/ sexo, reportando el

promedio de las 5 repeticiones.
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7.5 Evaluacion del efecto teratogénico de Red Bull ® a diferentes
concentraciones sobre larvas de 3er estadio de D. melanogaster
Evaluar al microscopio estereoscopico las malformaciones congénitas de cada uno de los

individuos por cultivo/lote/generacion.

7.6 Evaluacion del efecto embriotoxico
Preparar 25 ml de agarosa al 1%
Vaciar un volumen aproximado de 8 ml de agarosa en 3 frascos. Esperar a que solidifique.
Preparar un poco de medio a base de levadura y adicionar un poco en el centro de la
agarosa solidificada
Colocar un cruce de moscas (3 hembras x 3 machos). Esperar a que “acondicionen”
Contar el numero de huevos obtenidos cada 24 horas durante 4 dias

Incubar los huevos a 25°C +/- 2°C durante 7 dias y evaluar la viabilidad
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8. RESULTADOS

A continuacion, se presentan el promedio de moscas que eclosiond por cada lote (5 repeticiones), asi
como el promedio de hembras y machos obtenidos en P (Tabla 5) y F1 (Tabla 6):

Tabla 5. Porcentaje de viabilidad presentados en moscas de la generacién P

Promedio de moscas Promedio de | Promedio
Lote eclosionadas por lote Hembras de Machos | % Viabilidad
Control negativo 19.4 10.8 8.6 97
Red Bull ® al 75% 174 13 4.4 87
Red Bull ® al 50% 15.8 9.4 6.4 79
Red Bull ® al 25% 18.8 10.8 8 94
Red Bull ® al 12.5% 19 9 10 95
Tabla 6. Porcentaje de viabilidad presentados en moscas de la generacion F1
Promedio de moscas Promedio de | Promedio de
Sistema eclosionadas por lote Hembras Machos % Viabilidad
Control negativo 249.2 124.4 124.8 100
Red Bull ® al 75% 242.8 124.8 118.4 97
Red Bull ® al 50% 95.2 45 50.2 38
Red Bull ® al 25% 236.2 120.4 115.8 95
Red Bull ® al 12.5% 156.8 68 76.8 63
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Se presenta el promedio de malformaciones observadas por cada lote (5 repeticiones) por sexo, el

promedio por cada lote y el promedio total de P (Tabla 7) y F1 (Tabla 8)

Tabla 7. Malformaciones presentadas en moscas de la generacion P.

Concentracién | Control negativo | 12.50% 25% 50% 75%
Malformacion M H M | H M H | M| H M H
Moscas normales 124.8 122 | 68.8 | 528 | 114.2 | 111.2 | 49 | 37.6 | 117.2 | 105.4
Malformacion de segmentos 2.4 7 | 114 12 5 1 6.6 1.2 3.8
Coloracion mas oscura - - - - - - - - - 0.4
Lunar - - - 0.2 - 34 - - - 13.2
Malformacion en ala - - 0.2 - 0.2 - 0.2 - - -
Tumor - - 04 | 24 | 04 0.2 - 0.8 - -
Manchas en abdomen - - 04 | 0.2 - 0.2 - - - -
Halterio fusionado - - - - - 0.2 - - - -
Coloracion gris en alas - - - 0.8 - - - - - -
Total / Lote / Sexo 124.8 124.4 76.8 | 67.8 116 120.2 | 50.2 | 45 118.4 | 122.8
Total / Lote 249.2 144.6 236.2 95.2 241.2
PROMEDIO 49.84 28.92 47.24 19.04 48.24
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Tabla 8. Malformaciones presentadas en moscas de la generacion F1

Control negativo | 12.50% 25% 50% 75%
Concentracion
Malformacion M ™ M ™ M ™ M m M m
Moscas normales 624 610 344 | 264 | 571 | 556 | 245 | 188 | 586 | 527
Malformacion de segmentos 12 33 | 57 6 25 5 33 6 19
Coloracién més oscura - - - - - - - - - 2
Lunar - - - 1 - 17 - - - 66
Malformacién en ala - - 1 - 1 - 1 - - -
Tumor - - 2 12 2 - 4 - -
Manchas en abdomen - - 2 1 - - - - -
Halterio fusionado - - - - - 1 - - - -
Coloracion gris en alas - - - 4 - - - - - -
Proboscide pequefa - - 2 - - - - - - -
Malformacién en abdomen - - - - - - - - - -
Total /lote / sexo 624 622 384 | 339 | 580 | 601 | 251 | 225 | 592 | 614
Total / lote 1246 723 1181 476 1206
PROMEDIO 249.2 144.6 236.2 95.2 241.2
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Se muestra el total de moscas eclosionadas por cada sistema y el nimero total de hembras y machos
obtenidos por cada lote en P (Gréfica 1) y F1 (Gréfica 2)
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Gréfica 1. Viabilidad larva-adulto de la generacion P
*Diferencias estadisticamente significativas con respecto al control negativo (ANOVA Tuckey-Kramer, P<0.05)
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Grafica 2. Viabilidad de individuos larva-adulto de la generacion F1
*Diferencias estadisticamente significativas con respecto al control negativo (ANOVA, Tuckey-Kramer, p<0.05)

**Diferencias estadisticamente significativas (ANOVA, Tuckey-Kramer, p<0.01)
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Se presentan las frecuencias de malformaciones / sexo presentadas en la Generacién P (Grafica 3) y F1
(Gréfica 4) en el Control Negativo y las diferentes concentraciones de Red Bull ®
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Gréfica 3. Frecuencias de malformaciones generacion P
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Grafica 4. Frecuencias de malformaciones generacion F1
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Grafica 6. Numero de huevos ovopocitados por dia por las hembras expuestas a diferentes concentraciones de Red Bull ®
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8.1 Malformaciones observadas

A continuacidn, se presentan algunas de las diversas malformaciones obtenidas:

Figura 20. Larva de 3er estadio de D. melanogaster
Fuente: Laboratorio de Citogenética Humana, FES-Cuautitlan. UNAM. 2015

Figura 21. Induccion de dafio a larvas de 3er estadio de D. melanogaster a diferentes concentraciones de Red Bull. A) 12.5%.
B) 25%. C) 50%. D) 75%
Fuente: Laboratorio de Citogenética Humana, FES-Cuautitlan. UNAM. 2015
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Figura 22. Ejemplar de hembra de D. melanogaster la cual muestra cambio de coloracion (més oscura) de la cuticula externa
(Concentracion 12.5% de Red Bull ®)
Fuente: Laboratorio de Citogenética Humana, FES-Cuautitlan. UNAM. 2015

Figura 23. A) Cabeza con coloracion y proboscide normal. B) Cabeza con coloracion mas oscura y malformacion en
proboscide (Concentracion 12.5% de Red Bull ®)
Fuente: Laboratorio de Citogenética Humana, FES-Cuautitlan. UNAM. 2015
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Figura 24. Ejemplar de una hembra de D. melanogaster la cual muestra un abultamiento en una de las alas (Concentracion
12.5% de Red Bull ®)
Fuente: Laboratorio de Citogenética, FES-Cuautitlan, UNAM, 2015.

Figura 25. Ejemplar de macho de D. melanogaster el cual muestra reducciodn en el tamafio de la cabeza. A) Cabeza normal.
B) Microcefalia (Concentracién 12.5% de Red Bull ®)
Fuente: Laboratorio de Citogenética Humana, FES-Cuautitlan. UNAM. 2015

Figura 26. Ejemplar de macho de D. melanogaster el cual muestra defectos del cierre de la linea media del 4to segmento
abdominal (Concentracién 12.5% de Red Bull ®)
Fuente: Laboratorio de Citogenética Humana, FES-Cuautitlan. UNAM. 2015
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Figura 27. Ejemplar hembra de D. melanogaster la cual muestra una pseudotumoracion entre el primer y tercer segmento
abdominal (Concentracion 12.5% de Red Bull ®)
Fuente: Laboratorio de Citogenética Humana, FES-Cuautitlan. UNAM. 2015

Figura 28. Ejemplar hembra de D. melanogaster la cual muestra ausencia de formacion de segmentos abdominales
(Concentracion 50% de Red Bull ®)
Fuente: Laboratorio de Citogenética Humana, FES-Cuautitlan. UNAM. 2015.

Figura 29. Ejemplar de macho de D. melanogaster el cual muestra defectos del cierre de la linea media del ler al 4to segmento
(Concentracion 75% de Red Bull ®)
Fuente: Laboratorio de Citogenética Humana, FES-Cuautitlan. UNAM. 2015.
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9. DISCUSION

Drosophila melanogaster, es hoy por hoy, un organismo atractivo como modelo biologico de
investigacion debido a su tiempo de generacién corto (10 dias a 25°C), caracteres morfoldgicos
facilmente identificables, la existencia de una diversidad de mutantes y de cepas bien
caracterizadas, la facilidad para criar un namero grande de individuos con medios de cultivo
economicos e instalaciones sencillas, la posibilidad de tratar adultos o larvas y la disponibilidad
de diferentes vias de administracion (ingestion, inhalacion o inyeccidn) son ventajas adicionales
(Palermo y Mudry, 2014).

Quizas otro atributo que hace de Drosophila un modelo de investigacion tan atractivo es la notable
conservacion de la funcion de los genes compartida con los homdélogos de los mamiferos, la cual
no solo comienza a nivel genético y proteico, sino que se extiende a procesos derivados y
divergentes que comprenden la regulacion del desarrollo, el ritmo circadiano, la
neurodegeneracion, las consecuencias genéticas dafiinas de la radiacion ionizante, la clonacion
de ADN vy la respuesta fisioldgica al estrés, incluidos los reactivos quimicos lo cual, es crucial en
el caso de la teratogenicidad. Ademés, hay una gran cantidad de herramientas cientificas
disponibles para los investigadores de D. melanogaster que no se pueden aplicar facilmente a un
sistema de mamiferos como la manipulacién ética de estos genes para comprender el patron de
expresion del desarrollo, los fenotipos de pérdida de funcién y los fenotipos de sobreexpresion.
Esto, a su vez, ha llevado al descubrimiento y la experimentacién de homdlogos de D.
melanogaster para muchas enfermedades humanas, incluida la alfa-sinucleina involucrada en la
enfermedad de Parkinson (Feany y Bender, 2000), el supresor de tumores p53 (Jin et al., 2000) y

un receptor de insulina homdlogo (Fernandez et al., 1995).

A pesar de que actualmente existe una gran diversidad de cepas mutantes de Drosophila disefiadas
para evaluar los efectos toxicos de diversas sustancias, tales como la cepa Oregon-R (OR)
utilizada en la evaluacion del efecto teratogénico de farmacos (Sharma y Kumar, 1999), flr® cepa
de eleccion para el ensayo de mutacion y recombinacion somatica (SMART) (Jiménez, 2009) e
incluso cepas modificadas genéticamente como el caso de hembras transgénicas que expresan el
transgén L30Q DHFR las cuales proporcionan sujetos experimentales Unicos para examinar no

solo los efectos morfologicos de la teratogénesis sino también la recuperacion de la homeostasis
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(Affleck y Walker, 2008). En el presente proyecto se decidio trabajar con cepa silvestre por las

razones que se exponen a continuacion:

v En esta primera etapa se buscaba evaluar la bebida energética Red Bull® en una cepa no
modificada para analizar su efecto en sujetos normales metabdlicamente.

v" La cepa silvestre se encuentra bien ambientada a las condiciones de nuestro laboratorio,
en cuanto a cuidado, mantenimiento y proliferacion. Ademas de que se conoce
perfectamente su anatomia y el personal esta capacitado para identificar malformaciones
en cualquiera de sus estructuras.

v" Ademas de que se cuenta con un manual que utiliza a la cepa silvestre como cepa
principal aplicada a diversos protocolos incluyendo pruebas de teratogenicidad de
diferentes sustancias.

v Una de las razones mas importantes del porqué se utilizé esta cepa es que en una segunda
etapa se pretende evaluar el efecto que tienen las bebidas energéticas sobre la conducta de
excavacion y pupacion de larvas y dichas metodologias fueron estandarizadas en la cepa
silvestre (L6pez, 2016).

v' En la literatura existen reportes que avalan esta cepa como modelo en bioensayos de

toxicidad, tal es el caso del reportado por Sauzo et al., 2012.

Actualmente, son pocos los estudios publicados en los que se reporten los efectos toxicos de las
bebidas energéticas en modelos biologicos, ejemplo de ellos es el articulo escrito por Flores et
al., 2003, en el que se evalGa una marca comercial de bebida energética sola y en combinacion
con vodka en ratones arabes por medio del ensayo de microndcleos en donde se concluye que
dicha bebida causa dafio citotdxico y genotoxico, pero no teratogénico. Por otra parte, en monos
se han reportado crias con bajo peso al nacer, un incremento en el nimero de abortos y mortinatos
(SCF, 2003).

Se ha evidenciado que factores ambientales como la temperatura, la humedad relativa y el tipo de
medio de cultivo, ejercen una influencia en la productividad y desarrollo de D. melanogaster. La
influencia que ejerce el medio de cultivo se debe principalmente a sus caracteristicas fisico-
quimicas y microbioldgicas, tales como el porcentaje de nutrientes, el pH y la interaccion
existente entre microorganismos como bacterias y levaduras. Otro factor de gran influencia en la

productividad es el genotipo de los individuos. Se han reportado diferencias marcadas, en
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términos tanto de productividad como de la viabilidad entre los diferentes mutantes utilizados de
D. melanogaster. Esto se debe a que en muchos mutantes se ven afectadas caracteristicas
estructurales y funcionales como el comportamiento de cortejo, la capacidad de copula, la
ovoposicion y la viabilidad tanto del esperma como de los diferentes estadios de la metamorfosis,
que influencian la tasa de mortalidad, la viabilidad y/o el tiempo de desarrollo de la especie (Diaz
et al, 2008).

Para determinar la viabilidad en D. melanogaster se comparo el promedio de adultos obtenidos
en los diferentes sistemas preparados con la bebida energética y el control negativo, de esta
manera se encontrd que en la generacién P s6lo hubo diferencias estadisticamente significativas
en la concentracién de 50% (p<0.05) con respecto al control negativo. Mientras que en la
generacion F1 se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las concentraciones

de 12.5% (p<0.05) y 50% (p<0.01) con respecto al control negativo.

En este estudio también se evaltio la presencia de malformaciones. Se observo que en la
generacion P, la mayor cantidad de ellas se present6 principalmente en hembras en relacion 3:1.
Entre las alteraciones méas frecuentes se encontraron pseudotumores (Fig. 26), lunares,
malformacion en alas (Fig. 23) y segmentos abdominales (Fig. 25, 27 y 28), siendo esta Ultima la
mas comun tanto en machos como en hembras, afectando principalmente entre el segundo y
cuarto segmento de ambos géneros, al igual que los tumores y lunares. Las diferencias fenotipicas
entre las moscas normales y las tratadas con Red Bull®, indican que las larvas tratadas con dicha
bebida sufrieron modificaciones a nivel de expresion de los genes que comprenden el complejo
bithorax (Ubx, Abd-A y Abd-B), dado que la mayor frecuencia de malformaciones se observa a
nivel abdominal. En el caso de las alas, sufrieron cambio de color a un tono grisaceo y también
la presencia de una doble cubierta que parecia formar una especie de ‘bolsa de aire’. Cabe
mencionar que la diferencia de sexos en esta primera generacion se debe a que las larvas de tercer
estadio fueron seleccionadas al azar por lo que no se tuvo un control de las proporciones de

machos y hembras que se sometieron al estudio.

De igual manera en F1, se presentaron las mismas malformaciones que en la generacion P, sin
embargo, el nimero de éstas incrementa, de manera que se observa aparte de las anteriores,
anomalias en 0jos, antenas, proboscide (Fig.22) y halterios, ademas de un evidente cambio en el

color normal de la mosca, tornandose mas oscuro (Fig.21). Similar a lo ocurrido en la generacion
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parental, dichas malformaciones se presentan con mayor frecuencia en hembras que en machos,
pero en relacion 1:2. Cabe mencionar que esta generacion no fue expuesta a la bebida energética,
Unicamente se cruzaron adultos de P que no presentaban anomalias aparentes para su obtencion
lo que nos hace pensar que la bebida energética esta causando dafio a nivel de células germinales.
En esta generacion las proporciones entre machos y hembras fueron mas homogéneas debido a

que se selecciono el mismo nimero de machos y hembras a diferencia de la generacion P.

Para determinar el porcentaje de malformaciones en D. melanogaster se comparé el promedio de
adultos obtenidos en los diferentes sistemas preparados con la bebida energética y el control
negativo, de esta manera se encontré que en la generacion P se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en las concentraciones de 12.5% (p<0.05) y 50% (p<0.01) con
respecto al control negativo. Mientras que en la generacién F1 sélo hubo diferencias
estadisticamente significativas en la concentracion de 12.5% (p<0.01) con respecto al control

negativo.

En cuanto a la evaluacion del efecto embriotoxico el cual se analizd con el conteo de huevos se
encontrd que en ninguno de los sistemas problema hubo diferencia estadisticamente significativa
con respecto al control negativo, sin embargo, se observa una tendencia a disminuir en las

concentraciones de 12.5 y 50%.

Integrando todos los resultados anteriores podemos decir que la disminucion de la viabilidad
larva-adulto en la generacion P a la concentracion de 50% se debe a que las malformaciones
obtenidas en estas moscas son tan severas que la larva muere necrética (Fig. 23) dentro de las
primeras 72 horas posteriores a la exposicién a la bebida energética. Mientras que en la
generacion F1 la disminucién en la viabilidad se atribuye al dafio embriotdxico inducido por esta
bebida a las concentraciones de 12.5 y 50% datos que corresponden con el % de huevos
ovopocitados a estas concentraciones en las que si bien no hay diferencias estadisticamente

significativas si se observa una tendencia a disminuir en dichos sistemas.

De los componentes de la bebida energética en estudio al que se podria asociar las
malformaciones obtenidas seria a la cafeina. En el trabajo reportado por la SCF, 2003 se relacion6
la ingesta de cafeina por mujeres embarazadas con dafios al feto en su desarrollo embrionario,

ademas de vasoconstriccion uteroplacentaria, mayor frecuencia cardiaca fetal y arritmias lo que
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conlleva a la falta de oxigenacion del feto. También aumento en el riesgo de aborto espontaneo,

bajo peso al nacer, mortinatalidad y sindrome de muerte stbita del recién nacido.

10.CONCLUSIONES

Después de evaluar el porcentaje de viabilidad larva-adulto, asi como el tipo y frecuencia de
malformaciones que se presentaron en sistemas con distintas concentraciones de Red Bull ®,
se concluye que ésta bebida energética es teratogénica a las concentraciones de 12.5 y 50%
tanto en la generacion P como en F1 ya que se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en comparacion con un control negativo.

11.PERSPECTIVAS A FUTURO

Con los resultados obtenidos en este proyecto se espera dar paso, en un futuro, a evaluar el
efecto teratogénico-ambiental en D. melanogaster cepa silvestre y en algunas cepas mutantes

como Oregon-R (OR) y flr3,

Se espera probar los principales compuestos en la bebida energética Red Bull ® de manera
individual con el fin de encontrar alguna asociacion que permita explicar las malformaciones

obtenidas en el presente trabajo.
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12.ANEXO 1

PREPARACION DE MEDIO A BASE DE LEVADURA

Colocar en un recipiente limpio una barra de levadura de pan y con ayuda de una pala
desmoronar hasta obtener pequefios trozos inferiores a 1 cm.

Agregar una cucharada sopera de aztcar morena sin refinar, 10 ml de agua destilada y mezclar
hasta incorporar.

Afadir agua destilada poco a poco y sin dejar de mezclar hasta obtener una pasta apenas
liquida (parecida a la cajeta).

Dejar reposar la mezcla por 10 minutos, tiempo en el cual se podra observar la liberacion de
CO2, debido al metabolismo de las levaduras, lo que indica que se activaron correctamente.
Colocar la preparacion en bafio Maria a 37°C durante 5 minutos, cuidando que la mezcla no
se derrame. Al terminar el tiempo batir suavemente hasta que deje de liberar CO2. Repetir 3
Veces.

Al terminar, la consistencia del medio debe ser apenas liquida y al sacar la pala del medio,
debe formar un “hilo” delgado sin romperse, de ser asi, se procede a vaciar en frascos cultivo
convencional a un cuarto de la capacidad aproximadamente.

Dejar reposar a temperatura ambiente durante 24 horas, tiempo durante el cual el medio se

secara completamente y podra ser utilizado.

PREPARACION DE SOLUCION CONSERVADORA

© N o g &~ w NP

- SOLUCION FUNGICIDA

Lavar y secar el material de vidrio a utilizar

Encender balanza analitica y pesar 1.2gr de Nipagin

Trasladar el nipagin al matraz aforado de 10ml

Agregar 3ml de alcohol al 96% y disolver el nipagin completamente
Aforar a 10ml con alcohol del 96%

Verter la solucion en un tubo falcon

Llenar una etiqueta de reactivos con los datos pertinentes

Guardar en refrigeracién
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- SOLUCION BACTERICIDA

Para Evitar la generacion de residuos y generar menor contaminacion la solucion bactericida se

realiza directamente sobre la solucién final conservadora.

- SOLUCION CONSERVADORA

Lavar y secar material de vidrio necesario

Tomar el matraz aforado de 1L y afiadir un poco de agua

Afadir 5ml de Nipagin al 12%

Encender campana de extraccion

Tomar del frasco de Acido propionico 4.5ml y afiadirlo al matraz aforado
Tomar del frasco de Acido ortofosférico 0.5ml y afiadirlo al matraz aforado
Apagar campana de extraccion y retirar las soluciones de la campana

Aforar con agua destilada a 1L

© ©®© N o g bk~ DN

Con un embudo trasladar la solucion conservadora a un frasco ambar

10. Rotular una etiqueta con los datos requeridos y guardar en refrigeracion

PREPARACION DE MEDIOS

1. Pesar 5 gr de puré de papa en hojuelas

2. Verter la papa en el frasco para cultivo y distribuir uniformemente la papa

3. Hidratar la papa con 20 ml de sol. conservadora adicionandola de forma continua, en circulos

concentricos sin dejar espacios secos Y sin tocar la pared del frasco
4. Tapar el frasco y dejar que la papa absorba la solucién conservadora

5. Verificar que el medio quedo bien colocandolo de cabeza, si no se cae se puede utilizar
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