POTENCIALIDAD MUTAGENICA DEL HIDROSULFITO DE SODIO EN
DROSOPHILA MELANOGASTER

RESUMEN

Néstor Ldpez A.(1)

Le panele es un producte alimenticio af que en su preparacion se adicionen co-
munmente blanqueadores. Lntre effos estd ¢i hidrosulfite de sodio, compuesio
quimico que reacciong con el DNA v de ahi su capacidad mutagénica,

Al tratar huevos de la mosca D. melanogaster con hidrosulfito de sodio se en-
contrd una LDsp de 5000 ppm, mientras que las pruebas de inducelén de muta-
clones letales recesivas, mostrd una frecuencia de 3.180 /0 para dosis de 4000 ppm.

La capacidad mutogénice de este compuesto parece ser ocasionada por la inhibi-

cibn de la reparacion por excisidn def DNA.
INTRODUCCION

Existe entre nuestra poblacién una alta exposicidn al hidro-
sulfito de sodio, ocasionada principalmente por la utiliza-
cién de este compuesta en la elaboracion de 1a panela, pro-
ducto alimenticio del cual Colombia es el principal consumi-
dor en el mundo, siguiéndole Méjico, Costa Rica, Nicaragua
y el Japén (Chalarca, 1975}. Con base en una supuesta to-
xicidad, el hidrosulfito de sodio fue retirado del mercado
colombiane por la norma 1311 numeral 13,5 del [CONTEC
{Institute Colombiano de Normas Técnicas), fa cual fue lue-
g0 removida por falta de pruebas de laboratorio alegadas por
ios productores.

£] hidrosulfito de sodio es un compuesto quimico que al
simple contacto con el agua se disocia en bisulfito de sodio
y bisulfato de sodio:

Nag$204 - NaHSO3 + NaHSO4 l‘
Hidrosulfito Bisulfito Bisulfato
de sodio de sodio de sodio

S1 el hidrosulfito de sodio se disuelve en una solucidn acida
se descompone asi:

2Na25204 =~ Na5203 + NagSO3 + SO2
(Durrant y Durrant, 1970)

El bisulfito de sodio, uno de los compuestos de la disocia-
cion, tampoco requiere activacién metabdlica para su
accién mutagénica v tiene la capacidad para reaccionar con
muchos componentes celulares, impidiendo asf que se pue-
da identificar correctamente su forma de accién (Ptering v
Shih, 1975).

Las principales reacciones bioguimnicas en las que participa
este compuesto, son del tipo reversible e jrreversible, meca-
nismas iénicos o de radical libre,

El bisulfito de sodio puede reaccionar reversiblemente can
moléculas importantes en el metabolismeo como aldehidos v
cetonas en los carbohidrates, MAD, folatos, flavinas, vitami-
na K, v puede ocasionar la descomposicion de la timina
(Ptering y Shih, 1975), e irreversiblemente en reacciones
asocladas con radicales libres como la metionina (lnove vy
Hayatsu, 1971), Pero de las reacciones en fas que puede
participar el hidrosulfito de sodio las mds importantes en
nuestro caso son aquellas relacionadas con los 4cidos nu-
cléicos que, entre otras, incluyen Ja transaminacion de las
bases nitrogenadas, la desaminacidn de la citocina v la adi-
cién de bisulfito al uracilo y la timina, todas ellas con capa-
cidad mutagénica (Hayatsu, 1976).

Aunque la literatura cientifica reporta muy pocos estudios
relacionados con |a mutagenicidad del hidrosulfito de sodio,
ocasionada problablemente por su poca utilizacidn en otros
pafses, gqueremos con este trabajo investigar en Drosophila
melanogaster cudl es 1a LD50 v si ef compuesto logra produ-
cir mutaciones letales en el mismo animal,

Este trabajo se realizd en Drosophila melanogaster por ser el
organismo mds adecuado para detectar varios efectos de un
mutigeno, pemitienda asi una evaluacidn cuantitativa de
los riesgos genétlcos, la cual no se logra con otro organismo
{Zimmering, 1975). También por su bajo costo vy por el
tiempo reducido que se requiere para su mantenimiento en
comparacién con otros sistemas y por su capacidad para
efectuar las mismas reacciones metabdiicas que el higado de

(1)  Profesor, Depto. de Biologfa, Univ. de Antloqula, Medeilin, Colombia.
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de los mamiferos, sitio donde sufren la activacion metabdli-
ca muchos mutigenos (Sobel y Vogel, 1976).

Aungue existen grandes diferencias flsiologicas entre la Dro-
sophiiz y el humano, es 14gico suponer que el efecta genéti-
¢o de un mutigeno debe ser similar en ambos organlsmos.

MATERIALES Y METODOQS

|.  Determinacién de la Dosis Letal LDsg en estado em-
brionario.

A Pruebo!

Se transfirieron 250 hembras virgenes de 4 dfas
de edad de 12 cepa Oregdn a cajas de poblacién donde habia
250 machos de 1a misma cepa. Al dfa siguiente se les retird
el alimento normal v se les coloc6 alimento fresco en cajas
de petri que contenian una de dos concentraciones del hi-
drosulfito de sodio {2000 6 4000 ppm). En este dltimo
medio se les permitid la oveposicién por sblo cuatro horas,
tiempo que requlere un compuesto quimico, aplicado por
via oral, para ilegar a los huevos en fa hembra, Al cabo de
este tiempo se retiraron las cajas de petri y se contaron los
huyevos con ayuda de un estereomicroscopio v se pasaron
despuss 2 una botella con alimento que contenfa el hidro:
sulfito de sodio a una concentracion igual al tratamiento
anterior. El nimero de adulics que emergid de cada frasco
se contO diarilamente a partir def dfa 9 hasta el dfa 20. El
porcentaje de la letalidad corregida se encuentrz por [a si-
guiente retacidon (Abbot, 1925):

ofo letalidad muestra — ofo letalidad control
100 —letalidad contral

X100

Se hizo un control con el mismo procedimiento pero sin
utilizar e hidrosulfito de sodio,

8 Prueba2

Teniendo en cuenta que dosis superiores a 4000
ppm mata las hembras en esta sepunda prueba, no se trata-
ron l1as moscas madres sino que se inicié el tratamiento en
los huevos. Para esto, se tomaron 250 hembras virgenes de
4 dfas de edad de la cepa Oregdn y se cruzaron con 250 ma-
chos de la misma cepa en una caja de pobiacién con alimen-
to normal, Aj completarse este tiempo se transfivieron los
huevos a cajas de petri con alimento al cual se le habia agre-
gado el hidrosulfito de sodio a dosis de 3000, 4000 6 6000
ppm. Luego de un dia se transfirid todo el alimento a bote-
las. donde el organismo completd su ciclo de vida. Al dfa
20 de haber comenzado € cruce se contaron los adultos en
cadz botella, Con 1a misma metodologia se efectud un
control.
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Il Producclon de mutaciones letales recesivas en el croe
mosoma X,

Se utilizdé el métode ideado por Muller y completado por
Abrahamson y Lewis (1971).

Se tomaron machos de fa cepa Oregdn de dos dfas de edad
y se trataron ofalmente por 24 horas con soluciones de 2000
y 4000 ppm de hidrosulfito de sodio mezciado con el ali-
mento normal, Luego de transcurtido este tiempo se cru-
zaron masivamente con hembras virgenes FMg de 3 a §
dias de edad por 24 horas, con el fin de muestrear sélo los
espermatozoides maduros que poseia el macho-en el mo-
mento del tratamiento, Cada hembra de la F1 {que tendrd
fenotlpo normal) se c¢ruzé individualmente con 2 machos
FMg. En la F7 se pudo reconocer la produccion de muta-
clones letales recesivas por la ausencia de machos con fe-
notipo normal. El pracedimiento se itustra en la figura 1.

La cepa FMg es utilizada por |2 propiedad que tiene de
impedir el entrecruzamiento entre los cromosomas X de
una hembra (por las maltiples inversiones que posee), ga-
rantizando asf que el cromosoma X de los machos P1q lle-
gue intacto hasta los descendientes F2 (Fig. 1).

El nivel de significancia estadistica se determiné con base
en |a prueba de Ji-cuadrado (Remington v Schork, 1970).

P - (1 J x 2 wFM6Ey
wFMGy
Oregdn M6
wFMGy wFMGEy
e T lgx 20—/
(1)
wFM6y wFM6y wFM6Yy (1
Fa: » ! g—
wFMGEy {1)
Q o ? d

Fig. 1 Procedimiento parz la obtencion de mutaclones letales rece-
sivas: w: njo blanco, y: cuerpo amarillo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Aunque €l disefio de este experimento no se enfocH a la
etapa dei ciclo de vida que podfa ser afectado luego del
tratamiento con e! hidrosuifito de sodio, se observd que
la diferencia entre el ndmero de huevos puestos y los adul-
tos que emergen se debia principalmente a lz no eclosion de
los huevos, mds que a una mortalidad larval o pupal,

Con respecto al tiempo de duracién def ciclo de vida, no se
encontrd una variacion apreciabie con respecto al contral,
baja ¢l efecto de ninguna de las dosis empleadas.

" La sensibilidad que muestra el huevo de Drosophila al hi-
drosulfito de sodio, puede ser ocasionada por la capacidad
que tenga este compuesto de inhibir un mecanismo inicla-
dor del desarrolle o por la inactivacién de algin compuesto
celular necesario en las primeras etapas del desarrollo del
huevo (Kaplan et al,, 1974).

Los resultados de la toxicidad del hidrosuifito de sodio se
muestran en 1a tabla 1, Se puede ver que a medida que se
utiiza una dosis mayor aumenta la toxicidad de manera
proporcional. La aparicion de una ietalidad de 23.980/0
para el control en la primera prueba se explica por el he
che de que no todos los huevos puestas por la mosca es-
tin fecundados y por lo tanto no eclosionan (Fowler, 1973).

Con el fin de analizar claramente la letalidad producida por
el compuesto se propuso trabajar con la "letalidad corregi-
da"”, correspondiendo asi, para €l control, una letalidad co-
rregida de 0C%fo. En esta primera prueba, la diferencia para
la letalidad corregida entre 1000 y 2000 ppm (7.480/0) guar-
da vna relacién gue se mantiene entre 2000 y 4000 ppm
(15.320/0) (fig. 2).

Los resultados de la segunda prueba se muestran en [z ta-

“bla 2, Aqui el porcentzje de la letalidad en el control fue
de 29.24 ofo, valor que es mayor al abtenido en la prueba
anterjor,

Y Loialiood corregen

| 2 3 4 B L]

Conseniracin du Ndresavive de sodie en ppm e 100G

Fig. 2. Toxlcldad de hldrosulfite de sodio v detepminacion de la
LD 50 en Drosophifa melancgaster.

Nuevamente, para eliminar la letafidad ocasionada por agen-
tes diferentes al hidrosulfito, se aplica la letalidad corregida.
Para Ia seganda prueba se aplicaron las dosis de 3000, 4000
y 60G0 ppm de hidrosulfito de sodio. En esta prueba ef
aumento de la dosis lleva a un incremenio en la letalidad
que no es proporcional ni lineal como en el caso anterior
{fig. 2). Podemos, por esta segunda prueba, determinar que
fa LD4Q se encuentra cerca z 5000 ppm.

Para la determinacion de las mutaciones letales recesivas se
analizaron. 2,167 cromosomas con dosis de 2000 y 4000
ppm de hidrosulfito de sodio v un contrel. E! valor abte-
nido en ef control (0.1984 o/0) se acerca mucho al 0.20/0
encontrado por muchos investigadores, para las mutaciones
letzles recesivas espontdneas (tabla 3}.

Para las dosis empleadas se notd que el hidrosulfito de sodio
indujo mutaciones ietales receslvas de una manerz propor-

Tabla 1. Toxicidad de hidrosulfito de sodio en Drosophila melanogaster. Prueba 1

Concentracion huevos puestos oja ofo Letalidad
pPpm adultos que emergen Letalidad corregida
Control 609/463 2398 -
1000 2274146 35.66 11,70
~ 2000 418/238 44.12 19,18
g 4000 546/376 58.20 34.30
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Tabla 2. Toxicidad del hidrosulfito de sﬁdin en Drosophile mefonogasier. Prueba 2.

Concentracion huevos pusstos oje ofo Letalidad
PP M adultos que emergen Letatidad corregida
Control 718/508 29.24 —
3000 560/296 47.14. 25.29
4000 520224 56.92 39.11
6000 o 220/ 36 83.63 76.86
Tat;la 3. Frea.mncia de ﬁutaciones letales r.ece.sins producidas

en ¢l cromosoma X de espermatnzoldns maduros de D mefana-—

gaster tratados con hidrosuifito de sodio.

Tratamiento Concentracion N2 M.L.R. N® Normal ofo M LR, x2 N. S,
Ppm
Control 0 1 525 0.190 — -
Hidrosulfito 2000 15 817 1836 7.253  P<0.01
Hidrosulfito 4000 25 784 3,189 14,038 P<0.0005
N.5 : nivel de significancia
M.L.R,: mutaciones letales recesivas
LY LY
N . I H
4") 603 é‘yj e "‘/3] HEDE "‘u/j
" = . —_— s |
- L= L= L
cional a la dosis empleada, siendo el valor miximo obtenido : S : |
de 3.18 ofo para [a dosis de 4000 ppm. F— T

E! mecanismo de fa produccién de las mutaciones Jetales re-
cesivas por el hidrosuifito de sodic se desconoce, pero pue-
de tener etapas comunes con las que sigue un compuesto
similar, el bisulfito de sodio. Para esta sustancia se han pro-
puesto dos tipos de reacciones:

1. La desaminacion de la citocina para producir uracilo
(fig. 3).

2. La transaminacidn de las proteinas con los dcidos nu-
cleicos, preferentemente de banda simple (Shapiro
etal,, 1972).

Aln asi, la forma mds posible de accién del bisulfito parece
ser la capacidad que tiene para inhibir un proceso de repa-
racion por excision del DNA gque normalmente reduce Ja
mutagenicidad, como se determindé en £, coli (Mallon y
Rossman, 1981).
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Fig, 3. Producclén de wvracilo por desaminacién de la citocina
{Shapire, 1977).

CONCLUSIONES -

Para Jas pruebas de toxicidad antes mencionadas se puede
determinar que para alcanzar unz LDsg en ef estado em-
brionatio de Drosophila melanogoster se debe apiicar una
dosis muy alta de hidrosulfito de sodio, cerca a 5000 ppm,
dosis que es dificil de alcanzar por consumo de alimentos
en el hombre. Para tal efecto se requerird la ingestion de
apraximadamente 8.2 Kg de panela diaria (F.A.0., 1979,

com.per.},

.La produccion de. mutaciones letales recesivas en Jos esper-

matozoides maduros de D. melanogaster bajo las dosis em-
pleadas muestra claramente la capacidad mutagénica de
este compueste v un posible efecto de dosis, lo cual indica
¢l riesgo que puede representar su ingestion en dosis muy
altas, :
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MUTAGENIC POTENTIAL OF SODIUM HYDROSULFITE IN DROSOPHILA MELANOGASTER
ABSTRACT

Sodium hydrosulfite is a food additive used in Colambia primarily as a bleaching
agent of unrefined sugar (“panela”). It can react with DNA, and is therefore
thought fo be potentially mutagenic.

Drosophila melanogaster eggs were tregted with sodium hvdrosulfite ot differemt
concemtrations. A LDsp was found at a concentration of 5000 ppm, and a.
frequency of 3.18 oo Xdinked recestve lethols at a dose of 4000 ppm. The
mc}wgen!city of this compound is discussed in relation to-excision repair mechan-
isris,
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