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RESUMEN

El aspartameR es un edulcorante artificial que presenta sospechosos efectos secundarios toxicos. Por tal
motivo, el objetivo de la presente investigacion es determinar el efecto citotoxico y genotoxico del aspartame a
diferentes tiempos y concentraciones en el ciclo celular de A//jum cepa. Se expusieron bulbos enrraizados de A.
cepa a soluciones de aspartame a 0,1, 0,3 y 0,4 mg/mL y un control y un testigo durante 24 horas. Se observo
una disminucion del fndice mitético y de fases en relacién inversa al aumento de la concentracion de aspartame;
asimismo, se observd un aumento del indice de buds nucleares directamente al aumento de aspartame. Se
concluye que el aspartame presenta efecto citotoxico disminuyendo el IM y genotoxico aumentando la
frecuencia de buds nucleares.
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ABSTRACT

The aspartameR is an artificial sweetener having suspected toxic side effects. Therefore, the objective of this
research is to determine the cytotoxic and genotoxic effects of aspartame concentrations and at different times in
the cell cycle of Allium cepa. Enrraizados bulbs of A. cepa to aspartame solutions at 0.1, 0.3 and 0.4 mg / mL
and a control and a control were exposed for 24 hours. Mitotic index decreased phase and inversely with the
increasing concentration of aspartame was observed; also increasing the rate of nuclear buds directly to increased
aspartame was observed. It is concluded that aspartame has cytotoxic effect by decreasing the IM and genotoxic
increasing the frequency of nuclear buds.
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INTRODUCCION

El aspartame es un edulcorante artificial es 180-200 veces mayor que la de la sacarosa y es
consumida por millones de personas en aproximadamente 6000 productos como las bebidas gaseosas,
goma de mascar, jugos de frutas, gelatinas y jaleas. Se ha asociado con muchos problemas de salud
cuando se ingiere después de haber estado expuesto durante mas de 30 minutos a temperaturas
mayores de 40°Cl2. Es una neurotoxina compuesta por 3 componentes: acido aspartico 40%,
fenilalanina 50% y metanol 10%; de ellos, el metanol es extremadamente toxico, es facilmente
absorbido después de la ingestion, inhalacion o exposicion dermal y metabolizado por el higado en
formaldehido3.

La estabilidad del aspartame depende del pH y de la temperatura del medio, es estable a pH 3-5, su
mejor estabilidad esta a pH de 4.3, es menos estable a pH > 5 y también se hace menos estable con el
calort. Dicho endulzante se encuentra naturalmente en carnes, legumbres, productos lacteos y frutas.
Fue descubierto en 1965 por James Shlatters. Su uso se inicio hace mas de 25 afios y esta aprobado en
mas de 90 paises. Es un constituyente de mas de 6,000 productos, y cuenta con la aprobacion de la
FDA (por sus siglas en inglés de Food and Drug Administration) en los EE.UUS.

Se ha reportado que los aminoacidos del aspartame actian de manera individual o combinada en el
sistema nervioso central (SNC) provocando efectos adversos que incluyen alteraciones neuronales,
desordenes conductuales y enfermedades neurodegenerativas. Si bien, no se ha determinado los
mecanismos de accién en estos eventos, se ha descrito que la funcion de ambos aminoacidos en el
SNC es de tipo excitador y que el incremento plasmatico de ambos aminoacidos provenientes de la
ingesta de alimentos y bebidas elaboradas con este edulcorante, ocasiona sobre excitaciéon neuronal
debido a la entrada de iones Ca2* en la célula, favoreciendo una cascada de reacciones con generacion
de radicales libres (RL)7. El consumo habitual del aspartame no sélo puede provocar enfermedades,
sino también adiccion clinicas.

Todo producto que contengan ASP debe ser debidamente etiquetados, en atenciéon a los que
presentan la enfermedad hereditaria fenilquetonuria, que son sensibles a fenilalanina (uno de los
metabolitos compponentes)®. La fenilquetonuria clasica (PKU) se produce por defecto del gen que
codifica la enzima fenilalanina hidroxilasa (FAH) ubicado en el cromosoma 12q22-24.1. Se
caracteriza por presentar niveles de fenilalanina (FA) en la sangre arriba de 20 mg/dl. Si esta
enfermedad no es diagnosticada y tratada precozmente, ocasiona deterioro progresivo en el sistema
nervioso central, produciendo retardo mental moderado o profundo!©.

En el Instituto Ramazzini de Italia se estudiaron siete grupos de ratas que fueron alimentadas
administrandoles concentraciones de 0 a 100,000 ppm de aspartame en la dieta, desde la 8va semana
de vida hasta que se produjo la muerte natural. Las ratas fallecidas fueron sometidas a una biopsia
completa para revisar el estado de sus o6rganos. Como resultado observaron por primera vez de forma
experimental que, el aspartame aumenta la incidencia de tumores malignos, incrementa la aparicion de
linfomas y leucemias, aumenta la incidencia de carcinomas de pelvis renal y uréteres, y por tltimo,
aumenta la incidencia de Schwannomas de nervios periféricos; por lo tanto, segin la fundacion
Ramazzini APM es un compuesto multicarcinogénico, donde los efectos son evidentes en dosis diaria
de 20 mg/Kg de masa corporal, mucho menor que el actual consumo diario aceptable de 40 mg/Kg y
50 mg/Kg de masa corporal para Europa y Estados Unidos respectivamente!!.

En 1938 el uso de Allium cepa se introdujo como un sistema de prueba bioldgico para evaluar los
efectos citogenéticos de la colchicina. Desde entonces ha sido un material biologico de amplio uso,
debido al crecimiento rapido de sus raices y la respuesta de su material genético a la presencia de
citotoxicos; siendo de esta manera frecuentemente utilizada sus meristemos, para estudios de dinamica
celular'2.

Teniendo en cuenta los mencionados antecedentes, es necesario establecer su potencial citotoxico y
genotoxico, es por eso que el objetivo de la presente investigacion estd orientado a determinar el
efecto del aspartame a diferentes concentraciones sobre el ciclo celular de A. cepa.



MATERIAL Y METODOS

Material Biologico

Se utilizo bulbos de Allium cepa, de la variedad roja arequipefia, de buen estado fitosanitario, de
forma ovalada, tamafio mediano y un peso aproximado de 90 gramos cada uno, los que se adquiriran
en el mercado “mayorista” de la ciudad de Trujillo — Peru.

Material Quimico

Se utilizé Aspartame en polvo como edulcorante comercial, a concentraciones de 0.00, 0.1, 0.30 y
0.40 mg/mL.

Obtencion de raicillas de Allium cepa

Se extrajeron las catéfilas y raicillas secas a los bulbos de cebolla, en la parte ecuatorial de los
mismos se introdujo 3 6 4 palitos mondadientes distribuidos equidistantemente para suspender el
bulbo en un vaso con agua potable, permitiendo que establezca contacto con el disco germinativo, y
asi estimular el crecimiento de nuevas raices.

El tiempo que se dispuso para el enraizamiento de los bulbos de A//ium cepa fue de 72 horas, con
un recambio diario de agua potable a cada vaso, obteniéndose asi las raicillas de 2 — 3 cm
aproximadamente, necesarias para la investigacion.

Exposicion de las raicillas de A. cepa a las soluciones de Aspartame:
Se prepararon soluciones de Aspartame en vasos de precipitacion, donde se dispusieron de la
siguiente manera:

e Para el primer tratamiento se utilizé 200 ml de agua potable como testigo a las cero horas.

e Para el segundo tratamiento se utiliz6 200 ml de agua potable como testigo a las 24 horas.

e Para el tercer tratamiento se utilizd 20 mg de Aspartame sobre 200 ml de agua potable, para
obtener una concentracion de 0.1 mg/ml.

e Para el cuarto tratamiento se utilizé 60 mg de aspartame sobre 200 ml de agua potable, donde se
obtuvo una concentracion de 0.30 mg/ml.

e Para el quinto tratamiento se utilizé 80 mg de aspartame, sobre 200 ml de agua potable, donde se
obtuvo una concentracion de 0.40 mg/ml.

La esposicion de los bulbos enraizados de A. cepa a los tratamientos fueron durante 24 horas segiin
un disefio anidado en el que se consideraron 3 bulbos por tratamiento y 3 raicillas por bulbo.
Obtencion de los preparados citologicos

Finalizada la exposicion de las raicillas de A. cepa a las soluciones de aspartame, se procedié a
cortar y disponer en viales de vidrio conteniendo fijador carnoy, seguidamente se procedié a la
coloracion de las raicillas con Orceina acética y HCL 1N en proporcion 9:1 respectivamente a 60° C,
durante 15 minutos.

Luego, se colocé las raicillas en laminas portaobjetos, se aislo los apices radiculares, se cubri6é con
laminillas cubreobjetos y se procedié a realizar la técnica de Squash o aplastamiento la cual se
fundamenta en ejercer una presion uniforme con la yema del pulgar sobre la laminilla cubreobjetos,
evitando la formacion de burbujas.

Recuento celular

Los preparados citologicos se observaron a 400 aumentos en un microscopio compuesto Olympus
CX21, donde se llevo a cabo el recuento de aproximadamente 3000 células por lamina, registrando el
numero de células en interfase, mitosis y posibles células con alteraciones.

Analisis estadistico

Se hizo mediante analisis de varianza ANAVA para comparar los tratamientos del disefio
experimental y la Prueba de Duncan, para comparar parejas de tratamientos tomando en cuenta el
orden que ocupan en funcion del rendimiento promedio.

RESULTADOS

Se observaron valores disminuidos del Indice mitdtico de A. cepa en los tratamientos a 0,2 y 0.3
mg/mL con respecto a los grupos control (Fig. 1), Asimismo, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos para los valores de profase (Fig. 2), metafase
(Fig. 3), anafase (Fig. 4) y telofase (Fig. 5).



Se observo un incremento progresivo del indice de buds nucleares en relacion al control a medida
del aumento de la concentracion de Aspartame R.

DISCUSION

El empleo de edulcorantes acaldricos como sustitutos de todo o parte del contenido en azuicares de
comidas y bebidas, ha tenido su maxima expansion en los ultimos 35 afios y en la actualidad, el
Aspartamo (E951) y sal de Aspartamo-Acesulfamo (E962) son edulcorantes autorizados por la Unidén
Europea (UE)!3.

La disminucion del indice Mitotico (IM) de los tratamientos a 0,3 y 0,4 mg/mL de aspartame R
podria deberse a alteraciones en la maquinaria molecular que controla el paso de la célula de interfase
a mitosis por efecto del edulcorante en analisis; consecuentemente conllevando a alteraciones de los
indices de fases en células meristematicas de A. cepa.
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TRATAMIENTO

T1=0.0 mg/mL — 0 horas T4=0.3 mg/mL— 24 horas

T>= 0.0 mg/mL — 24 horas T5=0.4 mg/mL— 24 horas

T3= 0.1 mg/mL— 24 horas

Fig. 1.- Indice mitdtico en células meristematicas de apices radiculares de Allium cepa expuestos a diferentes
concentraciones de aspartame R durante 24 horas
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TRATAMIENTO

T1= 0.0 mg/mL — 0 horas T4=0.3 mg/mL— 24 horas

T>= 0.0 mg/mL — 24 horas T5=0.4 mg/mL— 24 horas

T5= 0.1 mg/mL— 24 horas

Fig. 2.- Indice Profasico en células meristematicas de apices radiculares de A//ium cepa expuestos a diferentes
concentraciones de aspartame R durante 24 horas.
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TRATAMIENTO

T1= 0.0 mg/mL — 0 horas T4=0.3 mg/mL— 24 horas

T>= 0.0 mg/mL — 24 horas T5=0.4 mg/mL— 24 horas

T3= 0.1 mg/mL— 24 horas

Fig. 3.- Indice Metafasico en células meristematicas de apices radiculares de A//ium cepa expuestos a diferentes
concentraciones de aspartame R durante 24 horas.
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TRATAMIENTO

T1= 0.0 mg/mL — 0 horas T4=0.3 mg/mL— 24 horas

T>= 0.0 mg/mL — 24 horas T5=0.4 mg/mL— 24 horas

T3= 0.1 mg/mL— 24 horas

Fig. 4.- Indice Anafasico en células meristematicas de apices radiculares de A//ium cepa expuestos a diferentes
concentraciones de aspartame R durante 24 horas.
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TRATAMIENTO

T1= 0.0 mg/mL — 0 horas T4=0.3 mg/mL— 24 horas

T>= 0.0 mg/mL — 24 horas T5=0.4 mg/mL— 24 horas

T5=0.1 mg/mL— 24 horas

Fig. 5.- Indice Telofésico en células meristematicas de apices radiculares de A//ium cepa expuestos a diferentes
concentraciones de aspartame R durante 24 horas.
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TRATAMIENTO

T1= 0.0 mg/mL — 0 horas T4=0.3 mg/mL— 24 horas

T>= 0.0 mg/mL — 24 horas T5=0.4 mg/mL— 24 horas

T3= 0.1 mg/mL— 24 horas

Fig. 6.- Indice de Buds nucleares en células meristeméticas de apices radiculares de A//ium cepa expuestos a
diferentes concentraciones de aspartame R durante 24 horas.



Fig. 7.- Buds nucleares en células meristematicas de apices radiculares de A/lium cepa expuestos a diferentes
concentraciones de aspartame R durante 24 horas.

Las alteraciones observadas en la dindmica del ciclo celular en células meristematicas de A. cepa
encuentran sustento con la nefrotoxicidad fetal en ratas asociada con la disminucién del peso fetal,
incremento del diametro, perimetro y area nuclear de células de los glomérulos, tibulos contorneados
distal y proximal y ductos colectores al ser tratados con 14mg de aspartame por kg de peso durante
nueve, diez y once dias!4.

El incremento progresivo de Buds Nucleares en funciéon al aumento de la concentracion de
AspartameR evidencia la posible genotoxicidad de este edulcorante cuyo probable origen es el
resultado de la eliminacion de material genético excedente derivado de procesos de poliploidizacion
por efecto de una hiperamplificacion del DNA en la fase o por efecto de una respuesta fisiologica
celular seguido de micronucleos o minicélulas!s16.

Otros mecanismos, consideran que la formacion de nuclear buds es resultado de roturas de
puentes anafasicos, o de cromosomas con migracion retrasada que no son incluidos totalmente en el
nucleo principal, y que estarian sustentadas por la presencia de centromero o teloméro positivo en
losbuds!e.

Los buds nucleares como alteraciones nucleares y las alteraciones de la dindamica celular
encontrados en este estudio podrian deberse también a metabolitos residuales como producto de
descomposicion del aspartameR dado que libera fenilalanina, acido aspartico y metanol, que se
metaboliza en una molécula de formaldehido, sustancia altamente reactiva clasificada como
carcinogeno. Sin embargo, las cantidades ingeridas de estas sustancias peligrosas, suelen estan muy
por debajo de los niveles de riesgo. Por lo tanto, no es raro que cantidades muy pequefas de
edulcorantes puedan modificar la microbiota, ya que estas actuan como la primera linea de defensa
intestinal y estan por lo tanto en contacto directo con el edulcorante y sus compuestos metabolicos.
Durante la realizacion de una dieta hipocaldrica para el control del peso con el uso de edulcorantes
como el aspartamo se puede alterar el funcionamiento 6ptimo de la microbiota intestinal!3.17.

CONCLUSIONES

¢ El Aspartame R disminuye el indice Mitdtico y de fases de células meristematicas de A//ium cepa
expuesta durante 24 horas.

o El AspartameR aumenta el indice de Buds nucleares progresivamente al aumento de su
concentracion en c€lulas meristematicas de A. cepa expuesta durante 24 horas.
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