DETECCION DE LA DOSIS LETAL LDs, DEL RED BULL EN Drosophila melanogaster.
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ANTECEDENTES

En los dltimos afos, han surgido distintas bebidas
energizantes, estas bebidas son ampliamente
comercializadas y han adquirido gran popularidad
entre la poblacion, principalmente en los jovenes,
quienes las usan ya sea para mantenerse
despiertos o para mezclarlas con bebidas
alcohdlicas y para aumentar su estado de
excitacion. La bebida energetizante mas conocida
en nuestro pais es el Red Bull que contiene
taurina, un aminoacido esencial del cual no se
conocen los efectos en el cuerpo, glucuronolacton,
cafeina, vitaminas, complejo B y carbohidratos. La
ingesta de esta bebida puede ocasionar
hipertension arterial, taquicardia, arritmia cardiaca,
alteraciones del estado de &nimo e
hiperexcitabilidad. Esto nos llevo a pensar que si
el Red Bull es una sustancia toxica entonces
alteraria el crecimiento  de Drosophila
melanogaster.

La mosca de la futa Drosophila melanogaster
pertenece al reino Animalia, filum Arthropoda,
clase Insecta, orden Diptera, familia
Drosophilidae, género Drosophila y Especie
melanogaster (Audesirk, T. Audesirk, G. 1997) Es
un organismo modelo que ha acomparfado a los
genetistas en el descubrimiento de diversos
procesos y mecanismos biolégicos; uno de los
campos de investigacion en que Drosophila
melanogaster ha jugado un importante papel es
en la genética toxicologica, disciplina que trata de
conocer los efectos genotoxicos que se producen
en los organismos cuando se exponen a
compuestos toxicos (Hallstrom, 1984). Entre las
especies mutantes desarrolladas para la
investigaciéon hay dos de importancia extrema:
Oregon (ORR (1)JORR (2); fI*/Bd®) y flare
(fir¥/Bd®). La primera es una especie mutante
DDT-RESISTENTE que muestra altos los niveles
constitutivos de citocromo P450; la segunda flare ,
contiene niveles de citocromo P450 normales.
(Castarieda, L., Mufioz, E.; Duran, A.; Heres, E.;
Duefias, I., 2001) El citocromo P450 se encuentra
unido a la membrana del reticulo endoplasmico,

obtiene sus equivalentes reducidos a partir de
NADPH y esta involucrado en el metabolismo de
compuestos xenobidticos; constituye una de las
méas grandes familias de enzimas que se
encuentran en todos los seres vivos desde
bacterias hasta mamiferos (Neben, 1987;
Gonzalez et al, 1993). Son hemoproteinas que
estan involucradas tanto en metabolismo de
compuestos endégenos, como las hormonas
esteroideas y los acidos grasos, y de compuestos
exdgenos como las drogas y los pesticidas, que
generan  reacciones que forman compuestos
genobidticos mediados por los
citocromos P450, incluye hidrélisis, oxidacion y
reduccioén introduciendo grupos funcionales a las
moléculas haciéndolas hidrosolubles y mas
facilmente excretables (Gonzélez et al.;1993).

En la actualidad se conoce el numero de
citocromos P450 presentes en el genoma de la
masca de la fruta y del hombre; en el primero
existen 90 secuencias P450 de las cuales 83 son
genes y 7 son pseudogenes (reliquias evolutivas);
en el segundo solo existen 50 genes. Al comparar
las secuencias de genes de ambos se concluyé
gue algunas familias son exclusivas en ambos
organismo. En particular la familia CYPI,
involucrada en la transformacién de los
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) y de
aminas aromaticas (AA), es caracteristica en los
humanos (Rodriguez-Arnaiz R, Vogel E. W. y
Szakmary, A., 1993).

La LDs, se define como la dosis a la que un
compuesto produce la muerte del 50% de la
poblacion expuesta, siendo este valor virtual
obtenido estadisticamente a partir de una curva
dosis — respuesta. Para la determinacion de la
LDso se utilizé Drosophila melanogaster. (Orellana,
M. Y Guajardo, V.2004)

PROPOSITO

Comparar la LD50 en la poblacién de Drosophila
melanogaster oregon y flare®* cuando son
alimentadas con una soluciébn a diferentes
concentraciones de Red Bull.



METODOLOGIA

. Obtencibn de Drosophila melanogaster:
donadas por el Laboratorio de Genética
Toxicoldgica de la FESI, UNAM; cepas Oregon y
Flare®

Il. Preparacion del medio de cultivo: para ello se
utilizé puré de papa en hojuelas en combinacion
con la solucion A (solucién bactericida vy
fungicida), preparada con 1000 ml de agua del
grifo a la cual son afiadidos 5 ml de una solucion
al 12 % de Nipagin, y 5 ml de una solucién 10:1 de
acido propionico. En frascos cremeros se pesaron
5 gramos de puré de papa en hojuelas y se
afiadieron 20 ml de la solucién A.

[ll. Preparacion de medio de reproduccion: las
moscas adulto que se quieren reproducir, se
pasan a otros frascos con una capa de
aproximadamente 5cm de levadura en barra con
azlcar. Estos se guardan en la oscuridad por 8
horas a 25°C, para no ser molestados y los
adultos son retirados, quedando los huevecillos en
dicho medio.

IV. Conteo y separacion de larvas: tres dias
después de retirar los adultos, la levadura se lava
con agua corriente y se recuperan las larvas,
seleccionando las larvas de tercer estadio para
ser introducidas de 10 en 10 en los frascos con
medio fresco.

V. Se prepararon 5 lotes por linea de Drosophila,
el primero fue el grupo testigo y se alimento con
hojuelas de papa y agua, el segundo grupo se
alimento con pure de papa y 5 ml de una solucion
al 100% de Red Bull, el terecero 5ml al 75%, el
cuarto grupo 5ml con una solucion al 50%, el
quinto 5 ml al 25% y el sexto 5ml al 12.5%, cada
lote con 8 repeticiones.

VI. Después de diez dias se contaron los
sobrevivientes de cada frasco y se realizd el
analisis estadistico.

RESULTADOS

En la tabla 1 se observa como a mayor
concentracion de Red Bull mayor indice de muerte
en los individuos de Drosophila melanogaster.

También podemos apreciar la desviacién estandar
para cada uno de los lotes lo que nos permite
calcular el grado de error en el experimento.

La LDy, para la linea flare® se presenta a por
debajo de la concentracion minima, ya que se
mueren mas del 50% de individuos por
concentracion; de manera contraria la LDs, de
Oregon se encuentra por arriba de la

concentracion maxima, es decir que se requiere
mas de una lata de Red Bull para afectar al 50%
de la poblacion.

Concentracion | Media | D.E. | Media | D.E.
Oregon Flare®

100% 6.6 0.34 1.3 0.68

75% 7.0 0.59 3.0 0.59

50% 7.0 1.57 3.3 1.37

25% 7.6 0.90 4.0 1.02

12.5% 8.6 0.34 4.3 0.90

Tabla 1. Se observa el promedio (media) del nimero de
sobrevivientes de ambas lineas de Drosophila melanogaster y
la desviacion estandar (D.E.) que indica el grado de error de
cada concentracion de Red Bull por linea.

La grafica 1 muestra la comparacion entre las
medias de las dos lineas de moscas sometidas a
las mismas concentraciones de Red Bull.

Se puede observar claramente como el nivel de
sobrevivientes en la linea con mayor cantidad de
citocromo P450 es mas alto que en la linea con un
nivel de citoctromo normal, las medias
poblacionales van desde un individuo
sobreviviente por generacion como flare® hasta
ocho sobrevivientes en el caso de Oregon.

Comparacion de las medias de sobreviventes de
Drosophila melanogaster

B FLARE
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Gréfica 1. Comparaciéon entre las medias del nimero de
individuos que sobrevivieron a la alimentaciéon con distintas
concentraciones de Red Bull

ANALISIS DE RESULTADOS Y
CONCLUSIONES

Los resultados muestran que el nivel de
sobrevivencia es méas elevado en la linea Oregon
que en la linea flare®, ya que la primera presenta
una concentracion mas elevada del citocromo
P450 lo que la hace mas resistente a sustancias
cancerigenas y mutagénicas.

En el caso del Red Bull la LDsg 0 concentracion
letal a la que muere el 50% de la poblacion se



encuentra entre el 12.5% vy el 50% para la linea
fIare3, mientras que en la linea Oregon la LDsy no
aparece, es decir que se encuentra por arriba de
la concentracion maxima utilizada.

La linea Oregon es mas resistente a los efectos
genotdxicos por que puede contrarrestar la accion
de las sustancias toxicas contenidas en el Red
Bull, mientras que flare® si se ve afectada por la
formacion de compuestos xenobioticos.

La comparacién de las medias, muestra como los
organismos que fueron alimentados Unicamente
con hojuelas de papa y agua tuvieron un
crecimiento normal y una media poblacional de
9.5 individuos por generacion; mientras que las
moscas alimentadas con hojuelas de papa y Red
Bull presentaron resultados muy distintos.

Para la linea flare® la media poblacional fue de 1.3
a una concentracion de 100%, es decir que solo
un individuo por generacion sobrevivio; y de 4.3 a
una concentracion de 12.5%, es decir que la
sustancia es toxica aun ingiriendo el equivalente a
una octava parte del contenido de la lata.

Para la linea Oregon la media poblacional estuvo
entre 8.6 y 6.6 individuos sobrevivientes por
generacion, es decir, que la sustancia no resulto
tan toxica para estos individuos como para flare®,
esto se explica por que esta linea tiene una mayor
cantidad de citocromo P450.

Debemos mencionar que en ambas lineas las
larvas si formaron las pupas, pero ya no
eclosionaron de esta, es decir, la toxicidad de la
sustancia tiene su punto de accion en el momento
de la metamorfosis, por lo que las larvas no
concluyen con su desarrollo.

El andlisis estadistico revela en la prueba de
Student que el analisis de varianza es menor a 1
por lo tanto se rechaza la hipotesis nula y se
concluye que el Red Bull si tiene sustancias que
afectan el desarrollo integral de Drosophila
melanogaster y que los efectos que se presentan
estan ligados al tipo de organismo, a la
sensibilidad, a la edad y al sexo.

La LD50 para organismos con una mayor
concentracién de citocromo P450 se encuentra
por arriba del 100%, es decir la dosis que se
requiere para afectar a un 50% de la poblacion
sobrepasa la concentracion contenida en una lata
de Red Bull.

La LD50 para organismos con concentraciones
normales de citocromo P450 se encuentra a una
concentracion muy baja, por lo que el Red Bull
resulta una sustancia altamente toxica que puede

propiciar la formacién de compuestos genobidticos
altamente reactivos que interactian con las
biomoléculas y causan efectos téxicos y
genotdxicos en los individuos.

Considerando que las moscas tienen 83 genes
gue tienen secuencias para el citocromo P450 y
los seres humanos Unicamente tenemos 50 genes
que transforman hidrocarburos y aminas
aromaticos y que la mayoria de estos compuestos
son  promutagénicos muy reactivos, la
interpolacién de los resultados indica que debe ser
restringido el consumo de Red Bull, sobre todo en
adolescentes, ya que se encuentran en plena
etapa de desarrollo y podrian presentar
alteraciones en su salud y reproduccion; incluso
podrian ser los portadores de alelos recesivos
para nuevas mutaciones letales en generaciones
venideras.

Falta realizar la prueba de genotoxicidad SMART
para conocer si se presentan mutaciones en las
alas de estos individuos por la ingesta del Red
Bull y si se presentan, poder deducir e inferir el
comportamiento de dichas mutaciones en las
nuevas generaciones.
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