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Resumen

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) pueden ser agentes causantes de gran cantidad
de enfermedades humanas, incluyendo el cancer. Existen agentes quimicos que por si
mismos no son mutagénicos pero al ser metabolizados se transforman en mutagenos,
capaces de dafiar el DNA, mediante la producciéon de ERO, como en el caso de las aminas
aromaticas. Por lo tanto mecanismos como los antioxidantes que actiian controlando el
estrés oxidante (causado por las ERO) representan una importante linea de defensa para
regular la salud humana. A los compuestos naturales que poseen propiedades
anticarcinogénicas y antimutagénicas se les conoce como quimiopreventivos y la mayoria
de ellos estan disponibles en frutas y vegetales. Estudios epidemiolégicos muestran que el
alto consumo de frutas y verduras esta asociado a la prevencion de enfermedades
cronicas, del corazoén, diabetes, Alzheimer, con la baja incidencia y mortalidad del cancer.
Los beneficios de las frutas han sido atribuidos a la presencia de sustancias fitoquimicas
como la vitamina C, vitamina E, carotenos, compuestos fendlicos entre otros.

El ensayo de Ames detecta mutidgenos ambientales a través de mutaciones que llevan a la
reversion de cepas muy sensibles de Salmonella typhimurium dependientes de histidina
(His ) de auxétrofas a protoétrofas. Si se le introducen fracciones microsémicas vegetales
puede detectar promutigenos. Asimismo, su uso para identificar antimutagenos y
posibles anticarcindégenos va en aumento.

En este trabajo se evalud6 la actividad antioxidante de los jugos de kiwi, melén y sandia
mediante el método de inhibiciéon del radical 2,2-difenil-picril-hidrazil (DPPH) y se
determiné el contenido de algunos antioxidantes (antocianinas, fenoles, flavonoides y
acido ascérbico) asi como el efecto antimutagénico frente a la amina aromatica 4-nitro-o-
fenilendiamina (NOP) y sus metabolitos resultantes de la activacion metabdlica vegetal en
la cepa TA98 de S. typhimurium.

La fraccion enzimatica S10 de Vicia faba transform6 a la NOP, aumentando su
mutagenicidad. Todos los jugos tienen actividad antioxidante en mayor o menor medida, y
el contenido de antioxidantes varia en cada uno de ellos. El jugo de kiwi presenta la mayor
actividad antioxidante (21 %) y un efecto antimutagénico frente a la NOP (>40 %) y sus
metabolitos (>60 %). El jugo de sandia es efectivo al disminuir el niimero de colonias
revertantes causadas por la NOP y sus metabolitos (>30 %) solo cuando se utiliza la

concentraciéon mas baja, mientras que el jugo de melén no muestra efecto antimutagénico.



Introduccion

Oxidantes y Antioxidantes

Las células en los seres humanos y otros organismos estan constantemente
expuestas a gran variedad de agentes oxidantes, algunos de los cuales son
necesarios para la vida. Estos agentes pueden estar presentes en el aire, la comida

y el agua, o ser producto de actividades metabdlicas dentro de la célula (Liu 2003).

El oxigeno, componente vital para la supervivencia de la especie humana, esta
presente en la atmdsfera en forma de un birradical triplete estable (302). Una vez
dentro del cuerpo en la cadena respiratoria puede ser reducido a agua (Fig. 1), los
intermediarios producidos durante este proceso son los radicales: superéxido
(O27.), hidroxilo (OH:) y per6xido de hidrégeno (H20:) (Ames et al. 1993,
Ramarathnam et al. 1995, Sies 1997).

A estos radicales junto con el 6xido nitrico (NO.), el peroxinitrito (ONOO-), el acido
hipoclorhidrico (HOCL), el oxigeno singulete (10;) y el ozono (03), se les conoce
como especies reactivas de oxigeno (ERO) (Aruoma 1998). Estas pueden dafiar el
ADN, afortunadamente los animales cuentan con numerosas defensas

antioxidantes para reducir los niveles de ERO, asi como el dafio inducido por éstas.

Los antioxidantes son compuestos que inhiben o retrasan la oxidaciéon de
moléculas. Estos pueden “secuestrar” a los radicales libres inhibiendo la iniciacién
o rompiendo la cadena de propagacién o bien suprimiendo la formacién de
radicales ya sea mediante la union a iones metalicos, reduciendo el peréxido de
hidrégeno o desactivando el superédxido y el oxigeno singulete (Vieloglu et al.

1998, Zheng y Wang 2001, Guorong et al. 2009).

En los seres humanos estas defensas incluyen enzimas antioxidantes endogenas
como la catalasa y la glutation peroxidasa (ambas remueven el H202) asi como la
superoxido dismutasa (SOD) (que cataliza el radical superdxido para formar H20>

y 02) (Ames et al. 1993, Auroma 1998).



La clave para mantener una condicidn fisioldgica 6ptima del cuerpo es mediante el
balance entre los oxidantes y los antioxidantes. Una sobreproduccidn de oxidantes

puede causar desequilibrio, llevando a estrés oxidante.

El estrés oxidante puede causar dafio a grandes biomoléculas como proteinas, DNA
y lipidos aumentando el riesgo de padecer cancer y enfermedades
cardiovasculares y degenerativas (Sies 1997, Sun et al. 2002, Liu 2003, Garcia-
Alonso et al. 2004). Cuando el dafio al DNA no es reparado puede llevar a
mutaciones en las bases, rupturas de sencilla y de doble cadena,

entrecruzamientos, rompimiento y rearreglo de cromosomas.

Mas y mas evidencia sugiere que este dano oxidante potencialmente inductor de
cancer puede prevenirse o limitarse por antioxidantes en la dieta que se puede

encontrar en frutas y verduras (Sun et al. 2002, Liu 2003).

Propiedades antioxidantes de las frutas

Las frutas contienen gran variedad de compuestos antioxidantes (fitoquimicos)
como vitaminas, fenoles y carotenoides, que pueden ayudar a proteger los
sistemas celulares del dafio oxidante y de esta forma disminuir el riesgo de

desarrollar algunas enfermedades (Liu 2003).

Las dietas con elevado consumo de frutas y verduras estan muy asociadas con bajo
riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares, diabetes, Alzheimer, asi como
bajo riesgo de padecer cancer (Eastwood 1999, Van de Berg et al. 2001, Sun et al.
2002, Garcia-Alonso et al. 2004, Gurong et al. 2009).

Esta asociacion estd  respaldada por amplia evidencia epidemiolégica,
especialmente por estudios de caso, asi como de laboratorio que han demostrado
el efecto protector de algunas plantas comestibles (Rice-Evans et al. 1997, Cortés-

Eslava et al. 2004, Garcia-Alonso et al. 2004).



Se ha mostrado que la poblaciéon que consume pequefias cantidades de frutas y
verduras tiene mayor incidencia y mortalidad de cancer, especialmente del tracto
digestivo. Ademas se encontré en las frutas proteccion significativa en cancer de

pulmon, esoéfago, cavidad oral y laringe (La Vecchia et al. 2000, Liu 2003).

Compuestos fendlicos

Son metabolitos secundarios pertenecientes a la familia fenilpropanoide (C3-Ce),
derivados del acido cinamico. Estos compuestos se forman de la fenilalanina y en

menor medida en algunas plantas de la tirosina (Shahidi 2000).

Son grupos fitoquimicos de mayor incidencia en las plantas y tienen gran
relevancia morfoldgica y fisiolégica en estas ya que juegan un papel importante
en el crecimiento y la reproduccién, proveen proteccién contra patégenos y
depredadores y contribuyen a caracteristicas como el color de los frutos (Bravo

1998, Balasundram et al. 2006).

Estructuralmente constan de un anillo aromadtico, que porta uno o mas
sustituyentes hidroxilo. En la naturaleza van desde simples moléculas fenolicas a
grandes compuestos polimerizados y se encuentran principalmente en formas
conjugadas con uno o mas residuos de azucar unidos al grupo hidroxilo. Pueden
ser clasificados en varios grupos dependiendo de su estructura, distinguiéndose
por el nimero de carbonos que los constituyen como se muestra en la tabla 1

(Bravo 1998, Robards et al. 1999, Balasundram et al. 2006, Spencer et al. 2008).

Se ha reportado que exhiben un amplio rango de efectos biolégicos, incluyendo
acciéon antiviral, antibacterial, anti-inflamatoria, antialérgica y vasodilatadora.
Ademas de capacidad antioxidante la cual esta relacionada con su habilidad de
secuestrar radicales libres como el hidroxilo y el superéxido (Chimi 1991; Cook y

Samman 1996).



Flavonoides

Constituyen una clase de compuestos fenolicos grande e importante y se han
identificado mas de 4000 tipos. Ubicuos en las plantas, especialmente comunes en
las hojas, flores y polen, asi como en las partes lefiosas como el tallo y las raices

(Rice-Evans 1997 et al., Balasundram et al. 2006).

Son compuestos de bajo peso molecular, que constan de 15 dtomos de carbono,
arreglados en una configuraciéon C6-C3-C6. Su estructura consiste en dos anillos
aromaticos A y B, unidos por un puente de 3 carbonos, usualmente en la forma de
un anillo heterociclico (Fig. 2). El anillo A deriva de la via acetato/malonato,

mientras que el anillo B deriva de la fenilalanina a través de la via del shikimato.

Las variaciones en los patrones de sustitucién del anillo C resultan en las clases de
flavonoides (Tabla 2). Mientras que las substituciones de los anillos A y B dan lugar
a los diferentes compuestos dentro de cada clase de flavonoides, las cuales pueden
ser oxigenacién, alquilacion, glicosilacion, acilacion y sulfataciéon (Cook y Samman

1996, Rice-Evans 1997, Bravo 1998, Balasundram et al. 2006, Spencer et al. 2008).

Antocianinas

Pertenecen a la clase de los flavonoides y son el mas grande y diverso grupo de
pigmentos derivados de la via del fenilpropanoide. Normalmente se encuentran
disueltas uniformemente en las vacuolas de las células epidérmicas y juegan un
papel importante en el color de muchas frutas frescas y procesadas. Son los
responsables de los colores anaranjado, rosa, rojo, violeta y azul (Hou et al. 2011,

Rogez et al. 2011).

Quimicamente son glicdsidos y acilgliceridos solubles en agua de las
antocianidinas. Se encuentran en la forma de polihidroxilados o metoxilados
heterésidos, derivados oxigenados del 2-fenilbenzopirilo de las sales de flavilo.
Existen 20 antocianidinas que difieren en el nimero y la posicién de los grupos

hidroxilo y metoxilo. Seis ampliamente distribuidas en las frutas, éstas son



modificadas resultando en cientos de moléculas de antocianinas, en la naturaleza
se han identificado aproximadamente 400 antocianinas individuales (Yi et al. 2010,

Houetal 2011).

Vitamina C

La Vitamina C (L-acido ascoérbico AA) (Fig. 3) estd implicada en gran nimero de
procesos celulares, actiia como co-substrato de las enzimas hidroxilasa y oxigenasa
involucradas en la sintesis de pro-coladgeno, carnitina y neurotransmisores.

Es un agente reductor (antioxidante) soluble en agua, que actia como primera
linea de defensa en la sangre contra el ataque de radicales libres, previene la

propagacion y rompe las cadenas oxidantes (Darias et al. 2011).

Mutagenos indirectos o promutagenos

Un mutageno es cualquier agente quimico o fisico capaz de incrementar
significativamente la frecuencia normal de mutacién (Bronzetti 1994). Existen
agentes quimicos conocidos como mutdgenos indirectos o promutadgenos que por
si mismos no son mutagénicos pero al ser metabolizados por los diferentes
sistemas enzimaticos de plantas y animales son transformados en mutagenos

(Plewa y Weaver 1982, Gentile et al. 1985).

La “activacion vegetal” es el proceso por el cual un promutageno es transformado
en mutageno por los sistemas enzimaticos de las plantas (Plewa et al. 1993). Las
reacciones responsables de las modificaciénes quimicas de xenobidticos en las
plantas son de dos tipos:

Fase I (activacién). Su funcion es crear sitios reactivos en el xenobidtico por la
adicién o exposicion de grupos funcionales. Implica reacciones de hidroxilaciéon y
oxidacion.

Fase II (conjugacion). En esta los productos activados durante la fase I son
inactivados por la unién covalente a una molécula hidrofilica, como glucosa,
malonato o glutatién para formar un conjugado soluble en agua (Coleman et al.

1997).



Se han obtenido un numero de reacciones potenciales para la activacion de
xenobiodticos con enzimas de plantas. Mientras que los sistemas del citocromo P-
450 son de importancia en la activaciéon de xenobidticos en los animales, los
citocromos P-450 de plantas parecen actuar en los xenobidticos en casos
excepcionales (Sandermann 1988). Al parecer el principal mecanismo de
biotransformacién de xenobioticos en las plantas utiliza enzimas abundantes y
ampliamente distribuidas, entre ellas, las peroxidasas (Chiapella et al. 2000). Las
peroxidasas pueden catalizar reacciones de N- 6 C-hidroxilacion, N-sulfoxidacion,
N-acetilacion, halogenacién o descarboxilaciéon (Plewa et al. 1991). Las reacciones
de peroxidaciéon normalmente proceden de la siguiente forma:

peroxidasa + H,02 = peroxidasa-I

Peroxidasa-I + AH; - peroxidasa Il + AH

peroxidasa Il + AH, = peroxidasa + AH

2AH - productos

en donde la peroxidasa-I es designada como FeO3z+ y la peroxidasa-II como FeOz+,
H202 es el sustrato de la peroxidasa y AH; es un substrato no especifico que

funciona como un donador de hidrégeno (Higashi 1988, Plewa et al. 1991).

La formacién de productos metabdlicos toxicos va a depender del tipo de
compuesto y de sus propiedades fisicoquimicas (Calderén-Segura 1998).
Generalmente el metabolito generado puede causar dafio a la planta o ser
conjugado y almacenado hasta liberarse y volverse activo al ser consumido por

animales o por los seres humanos (Sandermann 1988).

Aminas aromaticas

Las aminas aromaticas son una familia de sustancias reconocidas como una clase
de compuestos ambientales dafiinos, incluye gran cantidad de agentes
promutagenos y mutagenos, algunos de ellos potentes carcindgenos. Se
encuentran extensamente distribuidas por su importante significado comercial y
ambiental, son ampliamente usadas como intermediarios en la sintesis de anilinas

en colorantes, farmacéuticos y plasticos. Ademas para la produccion de pinturas,



barnices, pulidores de zapatos, perfumes, plaguicidas, plasticos, productos

derivados del petréleo y resinas sintéticas (Ferrer et al. 2001, Janghel et al. 2005).

4- nitro-o-fenilendiamina (NOP)

La 4-nitro-o-fenilendiamina (Fig. 4) es una amina aromatica monociclica derivada
de la anilina. Es un colorante amarillo de bajo peso molecular utilizado en la
elaboraciéon de textiles, comida y bebida, fArmacos, cosméticos, tintes de cabello,
plasticos, papel, piel, tintas de imprenta, barnices, plaguicidas y explosivos. (Chung

etal 1997).

Se ha demostrado que produce transformaciones morfologicas y aberraciones
cromosOmicas en gran variedad de ensayos en células de mamifero en cultivo
(Palmer et al. 1977, Searle et al. 1977). Exhibe actividad mutagénica débil en
ensayos en Drosophila melanogaster (Blijleven 1977). No produce aberraciones
cromosomicas en linfocitos humanos ni aumenta la frecuencia de eritrocitos
policrométicos micronucleados en ratones (Niedziela et al. 1991) y no exhibe efecto

teratogénico en estudios realizados con ratones y conejos (Burnett et al. 1976).

Presenta accion mutagénica directa en las cepas TA98 y TA100 de S. typhimurium,
es decir, en ausencia de activacion metabolica animal o vegetal, y esta asociada con
el potenciamiento de la mutagenicidad por los sistemas enzimaticos de plantas,
como lo han demostrado experimentos con la fracciéon S9 de plantas como la papa,
chicharo y tabaco y S2 de Zea mays (Plewa y Weaver 1982, Gentile et al. 1985;
Ysern et al. 1994).

Plewa et al. (1993) sugiri6 un modelo de activaciéon metabdlica vegetal para las
aminas aromaticas. Este consiste en la oxidacién de la amina aromatica por las
peroxidasas de la planta, la conjugaciéon a una macromolécula, transporte a la
célula bacteriana y una acetilacién/desacetilacién por la acetilCoA: N-
hidroxilamina O-acetiltransferasa (OAT) lo que produce un ion nitronio capaz de

causar mutaciones en la bacteria.



Antimutagenos

La actividad antioxidante es una propiedad fundamental muy importante para la
vida. Muchas de las funciones biolégicas como la antimutagenicidad,
anticarcinogenicidad y antienvejecimiento, entre otras se originan de esta

propiedad (Velioglu et al. 1998).

El término antimutageno es utilizado para referirse a cualquier agente que reduce
el nimero de mutaciones espontaneas e inducidas (Bronzetti 1994). Han sido
clasificados en dos categorias de acuerdo con su modo de accién: los
desmutagenos, que inactivan los mutagenos in vitro, quimica y/o enzimaticamente,
antes de que ataquen el DNA previniendo que las lesiones y mutaciones ocurran y
los bio-antimutagenos que suprimen la fijacién de la mutacién después de que el
DNA ha sido danado por los mutagenos (Fig. 5) (Kada et al. 1987, Kuroda y Hara
1999).

Sistema biolégico de prueba

Ensayo de Ames

Los sistemas bacterianos para la evaluaciéon de mutagenicidad han estado
disponibles desde hace muchos afios. El ensayo de Ames o ensayo de Salmonella
(para la mutagenicidad) es una prueba a corto plazo de bacterias con mutacién
reversa disefiado para detectar un amplio rango de agentes quimicos que pueden
producir dafio genético que conduzca a mutaciones en los genes. Esta prueba
emplea varias cepas de Salmonella typhimurium dependientes de histidina, cada
una con una mutacién diferente en varios genes del operdn de histidina

(Mortelmans y Zeiger 2000).

Cuando la cepa de S. typhimurium se cultiva en una placa con medio minimo con
trazas de histidina, solo aquellas bacterias que revierten la dependencia a histidina

son capaces de formar colonias. El nimero de revertantes espontdneas es



relativamente constante, sin embargo cuando un mutageno es afiadido a la placa el

numero de colonias revertantes se incrementa (Mortelmans y Zeiger 2000).

La cepa TA98 detecta varios mutagenos de corrimiento de marco de lectura. Estos
tienen la capacidad de cambiar pares de bases que generalmente ocurren en
secuencias repetidas o “hot spots” del DNA, lo que resulta en una mutacién que
devuelve el marco de lectura correcto de la sintesis de histidina (Maron y Ames

1983).

Es una prueba versatil, flexible y util para evaluar las propiedades
antimutagénicas de mezclas complejas, para la identificacion de componentes
activos y para el estudio de los mecanismos de antimutagénesis. Una de las
ventajas de esta prueba es la rapidez para obtener resultados. Ademas es usada
mundialmente como un indicador inicial del potencial mutagénico de sustancias
quimicas y medicamentos o drogas (Mortelmans y Zeiger 2000, Ferrer et al

2001).

Las bacterias son incapaces de metabolizar agentes quimicos via citocromo P450,
por esta razon para que la prueba sea 1til es necesario proveer a la bacteria de un
sistema metabolico exdgeno (Mortelmans y Zeiger 2000). En este trabajo se utilizé
la fraccién enzimatica S10 de Vicia faba como activador metabélico, la cual ha
probado ser efectiva activando plaguicidas in vivo e in vitro y el dafio genotoxico y
citotoxico de los metabolitos se ha demostrado en experimentos de intercambio de

cromatidas hermanas (Calderén-Segura et al. 2007).
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Objetivos

e Determinar la capacidad antioxidante de los jugos de kiwi (Actinidia
chinesis) sandia (Citrillus lanatus) y melén (Cucumis melo)

e Valorar si los antioxidantes confieren un efecto antimutagénico a los jugos
de frutas frente a la mutagenicidad inducida por la amina aromatica
4-nitro-o-fenilendiamina y sus metabolitos en la cepa TA98 de
S. typhimurium.

e Evaluar la capacidad de la fraccién enzimatica S10 de V. faba para potenciar
la mutagenicidad de la amina aromatica: 4-nitro-orto-fenilendiamina
(NOP).
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Hipotesis

e Se espera que la fraccion enzimatica S10 de V. faba aumente la

mutagenicidad inducida por la NOP en las cepa TA98 de S. typhimurium.

e El alto contenido de antioxidantes de los jugos de frutas presentara una
actividad antioxidante, que los hara capaces de disminuir la mutagenicidad
inducida en Salmonella typhimurium por la amina aromatica NOP y sus

metabolitos producto de la activacién metabdlica vegetal.
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Materiales y métodos

Obtencion de muestras para DPPH, fenoles, flavonoides y antocianinas

Se pesa 0.1g de muestra y se maceran en etanol al 80 %, se pusieron en bafio de

agua por 5 min. Se centrifugé a 13 000 rpm por 5 min.

Evaluacion actividad antioxidante

Se realizé mediante el método de inhibicién del radical 2,2-difenil-picril-hidrazil
(DPPH), descrito por Brand-Williams et al. (1994) con modificaciones de Martha
Elena Mora Herrera (comunicacién personal). Se hizo reaccionar 250 pL de
muestra con 2750 pL. de DPPH (50 uM) en etanol al 80 %, durante una hora en
oscuridad. Se ley¢6 la absorbancia a 517 nm. Para la determinacion de la actividad
antioxidante los resultados fueron expresados como mg equivalentes de Trolox
(TE)/100 g de peso fresco. El Trolox es un derivado soluble en agua de la vitamina
E.Y en términos de reduccién de DPPH aplicando la siguiente férmula:

% reduccion DPPH = ((Ao-A1)/Ao) x 100, donde A1 es la absorbancia de la muestra

y Ao es la absorbancia de la solucién de DPPH.

Cuantificacion de compuestos fendlicos

Se realiz6 mediante el método de Folin-Ciocalteu (Waterman y Mole 1994) con
modificaciones de Martha Elena Mora Herrera (comunicacion personal). Se hizo
reaccionar 0.2 mL de muestra con 0.15 mL de solucién Folin-Ciocalteu (1/10 en
agua). Se le adicionaron 0.5 mL de solucion de carbonato de sodio al 20% y se
afor6 a 4.5 mL con agua destilada. Las muestras se dejaron reposar en oscuridad
durante 30 min. Se leyé la absorbancia a 760 nm. El contenido de compuestos
fenolicos totales se expres6 como equivalentes de acido galico (GAE)/100 g de

peso fresco.
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Cuantificacion de flavonoides

Se realizd mediante el método descrito por Huang et al (2006), con
modificaciones de Martha Elena Mora Herrera (comunicacién personal). A 0.5 mL
de muestra se le afiadi6 1.0 mL de cloruro de aluminio al 2 %. Se dejé reaccionar
15 min en oscuridad. La absorbancia se leyd a 430 nm. El contenido de flavonoides
se calculd en las bases de curva de calibraciéon de quercetina y los resultados se

expresaron como mg de quercetina por 100 g de peso fresco.

Cuantificacion de antocianinas.

Se llevo a cabo mediante el método del pH diferencial reportado por Villanueva-
Tiburcio et al. (2010). Se tomaron 200 uL de muestra y se diluyeron en 1,800 uL
de amortiguador de pH 1,0. Se tomaron otros 200 pL de muestra y se diluyeron en
1,800 pL de amortiguador de pH 4.5. Se ley6 la absorbancia de ambas muestras a

510 nm y 700 nm.

La concentracién de antocianinas fue calculada con la siguiente formula:

C (mg/mL) = A x 482.82 x (1000/24825) DF.

Donde A = (Abs510-Abs700) pH1.0 - (Abs510-Abs700) pH4.5, 484.82 es la masa
molecular de la cianidina 3-glucdsido, 24825 es la absortividad molar a 510 nm, DF

es el factor de dilucion.

Cuantificaciéon de acido ascorbico

Se realiz6 mediante el método descrito por Barros et al. (2007), con modificaciones
de Martha Elena Mora Herrera (comunicacion personal).
Se extraen 75 mg de muestra en 1.5 mL de acido metafosforico al 1 %. Se dejé en

agitacion por 30 min en oscuridad y se centrifugd a 1600 g durante 15 min a 4 °C.
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Alicuotas de 250 mL se mezclaron con 2.25 mL de dicloroindofenol. La absorbancia
se ley6 inmediatamente a 515 nm. El contenido de acido ascorbico se calculé en
las bases de la curva de calibracién con acido ascérbico auténtico y los resultados

se expresaron como mg de acido ascérbico por 100 g de peso fresco.

Preparacion de los jugos de frutas

Las muestras de las frutas bajo investigacién (kiwi, sandia y melén), fueron
compradas en un supermercado. Se prepararon segun el protocolo de Edenharder
et al. (2002). Se corté la fruta y las partes comestibles fueron homogeneizadas con
un extractor casero. Los jugos obtenidos se centrifugaron a 10 000 rpm durante 60
min a 4°C. El sobrenadante se ajust6é a pH 7.4 con NAOH (10 M) y se esteriliz6 por
filtracion millipore (0.45 pL). Los extractos se probaron inmediatamente o se

almacenaron a -20 °C.

Obtencidn de la fraccion enzimatica S10 de Vicia faba

Las semillas de V. faba se remojaron 24 horas en oscuridad, se pusieron a germinar
en dos capas de algodon humedecido con agua. Cuando las raices del haba
alcanzaron una longitud de aproximadamente 5 cm a las plantulas se les cortaron
2 cm de la raiz, se maceraron en un mortero en proporcién 1:1 con una solucion de
fosfato de sodio monobasico y dibasico 0.1 M a un pH de 7.4, 1 mM de ditiotreitol
1 mM de EDTA, 0.6 M de Manitol, polivinilpolipirrilidona al 10 %, se
homogeneizaron en un macerador de tejidos vegetales por 3 min
aproximadamente, finalmente se centrifugé a 11 500 rpm durante 30 min a 4 °C.

Se extrajo el sobrenadante y se esterilizo6 por filtracion millipore (0.45 pL).

Activacion de la mezcla

Para activar la mezcla enzimatica S10 a la fraccion microsémica S10 de V. faba se le
afiadio en relacion 1:9 v/v una mezcla de amortiguador de fosfatos (pH 7.4) con
MgCl; 8 X 10-3 M, KCl 3.3 X 10-2 M, Glucosa 6-fosfato 5 X 103 M y NAD 4 X 103 M
(Calderén- Segura et al. 1999).
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Ensayo de Ames

Preparacion de bacterias

Antes de iniciar el ensayo se verificaron los marcadores genéticos para la cepa
TA98 de S. typhimurium, descrito por Sanchez-Estrada (2008). A partir de una
placa patron de la cepa se seleccionaron cinco colonias y se sembraron en un tubo
con medio LB en agitacion constante a 37 °C durante 24 h para su proliferaciéon. A
partir de cada tubo se realiz6 la siembra en los medios correspondientes para

verificar los marcadores genéticos.

La dependencia a histidina (His-) fue comprobada sembrando la bacteria en
estrias en medio minimo con biotina y medio con histidina y biotina en exceso.
Solo debe haber crecimiento en la placa con histidina y biotina en exceso. La
mutacion rfa fue comprobada por la sensibilidad a cristal violeta. Se sembro la
bacteria perpendicular a lineas de cristal violeta en una placa de medio minimo. Se
debe presentar una clara zona de inhibicién de crecimiento en las areas con cristal
violeta. La presencia del plasmido pKM101 fue comprobada por la resistencia a
antibiéticos al sembrar la cepa en una placa con medio completo (NB) y una placa
con medio completo NB suplementado con ampicilina. Debe de haber crecimiento

en ambas placas.

Ensayo de antimutagenicidad

El efecto antimutagénico de cada jugo de fruta fue probado mediante el método de
Ames (Maron y Ames 1983) utilizando el procedimiento de preincubacién. Una
mezcla de la bacteria y de los diferentes volimenes de extracto de fruta (10, 250 y
500 pL) fue preincubada a 37 °C durante una hora. En un tubo de agar de
superficie fundido se afiadieron 600 uL de la mezcla antes mencionada y 100 uL de
NOP con y sin S10 (500 pL). El agar de superficie se vertié sobre una placa de agar
de medio minimo. Se contaron el nimero de revertantes por placa después de ser

incubadas 37 °C durante 48 h.
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El efecto antimutagénico es expresado como el porcentaje de inhibicion de la
mutagenicidad (Ikken et al. 1998).

% Inhibicién = 100 - (R1/Ro X 100), donde R1 es el nimero de colonias revertantes
de las placas expuestas a los extractos frutales y Ro es el numero de colonias
revertantes del testigo positivo para mutagenicidad. El nimero de revertantes
espontaneas se rest6 del numerador y del denominador. Los porcentajes se
clasificaron de la siguiente forma: 0-20 (negativo), 20-40 (positivo débil), 40-60
(positivo), 60-80 (muy positivo), 80-100 (se sospecha toxicidad) (Bunkova et al.
2005).

Las placas solo con la bacteria fueron consideradas como el testigo negativo, las
placas con la amina aromatica (NOP) fueron consideradas como testigo positivo.

Ademas se afiadi6 un testigo positivo para la antimutagenicidad (clorofilina 10 pL).

Cuantificacion de proteinas

Se utiliz6 el método BioRad (Bradford 1976) para determinar el contenido de
proteina en la fracciéon S10 de V. faba.

El volumen total de reaccién fue de 1 mL, en cada cubeta de espectrofotémetro se
agrego:

795 pL de agua destilada

5 uL de la muestra de S10

200 pL de reactivo de Bradford

Las muestras se cuantificaron por triplicado en un espectrofotémetro a 595 nm,

media hora después de haber hecho la mezcla.

Determinacién de actividad peroxidasa

Para determinar la actividad peroxidasa, se midi6 la oxidacién de guayacol a
tetraguayacol, monitoreando el cambio de absorbancia a 470 nm durante 5 min

cada 30 s en un espectrofotometro.
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Se analiz6 la actividad peroxidasa en un volumen de reaccién de 3 mL, en cada
cubeta de espectrofotometro se agrego:

1 mL de H202 al 3%

1 mL de guayacol al 1 %

10 pL de la muestra de S10

990 pL de amortiguador de fosfatos pH 7.4

Después de adicionar el ultimo componente (guayacol) rdpidamente se invirtié la
cubeta dos veces y se comenz6 a monitorear la reaccién. Se realizaron de 3 a 5

repeticiones para cada muestra en cada experimento.

La tasa de la actividad peroxidasa se estimé de acuerdo con la siguiente ecuaciéon

(Gichner et al. 1994):

[(A470/E470 x1) V/P]

t min

Donde:

A470 es la absorbencia a 470 nm.

E470 es el coeficiente de extincidn del tetraguayacol (26.6/Mm/cm)
l es la longitud de trayectoria de la cubeta (1 cm)

V es el volumen en reaccion en litros

P es el contenido de proteinas en pg

t min es el tiempo en minutos
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Resultados

Determinacion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante total de los jugos de frutas se obtuvo al evaluar la
reduccion del radical DPPH. El extracto con mayor capacidad antioxidante es el
jugo de kiwi con 21 % de reduccién del DPPH seguido por el jugo de melén (6.4
%), la clorofilina (4.8 %) y el jugo de sandia (1.6 %) (Fig. 6).

Contenido de antioxidantes

La tabla 3 muestra el contenido de fenoles, flavonoides, antocianinas y acido
ascorbico de los jugos de kiwi, sandia y mel6n. También se exponen los resultados

de la actividad antioxidante expresados como equivalentes de Trolox.

De los extractos analizados el jugo de kiwi es el que presenta mayor contenido de
fenoles totales, seguido por la clorofilina, el jugo de melon y por ultimo el jugo de
sandia. En cuanto al contenido de flavonoides el extracto que exhibe una mayor
cantidad es la clorofilina seguida del jugo de kiwi, jugo de sandia y jugo de melon.
El jugo de sandia es el que muestra mayor contenido de antocianinas seguido del
jugo de kiwi. No se detect6 la presencia de estos pigmentos en el extracto de
clorofilina ni el jugo de mel6én. El contenido de acido ascérbico es el siguiente:
kiwi>melén>clorofilina>sandia. Los resultados de la actividad antioxidante se
expresaron como mg equivalentes de Trolox por 100 g de peso fresco. El mayor
contenido lo presenta el jugo de kiwi, seguido del jugo de meldn, la clorofilina y el

jugo de sandia.

Ensayo de antimutagenicidad

Ninguno de los jugos de fruta muestra efecto mutagénico &6 citotéxico en
concentraciones de hasta 500 pL/placa en la cepa TA98 de S. typhimurium (Tabla
4).
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El efecto antimutagénico de los jugos de frutas fue evaluado por medio de la
prueba de Ames, los resultados se presentan como la media de colonias
revertantes de tres experimentos independientes (Tabla 5). Se muestra los
valores del testigo negativo, del testigo positivo para mutagenicidad (NOP) y para

antimutagenicidad (clorofilina).

Sin activacion metabdlica vegetal

Los jugos de kiwi y sandia disminuyen el nimero de colonias revertantes con
respecto al testigo positivo para la mutagenicidad (NOP). En el caso del jugo de
kiwi (Fig. 7) con todas las concentraciones empleadas la disminucién es
significativa (p<0.001), mientras que con el jugo de sandia (Fig. 8) el nimero de
colonias revertantes presenta disminucion significativa (p<0.001) sélo con
10 pL/placa. Con 250 pL y 500 pL/placa la reduccion en el nimero de colonias
revertantes no es significativa. El jugo de melén no varia significativamente el

numero de colonias revertantes con ninguna de las concentraciones empleadas

(Fig. 9).

En la Fig. 10 se pueden observar los porcentajes de antimutagenicidad obtenidos
para todos los jugos de frutas. El jugo de kiwi exhibe una inhibicion de la
mutagenicidad alta con todos los volimenes empleados, 43 %, 49 % y 53 % con
10, 250 y 500 pL, respectivamente. El jugo de sandia inhibe la mutagenicidad de la
NOP moderadamente (39 %) con 10 pL/placa. Las concentraciones de 250 y 500
uL/placa presentan porcentajes de inhibicidon bajos (<20 %). Por su parte el jugo

de meldn no presenta efecto inhibidor (0 %) con ningina concentracién empleada.

Con activacién metabdlica vegetal

La fraccion S10 transform6 la amina aromatica, lo cual se puede observar en un
aumento significativo en el nimero de colonias revertantes con respecto al testigo
negativo.

El jugo de kiwi disminuye el promedio de colonias revertantes de forma

significativa (p<0.001) con respecto al testigo positivo para la mutagenicidad

20



(NOP) con todas los concentraciones empleadas (Fig. 7). Con el jugo de sandia se
observa  disminucion significativa (p<0.001) con la menor concentracién
(10 pL/placa), con 250 y 500 pL/placa, la reduccion en el nimero de colonias
revertantes no es significativa (Fig. 8). La disminucion en el numero de colonias
revertantes es significativa (p<0.001) con el jugo de melon tnicamente cuando se
utilizaron 250 pL/placa. Para las concentraciones de 10 y 500 pL/placa no hay

variacion significativa en el nimero de revertantes (Fig. 9).

Todos los jugos de fruta inhiben la mutagenicidad en menor o mayor medida. (Fig.
10). El jugo de kiwi presenta inhibicion alta (>60 %) en todos los volumenes
utilizados. Por su parte, el jugo de sandia muestra inhibicién moderada con
10 pL/placa (30 %) y baja 19 % y 13 % para 250 y 500 pL/ placa,
respectivamente. El jugo de mel6n inhibe la mutagenicidad de forma baja (15 y 20
%) con 10 y 250 pL /placa, respectivamente, con 500 pL/placa no se observa
efecto inhibidor (0 %).

Cuantificacion de proteinas de la fraccién enzimatica S10 de V. faba y actividad
peroxidasa

Para tratar de elucidar el mecanismo de accion de la amina aromatica se cuantifico el
contenido de proteinas totales y la actividad peroxidasa en el extracto de la fraccion
S10 de V. faba incubada con la NOP durante 4 horas (Tabla 6). La concentracién de
proteinas y la actividad peroxidasa no variaron significativamente con respecto al valor

testigo (p<0.001) ANOVA post hoc Tukey.
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Discusion

Las practicas de agricultura moderna hacen que las plantas utilizadas para
consumo humano estén expuestas a gran numero de agentes Xenobioticos
(Sandermann 1988). Esto es de vital importancia ya que han demostrado ser
capaces de transformar o potenciar la actividad de algunos xenobidticos, como las

aminas aromaticas, que son ampliamente usadas en la elaboracion de plaguicidas

(Janghel et al. 2005).

Se han desarrollado muchas técnicas para estudiar las bio-transformaciones, entre
estas se incluye el uso de plantas intactas, suspensién de células y extractos de
tejidos (Gentile et al. 1985). El método in vitro, consiste en la incubacién de un
agente quimico con un homogeneizado de planta suplementado con cofactores.
Este homogeneizado es ensayado posteriormente con un microorganismo como
indicador para detectar la presencia de metabolitos generados (Plewa 1978,

Calder6n-Segura 1998).

Gran cantidad de trabajos muestran que los homogeneizados de plantas son muy
efectivos en activar promutagenos a mutagenos o en potenciar su mutagenicidad.
Esas fracciones son: la S2 de Zea mays, 1a S9 da papa, papa de Jerusalén, chicharo y
tabaco. Sin embargo, aunque han demostrado ser efectivos, la activacion de los
agentes quimico depende del homogeneizado utilizado (Ysern et al. 1994). La NOP
es un mutageno directo, cuya actividad ha sido potenciada en presencia del
metabolismo de Z mays y de células de tabaco (Plewa et al. 1982, Gentile et al

1985).

En este trabajo la activacion vegetal in vitro fue utilizada, la fraccién enzimatica
S10 de V. faba se incub6 con la NOP y se ensay0 en la cepa TA98 de S. typhimurium.
Los resultados obtenidos (Tabla 5) muestran la capacidad de la S10 para
transformar metabolicamente a la NOP, potenciando su mutagenicidad, al
aumentar a mas del doble el nimero de colonias revertantes, comparadas con el

numero obtenido en ausencia de activaciéon metabdlica.
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Se ha propuesto que la activacién metabdlica vegetal se produce por accion de
enzimas peroxidasas (Plewa et al. 1993). En este trabajo se realizo la cuantificacion
de proteinas y se calcul6 la actividad peroxidasa de la fraccién enzimatica S10 de V.
faba sola y después de haber sido incubada por 4 h con la NOP. Los resultados
obtenidos muestran que no existe diferencia significativa en el contenido de
proteinas y no se registran cambios en la actividad peroxidasa. Esto sugiere que la
activacion de la amina aromatica es seguida de la actividad peroxidasa; en otros
estudios en los que se han utilizado fracciones vegetales como activadores

metabolicos se han obtenido los mismos resultados (Cortés-Eslava et al. 2004).

La capacidad de las plantas para metabolizar estos compuestos representa un
riesgo latente a la salud humana, estos promutagenos pueden ser responsables de
la produccién excesiva de ROS en el organismo, dafiando al DNA (Murata et al.

2001).

Se ha asociado la produccién de radicales libres con el padecimiento de cancer y
enfermedades cardiovasculares y degenerativas (Ferrer et al. 2001, Sun et al.
2002). La prevencion de este tipo de enfermedades se conoce como
quimioprevencion y es un area de creciente interés cuyo objetivo final es la
implementacion de medidas para mejorar la salud humana. Para lograr este
objetivo se ha dado a la busqueda de agentes quimiopreventivos, muchos de los
cuales se pueden encontrar en la dieta, en el consumo de frutas y verduras (Ikken

etal. 1998, Ferrrer et al. 2001).

La prueba de Ames es versatil, flexible y util para identificar antimutagenos y
posibles anticarcinégenos. De hecho su uso para estudiar los mecanismos de
antimutagénesis en mezclas va en aumento (Ferrer et al. 2001, Bunkova et al.

2005).

Especificamente el procedimiento de preincubacion esta disefiado para favorecer
la penetracion del modulador, en este caso el jugo de fruta en las células
bacterianas previo a la exposicién al mutageno. Esto hace posible investigar las

reacciones intracelulares del modulador con el mutageno (De Flora et al. 1992).
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En este trabajo se evalud por medio del ensayo de Ames la capacidad
antimutagénica de los jugos de kiwi, melon y sandia frente a la mutagenicidad
inducida por la NOP y sus metabolitos producto de la activacién metabdlica

vegetal.

Los resultados obtenidos indican que el jugo de kiwi tiene efecto antimutagénico
contra la mutagenicidad directa de la NOP y contra sus metabolitos obtenidos por
la activacién metabdlica vegetal, ya que disminuy6 significativamente el nimero
de revertantes (Fig. 7). No se observa inhibicién dosis-dependiente ya que no
existe diferencia significativa en la reduccién de la mutagenicidad con las
diferentes concentraciones utilizadas (10, 250 y 500 pL/placa). En los
tratamientos en los que no se proporciond activacién metabodlica vegetal, el
porcentaje de inhibicién de la mutagenicidad alcanzé6 el 53 % y en presencia del
metabolismo vegetal el 64 %, esto permite clasificar al jugo de kiwi, de acuerdo
con Bunkova et al. (2005) como un antimutageno positivo (Fig. 10). No solo la
disminucién en el numero de revertantes si no el porcentaje de inhibicién de la
mutagenicidad es significativamente mayor en comparacioén con los resultados
obtenidos con la clorofilina, antimutageno reconocido (Garcia y Altamirano 2007),

utilizado en este trabajo como testigo positivo.

Los datos de este trabajo indican que el jugo de sandia exhibe un efecto
antimutagénico en los ensayos con y sin activacion metabdlica pero sélo con la
concentracion mas baja (10 pL/placa), esto junto con los porcentajes de inhibicidn
(Figs. 8 y 10) permite clasificar al jugo de sandia como un antimutageno débil solo
en la dosis mas baja utilizada, para las otras concentraciones no se observa efecto

antimutagénico.

Para el jugo de meldn solo se observo una disminucion significativa en el ensayo en
el que se utilizo6 la fracciéon S10 como activador metabdlico con 250 pL/placa (Fig.
9). El porcentaje de inhibiciéon de la mutagenicidad de 21 %, al comparar con los

demas resultados del jugo de meldn, se puede observar que los porcentajes de
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inhibicién de la mutagenicidad en todos los casos son menores a 20 % (Fig. 10), y
la disminucién en el nimero de revertantes en la mayoria de los casos no es

significativa, por lo tanto no es considerado un antimutageno.

Los resultados obtenidos en este trabajo no muestran una respuesta dosis-
dependiente, esto es comun al trabajar con muestras complejas como los jugos de
frutas. El efecto del agente quimico que se modifica puede verse potenciado o
inhibido dependiendo del mecanismo de accién del jugo. Ademas los jugos pueden
actuar fuera de la bacteria interviniendo asi con su metabolismo. Otros efectos
dentro o fuera de la bacteria pueden incluir la modificacién quimica o enzimatica
del mutdgeno. En trabajos en los que se evalda la capacidad antimutagénica de
extractos de frutas y verduras se ha observado esta respuesta no-linear (Ikken et

al. 1998).

En este trabajo se trat6é de elucidar el mecanismo de antimutagénesis, el jugo de
kiwi es un antimutdgeno efectivo en todos los volimenes empleados para
disminuir la mutagenicidad causada por la NOP y sus metabolitos, mientras que el
jugo de sandia solo tiene actividad antimutagénica débil con 10 pL/placa. Estos
resultados junto con los obtenidos para la actividad peroxidasa y la concentracion
de proteinas, los cuales indican que no hubo cambio después de la incubacién con
el mutageno, sugiere que la interferencia de los jugos de fruta ocurre con los
grupos activos de las aminas aromaticas y/o con sus metabolitos, pero no con las

enzimas metabolicas.

Se ha sugerido que los fitoquimicos purificados pueden no tener las mismas
propiedades benéficas que la mezcla que existe en una fruta completa o en una
mezcla de frutas. Se considera que los suplementos no tienen el mismo efecto que
una dieta rica en frutas y verduras, ya que, tomados solos, los antioxidantes
estudiados en casos clinicos no parecen tener un efecto preventivo consistente.
Esto puede deberse a que el compuesto por si solo puede perder bioactividad o no
comportarse de la misma forma en que lo hace en la fruta (Sun et al. 2002, Liu

2003).
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La hipotesis planteada es que la actividad antimutagénica que exhiben los jugos de
frutas se debe a su actividad antioxidante. La actividad antioxidante de los jugos de
frutas se evalu6 mediante la reduccién del ion DPPH, los resultados obtenidos
(Fig. 6) muestran que todos los extractos tienen actividad antioxidante en mayor o
menor medida. Siendo el jugo de kiwi el de mayor. No existe diferencia
significativa (p>0.001) entre el jugo de melén y sandia con respecto a la

clorofilina.

Los resultados para el contenido de los diferentes antioxidantes evaluados se
muestran en la tabla 3, se puede observar que existe una diferencia entre la
composicion de cada extracto. El jugo de kiwi tiene presentes todos los
antioxidantes, es el de mayor contenido de vitamina C, equivalentes de Trolox y

fenoles totales.

El jugo de sandia es el de mayor contenido de antocianinas y tiene cantidades bajas
de los otros antioxidantes. El jugo de meldn no presenta antocianinas y tiene un
bajo contenido de los demas antioxidantes. La clorofilina es el extracto con mayor
contenido de flavonoides, un alto contenido de fenoles, bajo contenido de acido

ascorbico, equivalentes de Trolox y no se encontraron antocianinas.

El kiwi que es el jugo con mayor actividad antioxidante es también el de mayor
efecto antimutagénico, sin embargo los extractos de sandia, mel6n y clorofilina
cuya actividad antioxidante no varia exhiben diferencias en cuanto a la
disminucién de la mutagenicidad de la NOP, la clorofilina es un antimutageno
positivo, la sandia es un antimutageno positivo débil solo para el volumen mas
bajo y el melén no muestra efecto antimutagénico. Esto sugiere que la actividad
aditiva y sinérgica de los compuestos presentes en la fruta es la responsable de sus
beneficios. Por lo tanto es mas recomendable obtener los antioxidantes de una

dieta rica en frutas y verduras que de suplementos alimenticios.

Los componentes en el jugo de kiwi y sandia tienen actividad antioxidante y de
secuestradores de iones por lo tanto sus mecanismo de acciéon antimutagénica

puede incluir la interaccion de los grupos activos o los radicales libres que resultan
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del agente quimico (NOP). Esto permite clasificar a los jugos de fruta segiin Kada y
Shimoi (1987) como desmutagenos, ya que actiian directamente con las moléculas
formando compuestos inactivos o lo vuelven inadecuado para la activacién

enzimatica.

Los resultados de este trabajo apoyan la idea de que los constituyentes naturales
de las frutas pueden modular los procesos de mutagénesis y posible
carcinogénesis. La capacidad antimutagénica del jugo de kiwi qued6 demostrada y
debe ser un resultado importante a tomar en cuenta, para incluir el consumo de

esta fruta en la dieta.

Se debe considerar que los resultados obtenidos en este trabajo son el resultado
de ensayos in vitro, y deben de servir para respaldar futuras investigaciones
realizadas in vivo que permitan mejorar el entendimiento del papel de los
antimutagenos provenientes de la dieta en la prevencién de enfermedades

cronicas en seres humanos.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos aunados a la revisién de la literatura permiten concluir:

e La fraccion enzimatica S10 de Vicia faba es capaz de activar
metabdlicamente agentes quimicos. Aumenta la actividad mutagénica de la

NOP.

e Todos los jugos de frutas tienen actividad antioxidante, sin embargo no

todos exhiben efecto antimutagénico.

e Eljugo de kiwi puede clasificarse como un antimutageno positivo frente a la

accion de la NOP y sus metabolitos.

e Eljugo de sandia actiia como un antimutageno débil solo con 10 pL/placa.

e Eljugo de melon no inhibe la mutagenicidad de la NOP, por lo tanto en las

condiciones estudiadas en este trabajo no es considerado un antimutageno.

e La potente actividad antioxidante de algunas frutas es resultado de la

combinacién natural de fitoquimicos presentes en éstas.
e Incrementar el consumo de frutas es una estrategia practica de los

consumidores para mejorar su salud y reducir el riesgo de padecer

enfermedades crénicas.
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Tabla 1.

Clasificacion de los compuestos fendlicos. Modificado de Bravo (1998).

Clase Esqueleto base Estructura base
Fenoles simples Ce C}_m
Benzoquinonas Ce Q.D_ﬂ
Acidos fenélicos Ce-C1 @'—m"
Acetofenonas Ce-C2 D_m
Acidos fenilacéticos Ce-C2 D_m
Acidos hidroxicindmicos Co-C3 G_m
Fenilpropenos Ce-C3 O_m
Cumarinas, isocumarinas Ce-C3 E:[i‘r“ 0:;\;
Cromonas Ce-C3 (Ip i
Naftoquinonas Ce-Cs : i
Xantonas Ce-C1-Cs G(j?t)
Estilbenos C6-C2-Cs c i
Antraquinonas C6-C2-Ce (]#j
Flavonoides C6-C3-Ce

Lignanos, neolignanos (C6-C3)2

Ligninas (C6-C3)n
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Tabla 2.
Clasificacion de los flavonoides. Modificado de Bravo (1998).

Flavonoide Estrcutura basica
Chalconas %0
Dihidrochalconas ﬂ!r[)

Auronas GQ'"" 'D C[t‘[ 'D
Flavonas (:Q’O

Flavonoles C(;];D
Dihidroflavonol Cf;ﬁ:

Flavanonas CQ/Q

Flavanol m;g

Flavandiol o leucoantocianidina f :
Antocianidina C:Exfj
Isoflavonoide % %
Biflavonoide

Proantocianidina o taninos
condensados

i
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Tabla 3. Contenido de fenoles totales, flavonoides, antocianinas y dcido ascorbico y
actividad antioxidante de los jugos de frutas.

Extracto Fenoles Flavonoidesb Antocianinas¢ Acido Actividad
totales? Ascorbicod antioxidantee
Clorofilina 54.04+7.71 6525.31+298.01 0 4.23 +£0.60 53.03 +11.25
Kiwi 93.75 + 6.47 512.58 + 44.99 19095.00 + 485.42 60.25 +1.75 176.23 £ 8.92
Melon 30.66 + 2.74 195.36 + 30.68 0 13.73 +2.61 64.86 + 2.64
Sandia 18.97 £ 0.57 234.75 +51.58 1986.11 + 285.70 3.56 +4.97 28.77 £ 8.80

aFenoles totales expresados como mg equivalentes de acido galico/100 g de peso fresco.

bFlavonoides expresados como mg de quercetina/100 g de peso fresco.

¢Contenido de antocianinas en mg/100 g de peso fresco.
d Contenido de 4cido ascdérbico en mg/100 g de peso fresco.
e Actividad antioxidante expresada como mg equivalentes de Trolox/100 g de peso fresco.
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Tabla 4. Actividades de los jugos de fruta en la cepa TA98 de Salmonella typhimurium con

y sin activacién metabdlica por Vicia faba S10.

Revertantes por placa @

- S10b +S10b
Testigo Negativo
TA98 21.67 £1.66 30.00 + 1.15
Jugos
uL/placa
Kiwi
10 23.33+£1.86 20.67 £ 3.38
20 23.67 £291 20.33 £5.36
50 22.00 £ 2.88 23.33+4.48
100 22.00 = 3.05 2433281
200 24.00 £ 0.57 29.33 £3.18
500 23.00 £ 0.57 31.33+£7.21
Mel6n
10 25.00 £ 0.57 25.67 +3.18
20 2533 £1.33 26.33£1.20
50 23.33+£3.18 2433 £2.19
100 25.00 £ 2.52 26.67 £4.70
200 2433 £1.67 32.67 £3.18
500 25.00 £ 1.53 33.67 £3.33
Sandia
10 22.33+1.45 22.33£0.66
20 22.00 £4.16 23.00+1.52
50 23.67 £291 25.33£3.93
100 25.33+£0.33 2533 +2091
200 26.00 = 0.57 30.33+1.33
500 28.33 +4.05 32.00+1.15

® Media de revertantes obtenidas en tres experimentos independientes * error estandar.
bFraccion enzimatica S10 de Vicia faba (0 6 500 pL).
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Tabla 5. Efecto antimutagénico de los extractos de frutas en la mutagenicidad inducida por la
amina aromatica 4-nitro-o-fenilenediamina (NOP) en Salmonella typhimurium cepa TA98 cony
sin activacion metabdlica por Vicia faba S10.

- S10v + S10v
Revertantes % Revertantes por %
por placa? Antimutagenicidade placa2 Antimutagenicidade
Testigo Negativo
TA98 23.89 £ 0.62 36.22£1.79

Testigos positivos

Mutagenicidad 815.13 +11.49 2022.33 £19.92
NOPe
Antimutagenicidad
Clorofilinad + NOP 440.87 £ 14.43 47.29 1343.33 + 14.45 34.18
Tratamientos
uL de extracto/placa
Kiwi + NOP
10 475.57 +27.33" 4291 782.80 £ 16.96™ 62.41
250 423.10 £12.70" 49.54 786.33 £ 45.00™ 62.23
500 394.87 +8.79" 53.11 737.70 £ 37.36™ 64.68
Sandia + NOP
10 502.20 + 74.67" 39.54 1422.00 + 107.78" 30.23
250 706.43 + 31.32 13.72 1627.00 + 70.44 19.90
500 782.80 + 6.40 4.07 1651.00 £ 12.90 18.70
Melén + NOP
10 861.67 £ 6.27 0 1710.06 + 22.05 15.72
250 903.72 +10.03 0 1603.78 + 5.84" 21.07
500 972.56 + 18.55 0 2122.06 +8.78 0

aMedia de revertantes obtenidas en tres experimentos independientes # error estandar.
b Fraccion enzimatica S10 de Vicia faba (0 6 500 pL).

¢ NOP: 4-nitro-o-fenilenediamina 20 pg/placa.

dClorofilina: 10 pg/placa
* Diferencia significativa ANOVA post hoc Tukey (p<0.0001) entre el testigo positivo (NOP) y los

tratamientos.

* Diferencia significativa ANOVA post hoc Tukey (p<0.0001) entre el testigo positivo (clorofilina) y

los tratamientos.
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Tabla 6. Cuantificacion de proteinas y actividad peroxidasa de la fraccion S10 de
Vicia faba incubada con la amina aromatica 4-nitro-o-fenilendiamina (NOP).

Fraccion Contenido Actividad peroxidasa?
S10 de total de nM de tetraguaiacol/min/ug
Vicia faba proteinas? de proteina
pg/10 ul
Inicial Final
Testigo
negativo 418 +£0.01 0.0026 + 0.015 0.0503 +0.074
NOP 3.91+0.33 0.0041 + 0.022 0.0441 £ 0.063

a Media de tres experimentos independientes * error estandar.
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Fig. 1. Oxidantes del metabolismo normal. llustra la formacién de especies reactivas de oxigeno por
adicién sucesiva de electrones al triplete O, . Modificado de Farr y Kogoma (1991).

5 4

Fig. 2. Estructura basica de un flavonoide.

Fig. 3. Estructura del 4cido ascorbico.
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Fig. 4. Estructura de la 4-nitro-o-fenilendiamina (NOP).
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Fig. 5. Clasificacion de antimutagenos seglin su modo de accién, muestra las dos categorias de
supresién de las mutaciones inducidas. Modificado de Kada y Shimoi (1987).
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Fig. 6. Porcentaje de reduccién del ion DPPH como actividad antioxidante por los jugos de
fruta. Cada barra representa la media # error estandar (n=3).

* Diferencia significativa entre el extracto y el testigo positivo (clorofilina). ANOVA post
hoc Tukey p<0.001.
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Fig. 7. Efecto antimutagénico del jugo de kiwi en la cepa TA98 de S. typhimurium. A) Sin activacién
metabélica. B) Con activaciéon metabdlica. Cada barra es la media * error estandar (n=9).
*Diferencia significativa p<0.001 con respecto a la NOP. ANOVA post hoc Tuckey.

aDiferencia significativa p<0.001 con respecto a la Clorofilina. ANOVA post hoc Tukey.
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Fig. 8. Efecto antimutagénico del jugo de sandia en la cepa TA98 de S. typhimurium. A) Sin
activacion metabolica. B) Con activacion metabolica. Cada barra es la media * error estandar (n=9).
*Diferencia significativa p<0.001con respecto a la NOP. ANOVA post hoc Tuckey.
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Fig. 9. Efecto antimutagénico del jugo de melén en la cepa TA98 de S. typhimurium A) Sin activacion
metabdlica. B) Con activacién metabdlica. Cada barra es la media * error estandar (n=9).
*Diferencia significativa p<0.001con respecto a la NOP. ANOVA post hoc Tuckey.
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Fig. 10. Efecto antimutagénico de los jugos de frutas expresado como el porcentaje de inhibicién de
la mutagenicidad de la NOP. A) En ausencia de activacién metabdlica. B) En presencia de activacion
metabodlica.
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