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1. RESUMEN

La utilizacién de un extracto vegetal que pretenda utilizarse como aditivo
alimenticio requiere de un estudio toxicolégico integral, incluyendo los dafios
genéticos (al consumidor), que permita garantizar su inocuidad, asimismo es un
requisito establecido por autoridades a nivel internacional, como la FDA (Food

and Drug Administration).

De la semilla del aguacate se han obtenido extractos con una buena
perspectiva de utilizarse como antioxidante en los alimentos. El objetivo general
del trabajo fue evaluar la genotoxicidad inducida por un extracto de semilla de
aguacate, en animales de laboratorio. El estudio genotoxicologico se Hlevd a
cabo mediante la prueba de identificacion y cuantificacion de micronicleos en

ratones.

La frecuencia de micronucleos en los grupos de animales dosificados con el
extracto de semilla de aguacate no mostré diferencias con respecto al control
negativo (vehiculo), ( p< 0.01), por lo tanto se considera que el extracto de
semilla de aguacate no muestra actividad genotéxica con la prueba de

micronucleos.

Estos resultados deben considerarse por parte de las agencias reguiatorias a fin
de establecer margenes de seguridad, como ia Ingesta Diaria Admisible, para la
exposicion a productos de consumo humano. El extracto de la semilla de
aguacate no es genotoxico, lo cual permite continuar su desarrolio como

antioxidante.



2. INTRODUCCION

Los seres vivos estdn expuestos a la accibn de numerosos agentes
potencialmente toxicos, que pueden encontrarse en el ambiente, incluyendo los
alimentos que se consumen. El origen de estos agentes puede ser fisico, como
las radiaciones; quimicos o bioldgicos y provocar efectos fisioldgicos y en

algunos casos efectos de tipo genético.

La accién genotdxica de los agentes repercute de manera directa en la salud
del hombre, al ocasionar alteraciones en el material genético que pueden
manifestarse en el mismo individuo, como en el caso del proceso de desarrolfio
de tumores, conocido como carcinogénesis, o bien los efectos pueden
manifestarse en la descendencia de los individuos con efectos como los
teratogénicos (malformaciones en recién nacidos) (Alia ef al. 1992).

La identificacién oportuna de agentes con potencial genotoxico es una
herramienta que permite, establecer un consumo seguro de sustancias que
tendran un contacto directo con ia poblacién humana, como los alimentos.

Actualmente, existe una tendencia hacia la utilizacién de productos naturales en
la alimentacién, lo cual no necesariamente implica la inocuidad de estos
productos. Por tal motivo, en varios paises se estan estudiando los posibles
efectos genotdxicos de los aditivos alimenticios, tanto de origen natural como
sintético, para cumplir con la normatividad y garantizar la seguridad en su

consumo.

Este trabajo esta enfocado primordiaimente a la evaluacién de los dafios
genéticos que pudiera provocar el extracto de semilla de aguacate,
considerando que existen otro tipo de estudios de seguridad que deberan

realizarse en etapas posteriores.



3. MARCO TEORICO

3.1. Aspectos comerciales y de cultivo del Aguacate.

El aguacate es un fruto de tipo perennifolio en forma de piramide que se cultiva
en zonas de clima célido o templado. Fray Bernardino de Sahagun, en 1569,
afirmé que el aguacate es nativo de! Sur de México (Ochse et al, 1986; De Luna
y Flores, 1994; SAGAR, 1996). Pertenece a la familia Lauraceae y el nombre
cientifico es Persea americana Mill (Hemandez y Gally, 1981; Ochse et al,
1986).

El fruto de! aguacate es una baya (mesocarpio y endocarpio carnosos). El
pericarpio consiste en tres capas, exocarpio (cascara), mesocarpio (pulpa), y
endocarpio junto a la cubierta seminal. El endocarpio se compone de pocas
capas de parénquima de células aplanadas tangencialmente que a menudo se
adhieren a ja testa (Barrientos, 1996)

La semilla de aguacate estd compuesta por cubierta seminal y embrion, carece
de endospermo en la madurez y el color de la cubierta seminal lo dan los
taninos. El eje embrionario esta formado por la plumula, hipocotilo y radicula,
asi los cotiledones y el eje embrionario forman el embrién (Barrientos, 1996).



Figura 1. Persea americana (aguacate). Objeto de estudio de este trabajo

En Meéxico, el principal estado productor de aguacate es Michoacan, en donde
existen 87 empacadoras habilitadas para recibir y procesar el aguacate en
diferentes formas. De estas empacadoras una de ellas estd dedicada
exclusivamente a la exportacién, 41 empacadoras cuentan con instalaciones
que les permite atender el mercado de exportacion y sus excedentes al
mercado nacional, mientras que las otras 45 solo se dedican al mercado
nacional (SAGAR, 1996). En 1996 Michoacan llego a producir 681,584 Ton. (De
Lunay Flores, 1994; SAGAR, 1996).

En 1992 el aguacate fue el mejor situado, en relacion de frutas, a nivel mundial
y es de suma importancia para México por los ingresos econémicos que
propicia (INEGI, 1994).



Existen datos de la SAGAR (INEGI, 1994) en los que se menciona que el
consumo anual nacional, de aguacate durante el periodo de 1990 a 1995, fue
en promedio de 719,760 Ton. La produccién en 1994 fue de 799,929 Ton
(SAGAR; 1996) y se industrializ6 al menos el 3% (23.997.87 Ton), si se
considera que del porcentaje industrializado la semilla representa el 15%,
entonces la cantidad de semilla desechada en ese afio fue de 3,790 Ton
aproximadamente.

Sin embargo durante el proceso de comercializacién y/o industrializacién del
aguacate lo que se aprovecha en extenso es la pulpa, mientras que la semilla
es desechada sin ser procesada confinandose a los basureros tal cual, o como
pasta, dependiendo del proceso que se siga en la industrializacidn def fruto.

La informacion sobre la industrializacion del fruto del aguacate refleja un
problema importante: la semilla tirada a la basura es un foco problemético de
salud y espacio para quienes tienen que vivir con ella a su alrededor. Por lo
tanto resulta de vital importancia el darle un aprovechamiento integral al fruto.
En fechas recientes se ha utilizado la semilla del aguacate, para obtener
algunos extractos para alimentos; de esta manera se utiliza también la semiila y
asi se aprovecha el fruto completo (Ramos, 1999).

3.2, Antioxidantes.

Desde hace varios afios se ha puesto de moda en Occidente el incremento de!
consumo de vegetales con el propésito de disminuir fa incidencia de
enfermedades como el cancer y la arterosclerosis. Este enfoque de la dieta
preventiva se ha completado con el de un estilo de vida sano, en lo que podria
conceptuarse como un regreso a "lo verde”.

Son varias las causas de este retorno: los resultados de innumerables estudios
epidemiologicos de los que se infiere el valor protector de ciertas plantas y
ejercicios, el redescubrimiento de practicas ancestrales en regiones del Asia,



como el Tibet y la fascinacion que eso produce en quienes quieren vivir mas y
mejor, pero sobre todo debido al fracaso del modo de vida (en lo que se incluye
la dieta y la practica médica) occidental en la disminucién de las enfermedades
arriba mencionadas y ofras a las que no sin razdn se les llama "del desarrolio”.

La creciente aceptacion de la dieta como terapia preventiva y de la medicina
verde como alternativa, estd acompafiada del desconocimiento (y en
consecuencia ia falta de estimulo para su estudio) de los agentes presentes en
ellas que contribuyen con un amplio espectro de propiedades a la prevencién
de ciertas enfermedades. Uno de estos grupos son los antioxidantes.

En la industria de los alimentos, los antioxidantes previenen {a oxidacion de las
grasas, la cual es la forma de deterioro de los alimentos mas importante
después de las alteraciones producidas por microorganismos. La reaccién de
oxidacion es una reaccion en cadena, es decir, que una vez iniciada, continia
acelerdndose hasta la oxidacion total de ias substancias sensibles. Con la
oxidacion, aparecen olores y sabores a rancio, se altera el color y la textura, y
desciende el valor nutritivo al perderse algunas vitaminas y acidos grasos
poliinsaturados. Ademas, los productos formados en la oxidacion pueden llegar

a ser nocivos para la salud.

La industria alimentaria ha evitado la oxidacién de los alimentos mediante
diferentes técnicas, como el envasado al vaclo o en recipientes opacos, pero
también utilizando antioxidantes. La mayoria de los productos grasos tienen sus
propios antioxidantes naturales, aunque muchas veces estos se pierden
durante el procesado (refinado de los aceites, por ejemplo), pérdida que debe

ser compensada.

Los alimentos vegetales son en general mas ncos en sustancias antioxidantes
que los animales. También otros ingredientes, como ciertas especias, pueden
aportar antioxidantes a los alimentos elaborados con ellos.



Por ofra parte, la tendencia a aumentar la poliinsaturacién de los acidos grasos
grasos de la dieta como una forma de prevencién de las enfermedades
coronarias hace mas necesario el uso de antioxidantes, ya que los A&cidos
grasos poliinsaturados son mucho mas sensibles a los fenémenos de la
oxidacién.

Los antioxidantes pueden actuar por medio de diferentes mecanismos:

a)- Deteniendo la reaccién en cadena de oxidacién de los acidos grasos.

b)- Impidiendo o disminuyendo la formacion de radicales libres.

¢)- Eliminando el oxigeno atrapado o disuelto en el producto, o ef presente en el
espacio que queda sin llenar en los envases.

Los que actian por los dos primeros mecanismos son los antioxidantes
propiamente dichos, mientras que los que actian de la tercera forma se
agrupan en la denominacién iegal de "sinérgicos de antioxidantes", o mas
propiamente, de agentes quelantes. Los antioxidantes frenan {a reaccién de
oxidacion, pero a costa de destruirse ellos mismos. El resultado es que la
utilizacién de antioxidantes retrasa la alteracién oxidativa del alimento, pero no
la evita de una forma definitiva. Otros aditivos alimentarios (por ejemplo, los
sulfitos) tienen una cierta accioén antioxidante, ademas de la accion primaria

para la que especificamente se utilizan.

Algunos antioxidantes que actualimente se utilizan en los alimentos son:

El cido L-ascérbico o vitamina C.
Este se obtiene industrialmente por un conjunto de reacciones quimicas y

procesos microbiologicos. Sus derivados se utilizan en productos carnicos y
conservas vegetales y en bebidas refrescantes, zumos, productos de reposteria
y en la cerveza, contribuye a evitar el oscurecimiento de la fruta cortada en
trozos y a evitar ta corrosion de los envases metalicos. Este antioxidante es una



vitamina para el hombre y algunos animales, y como tal tiene una funcion
biol6égica propia. Ademas mejora la absorcion intestinal del hierro presente en
los alimentos e inhibe la formacién de nitrosaminas, tanto en los alimentos

como en el tubo digestivo.

Se ha propuesto el uso de dosis altas (varios gramos diarios) de esta vitamina
con la idea de que ayudaria a prevenir una multitud de enfermedades, desde el
resfriado comin hasta el cancer. No se ha comprobado que estas dosis
masivas tengan alguna utilidad, pero si que no parecen ser peligrosas, al
eliminarse el exceso de vitamina C facilmente por la onna. Por tanto, las dosis,
mucho menores, empleadas como antioxidante en los aditivos pueden
considerarse perfectamente inocuas. Su utilidad como vitamina tampoco es
muy grande en este caso, ya que en gran parte se destruye al cumplir su papel
de antioxidante.

Tocoferol.
El conjunto de tocoferoles se llama también vitamina E. No obstante, el uso de
tocoferoles como antioxidantes en un alimento no autoriza a indicar en su

publicidad que ha sido enriquecido con dicha vitamina.

La cantidad de estas substancias ingeridas como un componente natural de los
alimentos es en general mucho mayor que fa que se ingiere por su uso como
aditivo alimentario, ya que se utiliza a concentraciones muy bajas. Al aceite de
oliva refinado puede afiadirse como antioxidante E-307, exclusivamente para
sustituir al perdido en el procesado. Se utilizan también en aceites de semillas,
en conservas vegetales y en quesos fundidos.

Los tocoferoles abundan de forma natural en los &cidos grasos vegetales sin
refinar, y especialmente en los aceites de germen de trigo, arroz, maiz o soja.



Se obtienen industrialmente como un subproducto del refinado de estos aceites
(E 306) o por sintesis quimica. Al ser liposolubles se utilizan en alimentos
grasos.

La funcién biolégica de la vitamina E es similar a su funcién como aditivo, es
decir, la de proteger de la oxidacién las grasas insaturadas. Aunque es esencial
para el organismo humano, no se conocen deficiencias nutricionales de esta
vitamina. No obstante, dosis muy elevadas (mas de 700 mg de alfa-tocoferol
por dia) pueden causar efectos adversos.

Galatos de propilo, octilo y dodecilo.

Se usan como antioxidantes alimentarios desde los afios cuarenta. Su
propiedad tecnolégica mas importante es su poca resistencia al calentamiento,
por lo que son poco utiles para proteger aceites de fritura o alimentos sometidos
a un calor fuerte durante su fabricaciéon, como las galletas o los productos de

reposteria.

Se utilizan, para la proteccion de grasas y aceites comestibles. También se
utilizan en reposteria o pasteleria, galletas, en conservas y semiconservas de

pescado y en queso fundido.

Butil-Hidroxi-Anisol (BHA).
Este antioxidante sintético se utilizo6 inicialmente en la industria petrolifera.

Desde los afios cuarenta se utiliza como aditivo alimentario. Solamente es
soluble en grasas y no en agua. Resulta muy eficaz en las grasas de fritura, ya
gue no se descompone o evapora, como hacen los galatos o el BHT, pasando
al producto frito y protegiéndolo. Se utiliza para proteger las grasas utilizadas en
reposteria, fabricaciéon de galletas, sopas deshidratadas, etc. Su seguridad ha
sido discutida extensamente. No tiene accion mutagénica, pero es capaz de
modular el efecto de ciertos carcinégenos sobre animales de experimentacion,
potenciando o inhibiendo su accién, en funcién del carcinbgeno de que se trate.
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Esto puede estar relacionado con su actividad sobre los enzimas hepaticos
encargados de la eliminacién de substancias extrafas al organismo, que
activan o destruyen a ciertos carcinégenos. El BHA a dosis elevadas provoca,
en la rata, la proliferaciéon anormal de células en ciertos puntos de su tubo
digestivo, y lesiones neoplasicas con dosis aln mas altas, por un mecanismo
no bien conocido. Las diferencias anatémicas hacen que esto no sea

extrapolable en su totalidad a la especie humana.

Su utilizacién esta autorizada en la mayoria de los paises (CE y USA entre
ellos), pero no en otros, por ejemplo Japén. La tendencia mundial es a la
reduccioén del uso de este antioxidante y del BHT (E-321). Usualmente se utiliza
combinado con ofros antioxidantes, especialmente con el BHT, ya que

potencian mutuamente sus efectos.

Butil-Hidroxi-Tolueno (BHT).

Es otro antioxidante sintético procedente de la industria petrolifera reciclado su
uso como aditivo alimentario. Se utiliza practicamente siempre mezclado con el
BHA, tiene sus mismas aplicaciones, y , en general, las mismas fimitaciones

legales.

Esta sustancia no es mutagénica, pero como el BHA, es capaz de modificar la
accion de ciertos carcindgenos. Se elimina en la orina combinado a otras
substancias, por una via metabdlica comin a muchos otros compuestos
extrafios al organismo. El BHT a dosis muy altas, produce lesiones
hemorragicas en ratas y ratones, pero no en otras especies animales. Esto
puede ser debido fundamentalmente a que interfiere con el metabolismo de la
vitamina K, a cuya carencia son especialmente sensibles estos roedores.
El BHT, a dosis relativamente altas, afecta la reproduccién en la rata,
especialmente el nimero de crias por camada y la tasa de crecimiento durante
el periodo de lactancia. En funcién de estos datos, la OMS ha rebajado

recientemente la ingestion diaria admisible.
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Cloruro estanoso.

Puede utilizarse como aditivo exclusivamente para esparragos enlatados,
aunque practicamente no se utiliza. El estafio se absorbe muy poco en el tubo
digestivo, lo que contribuye a su escasa toxicidad.

3.3. La semilla de aguacate como fuente de antioxidantes.

Las plantas en general producen varios compuestos a los que se liaman
metabolitos secundarios, entre otros, algunos con efectos terapéuticos y se les
da el nombre de principios activos (pueden ser sustancias que se encuentran
solas o varios compuestos). Las mezclas pueden ser aceites fijos, grasas,
ceras, aceites volatiles, resinas, balsamos, oleoresinas etc., y tienen
importancia en las industrias farmacéuticas, cosmética, perfumeria y en la de
lubricantes (Valencia, 1995).

Uno de los compuestos que ha creado gran interés en su estudio, por los
beneficios que pueden aportar son el grupo de los polifenoles. Estos, son un
conjunto heterogéneo de moléculas que comparten la caracteristica de poseer
en su estructura varios grupos fenolicos; se encuentran en muchas plantas,
algunas de uso comin y por sus propiedades antioxidantes merecen mayor
atencién (Hernandez y Prieto, 1999).

La semilla de aguacate, es una fuente de mezcias de compuestos polifendlicos
(Flavonoides) desde simples (+) catequinas y (-) epicatequinas hasta sustancias
altamente polimerizadas. En los extractos del epicarpio se ha reportado la
presencia de sustancias con capacidad antioxidante como la l-epicatequina.
Gracias a estos compuestos, a la semilla del aguacate se ie han atribuido
propiedades farmacol6gicas (Werman y Neeman, 1986).
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En algunas investigaciones acerca del aceite de la semifla del aguacate se ha
puesto en evidencia su actividad en el tratamiento contra enfermedades del
tejido conectivo (Werman et al, 1990). Por otro lado, se sabe que las infusiones
de la semilla de éguacate han sido utilizadas desde la época precolombina
contra padecimientos tales como dolores musculares, caida del pelo, probiemas
ginecolégicos, contra parasitos, micosis, etc. (Cabrera, 1996; Argueta et al,
1994; Atzin; 1990).

3.4. Riesgos a la salud de los productos naturales.

Toxicidad aguda.
La vasta mayoria de los productos naturales empleados en la preservacién de

alimentos e inclusive con aplicacion terapeitica, no se fundamentan en estudios
que demuestren su eficacia, calidad y su seguridad ya que se argumenta que
por el hecho de ser de origen natural son inocuos (De Smet, 1995). Sin
embargo estudios recientes han demostrado reacciones toxicas agudas
ocasionadas por algunos productos naturales (Edzar, 1998; Perharic et al,
1994; Lin y Ho, 1994).

Se ha reportado el caso de dos perros que se intoxicaron en los Estados Unidos
al ingerir aguacate (sufrieron dafios en el miocardio); ademas se han observado
casos similares en caballos y otros animales al ingerir este fruto (Vet, 1994).

Genotoxicidad.

Por otra parte, una de las reacciones adversas que no se presentan en corto
tiempo, sino debido a la exposicion continua, es lo concemiente al dafio del
material genético de las células (genotoxicidad). La evaluacion de la actividad
genotoxica de extractos vegetales se ha convertido en una practica coman
debido a que la exposicion a tales sustancias se realiza a bajas
concentraciones, aunque por largos periodos.
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El descubrimiento de los efectos ocasionados por la exposicién a agentes que
dafian el material genético comenzé a partir de 1927, con la demostracién del
dafio genotéxico ocasionado por las radiaciones, posteriormente, se han
descubierto diversas fuentes de exposicién a agentes genotdxicos, como son
algunos pesticidas, farmacos, metales pesados, aditivos de alimentos e

inclusive, algunos productos naturales como las aflatoxinas (Rodriguez, 1997).

Algunos ejemplos recientes de estudios de actividad genotéxica de vegetales o
sus extractos son los siguientes:

Estudio con la técnica de micro nicleos para evaluar la actividad genotbxica de
la pimienta negra -Piper nigrum-, (Diaz et al, 1996). Evaluacién genotoxica de
hierbas orientales, utilizadas para el tratamiento de edemas (Ryu, et al. 1998).

En Cuba se realizé6 un estudio de la genotoxicidad de extractos de 6 plantas
utilizadas en la medicina tradicional (Montero, et al. 2001). Deteccion de
compuestos genotdxicos en extractos de plantas mexicanas (Baez, et al. 2002).
Evaluaciéh genotoxica de una planta utilizada para el tratamiento del vitiligo
(Varanda, et al. 2002). v

Existen algunos compuestos que exhiben actividad anticarcinogénica cuando se
administran a dosis bajas, pero actian como carcinégenos cuando se emplean
en dosis mayores, como la capsaicina (Surh y Lee, 1996).

3.5. importancia del dafio genético.

Las alteraciones genéticas, como las mutaciones, son procesos que se
presentan en frecuencias muy bajas en la poblacién y representan la fuente
natural de variacién biolégica; son la materia prima basica para la seleccién
natural y la evolucién. Sin embargo, el incremento en las tasas de mutacién
tiene efectos adversos directamente relacionados con la salud humana
(Rodriguez, 1997).
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DIRLIOTR CBN’mIA.L
La produccion de alteraciones hereditarias podr%lA ser el resultado de la

exposicion crénica a agentes quimicos poderosos, aun en concentraciones
bajas. Las mutaciones son cambios abruptos heredables en la composicion y
arreglo de los genes, los cuales estan formados por-acido desoxirribonucleico.

La mayoria de las mutaciones producen efectos deletéreos, otros efectos con
poca o ninguna consecuencia y otras son ventajosas para el organismo. La
magnitud de la proporcién espontanea de mutacién, la manera en que la
seleccion actia en las diferentes combinaciones génicas, y el tamafio y la
estructura de las poblaciones humanas son suficientes para mantener una
fuente rica de variabilidad. Sin embargo, una proporcién de mutacién grande y
artificialmente creada es potencialmente capaz de producir una declinacién en
la salud genética, a menos que exista una seleccién grande en contra de los
genes mutantes deletéreos. Este tipo de seleccion ocurre en las poblaciones
naturales, pero en las poblaciones humanas la eficiencia de la medicina
moderna tiende a reducir la seleccion en contra de los caracteres deletéreos.

Muchos genetistas creen que los genes constituyen el mas preciado bien
hereditario, y que cualquier deterioro en su calidad puede producir un
decremento en la calidad de vida. El progreso en el control de las
enfermedades infecciosas y en los procedimientos para detectar e identificar los
desordenes genéticos han revelado un residuo muy importante de desérdenes
genéticos en las poblaciones humanas (Rodriguez, 1997).

Tales desordenes varian segun el tipo de célula afectada. Cuando se afectan
células germinales (6vulos, espermas y sus precursores) las consecuencias se
manifiestan en la descendencia, como algunos tipos de muerte fetal y las
llamadas enfermedades genéticas tales como la fibrosis quistica, enfermedad
de Tay-Sachs, Sindromes Down, Klinefelter y Turner, xeroderma pigmentosa,

anemia de Fanconi, entre otros (Lu, 1991).
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Por su parte, cuando el dafio genético se presenta en células somaticas, el
propio individuo puede desarrollar enfermedades, o bien iniciar el proceso
canceroso (carcinogenésis). Si el cambio genético se da en las células
somaticas del embrién, puede dar origen a malformaciones en el mismo,

proceso conocido como teratogénesis (Figura 2).

EFECTOS ADVERSOS DE LAS
ALTERACIONES GENETICAS

/

CELULAS SOMATICA) (CELULAS GERMINALES)

(éNFERMEDADES)lé CINOGENESIS) @UERTE FETE ‘ MUTAGENESIS )

( EMBRION EXPUES'@
ENFERMEDADES
GENETICAS
TERATOGENESIS

Figura 2. Efectos adversos de las alteraciones genéticas. Modificado de
Rodriguez, (1997).

3.6. Métodos para evaluar genotoxicidad.

Las metodologias mas empleadas para la evaluacién de la genotoxicidad son
los ensayos in vitro, de corta duracién (Vargas et al, 1991). Los sistemas de
prueba se idearon con el propésito de evaluar en organismos de bioensayo los
efectos producidos por agentes quimicos ambientales, a los que el hombre esta

expuesto.
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Las caracteristicas que debe tener todo sistema de prueba son basicamente la
sensibilidad y la capacidad de reproducirse. La sensibilidad de un sistema de
prueba se define como la capacidad del sistema para detectar con facilidad y
precision estadistica un pequefio efecto mutagénico inducido.

La capacidad de reproduccién implica la similitud de respuesta de un sistema
en y entre laboratorios. Esto se logra solamente con el establecimiento de
protocolos estandarizados y entrenando al personal para que adquiera niveles
técnicos competentes. Esta capacidad de reproduccion es también deseable en
la forma de respuestas similares entre los diferentes sistemas, lo cual permitiria
liegar a interpretaciones confiables de los datos positivos y negativos. Sin
embargo, las diferencias en cuanto a organizacién y metabolismo entre
procariontes y eucariontes hacen muy dificil la uniformidad en la respuesta

(Venitt, 1984).

Con la excepcion de algunos virus, el material genético de-todos los organismos
es el acido desoxirribonucleico, el cual se presenta en forma desnuda
(procariontes) o asociado a proteinas (eucariontes). Las mutaciones son
eventos que en principio pueden detectarse en todos los organismos. El
significado de una respuesta mutacional se hace mas evidente en los
organismos cuya genética se conoce extensivamente, ya que la respuesta

puede representar uno o varios tipos de alteracion genética (Gardrier, 1984).

La mutacion es por lo tanto un error y consiste en diferentes tipos de cambios
del material genético. La severidad de la mutacién dependera tanto de la
importancia del gene alterado como de la naturaleza misma de la mutaci6n. Por
lo tanto, los diferentes sistemas de prueba deben detectar todo tipo de
mutaciones, incluyendo aquellas que tienen efectos menores sobre la funcién
génica. Los tipos de mutaciones que requieren ser detectadas, aurique no

necesariamente de manera simultanea son:



1)

2)

3)

4)
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Las mutaciones génicas entendidas como sustituciones de pares de
bases, adiciones o supresiones. Las adiciones y supresiones pueden
inactivar a un gene, lo que dependera de la naturaleza misma del gene
que se trata. Sin embargo, este tipo de alteraciones permiten al individuo
sobrevivir y reproducirse, con lo cual las mutaciones génicas se

establecen y se heredan a las siguientes generaciones.

Las alteraciones en la integridad del DNA. Estas son medibles a través
de la formacién de aductos (lesiones premutagénicas), ligamientos
cruzados intra e interbanda y rompimientos de una o dos hebras. Estas
alteraciones pueden ser reparadas enzimaticamente, y si esto ocurre no
constituyen mutaciones heredables.

Los cambios en la segregaciéon cromosémica, lo que provoca cambios
numéricos que cominmente ocasionan una falta de equilibrio genético
dréastico, y letalidad en las etapas tempranas del desarrollo. Sin embargo,
hay cambios numéricos viables, tales como la monosomia (presencia de
un solo cromosoma de un par), y la trisomia (presencia de un
cromosoma por triplicado).

Los cambios en la integridad cromosomica o estructurales, que consisten
en supresiones, duplicaciones, inversiones y translocaciones. Las
supresiones pequefias, en condicion homociga (alelos idénticos), y las
grandes, en condicion heterdciga (alelos distintos), son deletéreas y
provocan desde el desarrollo de enfermedades genéticas en los
individuos afectados hasta letalidad. Los rearreglos estructurales pueden
ser detectados citolégicamente, ya que comprenden porciones grandes
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de los cromosomas, y en organismos de bioensayo adecuados pueden

detectarse cambios en las relaciones de ligamiento (Mendelsohn, 1990).

En la actualidad existen mas de 150 sistemas de prueba, donde se emplean
microorganismos, plantas, insectos, lineas celulares y modelos animales;
aunque solamente se utilizan unos pocos para evaluar agentes quimicos
ambientales. Entre los mas comunmente empleados se encuentran los que
detectan mutaciones, rompimientos cromosémicos (clastogenia) y
recombinacién mitética (recombinacién en células somaticas). Estos sistemas
se utilizan para la deteccion de mutaciones en células germinales, prediccién de
la carcinogénesis, investigacién de las propiedades bioquimicas de los
compuestos y para cumplir con los reglamentos de los organismos reguladores

(Venitt, 1984).

Para que un agente quimico sea lanzado al mercado debe conocerse antes su
toxicidad, su destino ambiental y el uso al que va destinado. Sin embargo, si un
agente quimico ya esta en el comercio deben definirse y cuantificarse los datos

en cuanto al riesgo genético que conlleva su uso.
Existen dos formas o aproximaciones para probar agentes quimicos:

A) Aproximacion en hilera, que es muy utilizada para probar gran nimero de

sustancias.
B) El empleo de una bateria de pruebas.

Para el primer caso se emplea una sola prueba que debe ser rapida, confiable y
barata. Los agentes son eliminados con base en la respuesta, asi que pocas
sustancias, las positivas, se dejan para ser evaluadas con pruebas mas
costosas y definitivas. Con la segunda aproximacion se eliminan los agentes no
genotoxicos, ya que muestran ser inactivos en todas las pruebas empleadas.
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Por definicién, un agente genotéxico es aquel que produce una respuesta
positiva en cualquier bioensayo que se emplee y que mida cualquier punto
genético terminal. Sin embargo, aunque un agente muestre ser genotéxico en
un sistema o en una bateria de pruebas no por eso representa un riesgo real

para la salud, pero si un riesgo potencial.

Un agente sera no genotdxico cuando muestre ser inactivo en cualquier sistema
de prueba que mida los diferentes tipos de genotoxicidad.

En ditima instancia los sistemas de prueba miden la habilidad de una sustancia
para producir un efecto genotdxico de tipo cualitativo, de modo que éstos
indican un probable riesgo para el hombre.

El analisis de riesgo comprende el desairollo de estimados cuantitativos de
mutaciones transmisibles. Este tipo de pruebas mide el dafio en células
germinales y los efectos en las progenies de los individuos tratados.

La bateria de pruebas seleccionada debe ser capaz de identificar a los agentes
que tienen una afinidad especifica por el DNA; debe tener una capacidad

metabélica apropiada, ser reproducible y transferible entre laboratorios (Venitt,

1984).

3.7. Prueba de Micronicleos.

La prueba de micronacleos (MN) detecta el efecto de agentes mutagénicos
sobre los cromosomas mediante la identificacion de fragmentos acéntricos y/o
cromosomas rezagados, que al quedar fuera del nucleo, forman estas
estructuras. La prueba permite detectar tanto agentes clastogénicos (que
rompen cromosomas) como aneuploidogénicos (que afectan el huso mitético).

Distintos tipos de lesiones inciden en el mecanismo de induccién de

micronucleos, siendo los mas importantes: 1) las mutaciones o alteraciones
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mecénicas en las proteinas de! cinetocoro, centrémero o aparato del huso
mitotico, que pueden proporcionar una desigualdad en la distribucién de los
cromosomas o en pérdidas de cromosomas en la anafase; 2) roturas sencillas
de la cadena de DNA no reparadas o fragmentos acéntricos de cromosomas
inducidos tanto endégenamente como por la exposicién a un mutageno; 3)
aberraciones complejas como dicéntricos o anillos, entre otros, que pueden dar
lugar a microntcleos (McCarthy y Shugart, 1990).

Esta prueba se utiliza en animales de laboratorio, como: rata, raton, hamster,
primates, larvas de anfibios, peces, aves, invertebrados y plantas.

Entre los biomarcadores de dafio genético, la pfueba de micronlcleos es
ampliamente utilizada por su sencillez y sensibilidad (91%) (Wakata et al.,
1998). Los micronicleos son fragmentos de cromosomas o cromosomas
completos que por accion de agentes clastégenos (que rompen cromosomas) o
aneuploidogénicos (que afectan el huso mitético), quedan fuera del nicleo
durante el ciclo celular (McCarthy y Shugart, 1990).
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Figura 3. Diagrama de formacion de micronuicleos. a) célula normal, b) célula
dafiada por una gente aneuploidégeno, c) dafio ocasionado por un agente

clastogénico.

El método utilizado para la tincién de microntcleos es un punto importante de la
prueba a fin de evitar confusiones, por tal motivo es recomendable el utilizar
tinciones especificas del DNA, como el colorante a base de Naranja de Acridina
{(Asano, et al. 1998).
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4. JUSTIFICACION

Los alimentos que se consumen actualmente requieren del uso de aditivos para
conservar sus caracteristicas originales, tal es el caso de los antioxidantes que
previenen el deterioro del alimento.

Entre las fuentes de sustancias con actividad antioxidante se encuentran
algunos vegetales como el aguacate, del cual se han obtenido extractos de la
semilla con una buena perspectiva para evitar la oxidacién en alimentos.

La mayoria de los productos naturales empleados en la preservacién de
alimentos, y en la elavoracién de sustancias con actividades terapeuticas, no se
fundamentan en estudios que demuestren su eficacia, calidad y su seguridad ya
que se argumenta que por el hecho de ser de origen natural son benéficos e
inocuos (De Smet, 1995). Sin embargo estudios recientes han demostrado
reacciones toxicas agudas ocasionadas por algunos productos naturales
(Edzar, 1998; Perharic et al, 1994; Lin y Ho, 1994).

Una de las reacciones adversas que no se presentan en corto tiempo, sino
debido a la exposicién continua, es lo concerniente al dafio del material
genético de las células o genotoxicidad, es decir, la induccion de
modificaciones en la composiciéon y disposicién de las bases nitrogenadas

constituyentes del DNA.

La importancia que tiene la genotoxicidad en la salud humana es indiscutible ya
que se ha relacionado principalmente con el desarrollo de tumores malignos
(carcinogénesis) y efectos en la descendencia (efectos teratogénicos, abortos
espontaneos, bajo peso al nacer y otros), cuando son afectadas células
somdticas y germinales, respectivamente (Gallo et al, 1987); (Lu, 1991;
Hoffmann, 1994).
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La utilizacién de un extracto vegetal requiere de un estudio toxicolégico integral
que permita garantizar su inocuidad, asi mismo es un requisito establecido por
las principales autoridades a nivel internacional, tales como la FDA (Food and
Drug Administration) y la OECD (Organisation for Economic Co-operation and
Development) (FDA, 1999).

La utilidad practica de esta investigacion debe reflejarse en su consideracién
por parte de las autoridades correspondientes, para el analisis de informacion
que sustente la aprobacidn del antioxidante de la semilla de aguacate como
apto para utilizarse como aditivo alimenticio.

Este trabajo se realizé como parte de la linea de investigacion sobre productos
naturales que se desarrolla actualmente en las Divisiones de Transformacion de
Agrorecursos y la Divisién de Patologia y Biotecnologia Ambiental. Del Centro
de Investigacién y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco,
A.C. (CIATEJ).
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5. OBJETIVO

Evaluar el dafio genético inducido por el extracto de semilla de aguacate, en

animales de laboratorio.
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6. HIPOTESIS

El extracto de la semilla de Persea americana produce toxicidad a nivel

genético.
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7. MATERIALES Y METODOS

El estudio genotoxicolégico del extracto de semilla de aguacate se llevé a cabo
mediante una prueba de identificacion y cuantificacion de micronldcleos en
animales de laboratorio, para lo cual se requirié una prueba de toxicidad aguda,
con la finalidad de seleccionar la dosis mas adecuada para el estudio de

genotoxicidad.

7.1. Materiales.

Material vegetal.
El extracto de semilla de aguacate fue proporcionado por la Division de

Investigacion y Desarrollo Agropecuario del CIATEJ, quienes informaron que se
trata de un extracto etan6lico obtenido mediante un equipo de reflujo tipo

soxhlet y la posterior concentracion con rotavapor.

Animales de prueba.
Ratones (Mus musculus) adultos machos, con un peso que oscild entre 35 y 42
gramos, de la cepa Balb-c, los cuales se obtuvieron del zooterio de la

Universidad de Guadalajara.

Reactivos y soluciones.

Solucién aicohol-agua 1:1

Uso: Preparacion de las diluciones del extracto de semilla de aguacate.
Preparacion.- Medir 50 ml. de alcohol etilico y 50 ml. de agua destilada. Mezclar
ambos reactivos y almacenar en recipientes protegidos de la luz.

Coichicina (Sigma) 0.32mg/mi
Uso: Control Positivo en la prueba de microntcleos.
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Preparacién.- Pesar 0.16 gramos de Colchicina y disolverlos en 50 ml de agua
destilada. Transferir 1 mi. a alicuotas de plastico para su almacenamiento en
congelacion.

Naranja de Acridina (Sigma) 40 pg/mi.

Uso: Tincién de las muestras de sangre periférica.

Pesar 4 mg de Naranja de Acridina y disolverlos en 100 ml de agua destilada.
Almacenar en frasco ambar bajo refrigeracion.

Solucién comercial de aerosol “Citospray”
Uso: Fijador de frotis sanguineo.

7.2. Prueba de toxicidad aguda.

Las pruebas de toxicidad aguda se realizaron de acuerdo a la metodologia
propuesta por la Comunidad Econ6mica Europea para la Determinacién de la
Toxicidad Aguda (Comunidad Econdmica, 1992).

Se utilizaron 6 grupos de 5 animales, para cada grupo de dosificacion. Los
animales se mantuvieron en condiciones de bioterio, con temperatura, humedad
relativa y fotoperiodo controlados; el alimento (nutricubos) y la ingesta de agua
se administraron ad libitum (figura 4).
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Figura 4. Animales de experimentacién, utilizados en el estudio.

El extracto de semilla de aguacate se administré a las dosis de 125 mg/Kg, 250
mg/Kg, 500 mg/Kg, 1000 mg/Kg y 2000 mg/Kg de peso corporal, por via oral
mediante ingestién forzada. Al sexto grupo se le realizo la maniobra de
administracion con la solucién de alcohol-agua empleada como diluyente,

‘siendo este el grupo control (figura 5).
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Figura 5. Administracion del extracto y control negativo por ingestion forzada.

La observacion se realizo diariamente durante 14 dias posteriores a la’
administracion de la muestra. El principal parametro que se evalué fue ei de
mortalidad, asi como los siguientes parametros:

Temblores y convulsiones; salivacion, diarreas, modificaciones en piel y ojos;
letargo, suefio y agresividad; de acuerdo a la metodologia establecida por la

Comunidad Europea.

7.3. Prueba de genotoxicidad.

La evaluacion genotoxica se realizd mediante la determinacién de rompimientos
cromosomicos, identificados como microntcleos, en mamiferos (roedores).
El presente método reproduce las directrices del ensayo de micronticleos en
eritrocitos de mamifero, establecido por la Comunidad Econémica Europea
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(Comunidad Econémica, 1992), mismo que concuerda con los métodos de la
Agencia de Proteccién Ambiental de Estados Unidos (EPA) por sus siglas en
inglés y la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA) (FDA, 2000).

La dosis utilizada en la prueba de genotoxicidad fue de 250 mg/Kg de peso
corporal, seleccionada en base al resultado de la prueba de toxicidad aguda.
Cabe hacer mencion que el volumen maximo de sustancia que puede
administrarse de una sola vez a los animales de experimentaciéon no debe
exceder 2 ml/100 g de peso corporal.

Se utilizaron tres grupos de cinco ratones, incluyendo al grupo de controf
positivo al cual se le administr6 Colchicina 4mg/Kg y el grupo de control
negativo al cual se le administré el vehiculo (solucion alcohol-agua 1:1).

La via de administracion de la sustancia de prueba fue por via oral mediante
ingestion forzada, excepto el grupo de control positivo al cual se administré por

via intraperitoneal (figura 6).
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El muestreo de sangre periférica se realizé a las 36 horas después de la

dosificacion. Las muestras de sangre se obtuvieron mediante un corte ligero de
la vena de la cola, una gota de sangre se coloc6 sobre un portaobjetos limpio y
-desengrasado y se fijé inmediatamente con “citospray”, aplicandolo de manera
homogénea a una distancia de 16 cm. del portaobjetos y se dejé secar por 5

minutos.

Los portaobjetos con la muestra de sangre fueron tefiidos con Naranja de
Acridina a una concentracion de 40 pg/ml, el portaobjetos se cubri6
' completamente con él colorante y se dejo en contacto por 8 minutos, enseguida
se quité el exceso de colorante con agua destilada, para su posterior

observacién al microscopio.
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Se utilizé un microscopio de fluorescencia (marca Leica). Las observaciones se
apoyaron con el empleo de un sistema computarizado de analisis de imagenes
(modelo Leica DC100), acoplado al microscopio (figura 7).

{(_;_‘ R

I

Figura 7. Microscopio de fluorescencia y analizador de imagenes.

Se contabilizaron al menos 1,000 células eritrocitarias por muestra, realizando

un “barrido” por toda la muestra en el portaobjetos.

Los criterios para considerar a una célula con micro nucleo, de acuerdo al grupo
de trabajo sobre el ensayo de microndcleos (Kirsch-Volders, et al. 2000), fueron

los siguientes:
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- El micro nucleo debera tener un diametro menor a un tercio del nicleo
principal.

- El micro nicleo debe estar separado o ligeramente sobrepuesto con el
nucleo principal.

- El micro nicleo debe tenirse de manera similar al nacleo principal.

7.4. Anélisis de resultados.

La prueba estadistica utilizada fue “t de Student”, la cual es un método de
analisis estadistico, que compara las medias de dos grupos. Es una prueba
paramétrica, o sea que solo sirve para comparar variables numéricas de
distribucién normal. La prueba aplica para grupos de datos pequefios (menores
de treinta).

Se utilizo el paquete estadistico de computo SPSS. El valor de t obtenido con
este programa se compara con el valor de la tabla de distribucién de
probabilidad de t, con un coeficiente alfa permitido (p) de 0.01.

Para contrastar la hipétesis estadistica se aplica el siguiente criterio: valor de t
tabulado mayor o igual que el valor de t calculado, entonces se acepta la
hipétesis nula de que los dos grupos son iguales. En caso contrario cuando e!
valor de t tabulado es menor que el calculado se acepta la hipétesis aiterna de
que existe diferencia entre los grupos.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Toxicidad aguda.

En el siguiente cuadro y figura se muestran los resultados de las pruebas de

toxicidad aguda.

Cuadro |. Resultados 'de la prueba de toxicidad aguda.

Concentracién Animales Animales Animales Porcentaje de
del extracto expuestos | sobrevivientes muertos Mortalidad
(mg/Kg) (%)
2000 5 0 5 100
1000 5 0 4 80
500 s 2 2 40
250 5 5 0 0
125 5 S 0 0
0 B 5 1 0 0
CURVA DOSIS-RESPUESTA
100 <
:\? 80 = »/ — B
§ 60 ; — :
= / '
g 0 7
o
0 S - , . — . . -
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Concentracion (ppm)

L

Figura 8. Grafica de resuitados de fa prueba de toxicidad aguda.
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Estos resultados se utilizaron con la finalidad de seleccionar la concentracion
que se evalué en la prueba de genotoxicidad. De acuerdo al grupo internacional
de trabajo que evalua la prueba de microntcleos, en la prueba debera utilizarse
la maxima concentracién que no muestre signos evidentes de toxicidad
(Wakata, et al. 1998). Por lo anterior, en este estudio se seleccion6 la
concentracién de 250 mg/Kg para la prueba de genotoxicidad.

Por otra parte, la prueba de toxicidad tiene el prop6sito de demostrar que el
agente de prueba fue utilizado a una concentracién suficiente y ademas que los
resultados positivos no fueron ocasionados por la toxicidad, es decir, falsos
positivos (Kirsch-Volders, et al. 2000).
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En los siguientes cuadros se muestran los resultados de las pruebas de

genotoxicidad para cada animal evaluado.

Cuadro ll. Resultédbs de la prueba de microntcleos en los diferentes grupos de

experimentacion
Grupo Animal Células Células con Porcentaje de
. observadas | microndcieos células
micronucleadas
A1 1000 20 2.0
A A2 1000 12 1.2
(Extracto de A3 - 1000 20 2.0
semilla de Ad 1000 11 1.1
Aguacate) A5 1000 19 1.9
X*DE 1.640.45
B1 1000 172 17.2
B B2 1000 230 23.0
(Control B3 1000 216 216 1
positvo, | B4 7000 31 131
Colchicina) BS 1000 174 17.4
X*DE 18.46"3.93
—
C1 1000 11 1.1
Cc C2 1000 11 1.1
{Control C3 1000 10 1.0
negativo, C4 1000 10 1.0
Solvente) c5 1000 11 I
X*DE 1.06°0.054
X: Media —J

DE: Desviacion Estandar
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Los resultados de la prueba de genotoxicidad mostraron una clara evidencia del
dafio ocasionado por el control positivo utilizado (colchicina), asi también se
observé una pequefia cantidad de células micronucleadas tanto en el control
negativo como en la muestra del extracto de semilla de aguacate.

De acuerdo a los estudios de cinética de induccién de micronucleos (Vallarino y
Morales, 2001) un punto critico de la prueba es utilizar una dosis adecuada de
la sustancia empleada como control positivo y realizar el muestreo entre treinta

y cuarenta horas después de la dosificacion.

Respecto a la técnica de tincion utilizada en este trabajo, la cual se basé en la
aplicacion del colorante naranja de acridina, cabe mencionar que proporciona
una ventaja considerable al ayudar a diferenciar las células micronucleadas.
Con otros colorantes como Giemsa, se requiere mayor habilidad para identificar
los micronticleos. Actualmente los recomendaciones de los grupos de
investigacion que trabajan con la técnica de microndcleos, sugieren la
utilizacion de colorantes especificos del DNA como el naranja de acridina
(Asano et al, 1998; Hayashi et al, 2000).
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MICRONUCLEQ

Figura 9. Eritrocitos tefiidos con naranja de acridina (Obsérvese la célula
micronucleada).
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Figura 10. Eritrocitos tefiidos con naranja de acridina.

8.3. Analisis estadistico.

Los valores promedio de cada grupo experimental se sometieron a un analisis
estadistico para determinar la significacion estadistica.

Cuadro lll. Resultados de la prueba estadistica (t de student).

Grupos analizados Valorde t Valor de t Decision |
calculado tabulado
Control negativo y 2.857 2.896 Diferencia no
extracta significativa
Control negativa y 10.109 2.896 Diferencia
control positivo significativa
Control positivo y - 9.498 2.896 Diferencia
extracto significativa
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Los resultados del andlisis estadistico mostraron que el valor de t tabulado es
mayor al valor de t calculado, lo cual significa que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre el control negativo y el grupo al que se le
administro el extracto de semifla de aguacate. Por lo tanto, se considera que el
extracto de semilla de aguacate' no muestra actividad genotoxica con la prueba

de micron(cleos.

La ausencia de genotoxicidad es un pardmetro importante para el caso de
extractos naturales que pretendan emplearse como aditivos en los alimentos.

Es importante sefialar que los extractos naturales no implican por si mismos
que carecen de efectos nocivos en la salud humana, como serian los efectos

genotbxicos.

La ausencia de genotoxicidad en estudios realizados a extractos vegetales, con
aplicaciones en la industria farmacéutica o de los alimentos, queda de
manifiesto en varios reportes; como los realizados en una planta utilizada en la
medicina oriental “bojungchisuptang” (Ryu et al, 1998). Asimismo, los estudios
realizados en extractos de plantas de México; Senna wislizeniy Senna skinneri
(Baez, et al. 2002).

En el caso del estudio que se realiz6 a las tinturas de Melissa officinalis L.
(toronijil) y Mentha pipenita L. (toronji! de menta), mediante la prueba de micro
nucleos y segregacion mitética, en medula ésea de ratén y un hongo diploide
respectivamente, no se encontré dafio citotéxico significativo, ni la ocurrencia de
efectos genotéxicos (Vizoso et al, 1997).

Los datos acerca de la genotoxicidad de los extractos naturales son variados,
ya que algunos reportes indican dafios genéticos ocasionados por extractos
vegetales, aln en aquellos que se han utilizado en la medicina herbolaria. Lo
cual refuerza la necesidad de conocer el perfil toxicolégico de aquellas
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sustancias que estdn o podrian a estar en contacto directo con los seres

humanos.

Prueba de esto son los estudios realizados en Israel con aceite de aguacate en
ratas, donde se concluyé que el consumo de dicho aceite puede causar
cambios negativos en el metabolismo hepatico (Werman ef al, 1989).

En otro estudio donde se evalué la genotoxicidad de la capsaicina, mediante la
prueba de induccién de microndcleos de sangre periférica humana se obtuvo
como resultado una respuesta genotdxica por parte de este extracto natural
(Marques et al, 2002).

Otra evidencia de la genotoxicidad de extractos de origen natural se presenta
en el trabajo realizado para la determinacién de micro nucleos en células de la
medula 6sea de roedores con un extracto de la planta medicinal Hibiscus elatus
Sw (Montero et al, 2001). )

Cabe mencionar que en la revisién bibliogréfica realizada para este trabajo, no
se encontraron estudios acerca de la genotoxicidad de extractos de semilla de
aguacate. Sin embargo, tomando en consideracién los componentes quimicos
del extracto en cuestién, se encontré la referencia de algunos compuestos
flavonoides, como la quercetina, a los cuales se les atribuye la capacidad de
promover el desarrollo de tumores (Sone ef al, 1999).

Los componentes reportados para el extracto de semilla de aguacate son
compuestos polifenédlicos como los flavonoides, los cuales muestran un caracter
dual con respecto a sus efectos farmacologicos y su toxicidad potencial ya que
se ha reportado capacidad antigenotxica del! flavonoide galangina, por su
capacidad antioxidante, inclusive se sugiere emplearlo en la quimioprevencién
del cancer (Heo y Sohn, 2001).
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Otros extractos naturales con indicios de actividad antigenotéxica son los
carotenoides, como inhibidores de la mutagenicidad inducida por agentes
oxidantes (Gonzalez de Mejia et al, 1997).

Las diferentes actividades biolégicas de los compuestos polifendlicos y en
general de los extractos naturales puede explicarse en funcién de las
concentraciones utilizadas ya que compuestos con efectos benéficos pueden

provocar alteraciones toxicolégicas en concentraciones superiores.

A fin de proteger la salud de la poblacién, es importante establecer margenes
de seguridad, como el valor denominado IDA (ingesta diaria admisible), que
garanticen la seguridad en la utilizacién de productos de consumo humano,
para lo cual es imprecindible la evaluacion de danos celulares y genéticos.

En este trabajo se utiliz6 solamente el enfoque de la evaluacién genotéxica. Sin
embargo, cabe recalcar la necesidad de los estudios integrales que permitan
abarcar los posibles efectos negativos por la exposicién a las sustancias de los

alimentos.

En el caso especifico de los dafios a nivel genético, es recomendable proseguir
la evaluacién con diferentes métodos de prueba como el Test de Ames en
bacterias y la utilizacién de lineas celulares humanas, con la finalidad de
cumplir con las reglamentaciones internacionales que establecen la evaluacién
genotoxica con una bateria de pruebas in vitro e in vivo (Kirkland, 2000).

Asimismo, es necesario abordar otros tipos de dafios posibles, como los
relacionados con el sistema inmunol6gico y aquellos que modifican la funcién
endocrina, en este sentido, se ha reportado un incremento en el nivel de
metabolitos estrogénicos por parte de algunos flavonoides (Sone et al, 1999).
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9. CONCLUSIONES

Es necesaria la evaluaciéon de los riesgos de afectacion humana de todas

aquellas sustancias que vayan a destinarse al consumo de las personas.

La prueba de microntcleos es una técnica sencilla y de bajo costo que permite
la evaluacion de sustancias que pudieran ocasionar dafios en el material
genético. Dichos dafios podrian estar involucrados en el origen del cancer.

Este estudio contribuye al conocimiento y estimacion de! riesgo-beneficio que
puede derivarse del uso de estos vegetales como aditivos alimenticios.

El extracto de la semilla de aguacate no es genotdxico, lo cual permite continuar

su desarrolio como antioxidante.
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SOYEL VIENTO

En una palabra yo soy el cielo
Soy etemo y nunca muero
Soy testigo del nacimiento del tiempo
Soy inocente, incluso sublime cuando quiero
Estoy en todas partes y en ningiin lugar
Nadie me acompafia
Soy incontrolable, violento y traigo serenidad

Soy el este y soy el oeste
Traigo la paz y la inquietud
Soy la vida sobre el mar y elegante por satisfaccién
Soy constante y traigo el cambio
Soy familiar e incluso extrafio
Dentro de ti me puedes sentir
Ymientras estas callado yo hablo para que me puedas oir

Soy aliado de la noche y complice del mar
Aungque corras con todas tus fuerzas
No me puedes alcanzar
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