UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO

INS'[ITUTO DE CIENCIAS DE LA SALUD
AREA ACADEMICA DE NUTRICION

“Efecto de inhibicion mutagénica del
nitrito de sodio por accion quimiopreventiva

de la capsaicina en ratéon”

TESIS
Que para obtener el titulo de

Licenciada en Nutricion
PRESENTA

Fabiola Martinez Fregozo

Director
Q.F.B. Zurisaddai Betanzos Palmeros

Codirector
Dr. Ernesto Alanis Garcia

Pachuca, Hidalgo, Abril 2008




Este trabajo de investigacion se realizé en el laboratério de Farmacologia, Instituto de
Ciencias de la Salud (ICSa) de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo,
financiado por el M.C. David Martinez Gudifio, L.C Ma Del Carmen Fregozo Lira, Dr.
Eduardo Osiris Madrigal Santillan, Q.F.B. Zurisaddai Betanzos Palmeros y Dr.

Ernesto Alanis Garcia.

Este trabajo ha sido presentado en los siguientes eventos de difusion cientifica

% Jornada de seminarios de investigacion en el Instituto de Ciencias de la Salud.
Abril 2007.

s | Curso Internacional Teodrico Practico “Topicos Selectos en Génetica
Toxicologica”. Noviembre 2007.

s XXIII Congreso Nacional de la AMMFEN Tuxtla Gutiérrez Chiapas. Febrero
2008



ofbta tesis se la dedico 4 ag’:adezco a:

opiob, ot datme um dia mas de vida 4 haber wealizado uma de mis
metas, pot concluit una etapa mas en mi vida 4 sobre todo ot datme uma
fami[ia tan hetmosa la cual e muy valiosa em mi vida.

gt mis ,oa.cl'ceA por todo »su apoyo morxal, fiAico, ebloi'citual,
econémico... pox su comprension, por im,oalsa'cme a seguit adelante 4
sobrxe todo ot su etexna amistad, caifio, con.ﬁ'an.za 4§ amor.

d mis hextmanas Karen e onne o su amistad, con.ﬁ'an.za caxifio

4 el apayo incondicional en todo momento.

f
gt mis abuelitos fnrigue y cRaquel por todo su catifio, amor,

paciencia y sobre todo o sus oraciones, consgjos y ensefianzas,.

Gt Ylises por el carifio y amor que me ha brindado desde el inicio
de mi carrera, ot todos agaellos momentos que ha estado a mi lado
buenos 4 diﬂciles, ot su apayo incondicional ...

g'caciab ot existit

ofob amo



G2 todo el jurado yamigas, por sus criticas constructivas, en especial
el apoyo incondicional de Jurisaddai Betanzos gFalmeros, _frnesto
Hlanis gatcia, ofdua'cdo Bsixis (/Yad'cigal Santillan, cPatricia gonzdleb
Ramirez y _fli /Mireya Fandoval Gallegos por apoyarme en realizax
este Io'co#ecto tan im.,oo'ctan.te ,oa'ca mi, Y transmititme dud conocimientos,

ensefianzas y pot su amistad que me brindaron.

gtaciab



indice

Pag.

indice de Figuras y TaADIAS .........c.c.c.oueveueeeeeeeeeeee e, iv
FaN o1 L= = L (U = SN Vi
RESUMEBN ... e 1
ADSIFACT ... 3
2. MAICO tEOMICO. ...ttt e e e e e e e e e 5
2.1 GENEIO CAPSICUM ..ottt ettt ettt e et e ettt e sabee s bt e e ssbeesabteesnbeeesaseeenns 5
2.1.1 Propiedades fisicoquimicas de la capsaicing...........cceeveeeiieriieecieenieeiieenie e e 7
2.1.2 Usos cotidianos y efectos farmacologicos atribuidos a la capsaicina .........cc.cceeeuee.e. 7
2.1.3 Farmacocinética de 1a capSaiCIiNg .........cccueevuieriierieeiienieeieeeeeeiee e esteeseeeaee e eneas 10
2.1.4 Mecanismo de accidn terapéutico de la capsaicing ..........cceeeeeeveereeenieenieeniieeieenen. 10

2.2 NIFALOS Y NILIIEOS c.veeviieirieiiieetieiieeteeete et esteeteeseteeaeestseesseessaeenseessseasseesseeeseesssessseensns 12
2.2.1 NIETOSACION ..ttt ettt ettt st e bt et sbt e e bt e e bt e e bt e bt e sabeesbeeenbeenbeeenneas 14
2.2.2 TOXICIAAA ...eeiuiiiiieiieieeit ettt ettt et st ettt 15
2.2.3 Mecanismos de accion de 1as NItroSAmMINGS .......c.eevveerieeriienienieenie et eees 15

2.3 CarcinOgénesis ¥ MULAZENESIS ..eevveereerereeireeriieerienteeteesreeseesaeesseesseenseessseesseessessseesnns 16
2.3.1 Pruebas de mutagénesis en bacterias i7 VItFo ........ccceeeeueeveerceeenieeecieenieeeieesreesveenees 17
2.3.4 Modelo experimental de micronUcleos..........ocueeveieiieeiiiiiieniieiee e 19
2.3.5 Prueba de micronucleos €N TatOn.......cc.eevueeieriieriieierieeeee et 20

2.4 Quimioprevencion de 1a CapSAICING ........eevueiriiieriieeiieiie ettt ettt 22
3. Problema de INVestigacCion ............oooii i, 24
4. JUSHIfICACION ... 25
5. ObJEtiVO GENETAL ... et 26
5.1 Objetivos ESPECIIICOS ....eeviiuiiriiiiiiiieiieieetest ettt s 26
L 1 0o ] (T £ 26
4\, = (o Te (o] (o T | - TSRS 27
7.1 Esquema general de 1a metodologia ...........coocviieiiiieiiiieiiie et 27
7.2 TIPO A€ ESTUAIO ..ottt ettt e sat e ettt e st e bt e enbeesaeeeneeas 28
7.3 Criterios de INCIUSION.......cueiiiriiiiiiieitteteeert ettt sttt ettt 28




T4 Criter1OS A€ EXCIUSION «. .ot e e et e e e e e e e e e e e eaeeeeeeeeeeanaaaaeeas 28

7.5 Criterios de elimMINACION. ......coiuuiiiiiiiiieiieie ettt sttt et e s eeas 28
7.6 Adquisicion de animales y poblacion de estudio..........coccveevieeriiiiiienieiiiienie e, 28
7.7 ACONAICIONAMICTIEO . ....c.ueeuteriieriieteeite ettt ettt et eatesbe et et e sbe e be e st e sbee bt estesbeebeeneesbeenbeeanens 28
7.8 PESAAO Y IMATCAJE ....eeuveeiiieiiieiiieiie ettt et eite et et e et e et eesbe e saesebeesaeeesseessseessaenseesnseeseas 29
7.9 FOrmacion de 10TeS. ... .coouuiiiuiiiiiiiieeite ettt et 29
710 TTATAIMICIEO ... .eeitietieeiieetie ettt ettt te ettt e e st et esateebeeeateebeesaseenseesnseeseeenseenseesnseenseas 29
7.11 TOMA @ MUESIA ..ottt ettt ettt sttt ettt ettt e sbe et eseesbeenbesanens 31
7.12 FIOtIS SANGUINEO. .. ceeuvieiiiieeriiieeiieeeiteeeiteeetteestteeesteeessaeessseesssseeensseeensseesasseesnsseesnsseenns 31
7.13 TINCION A€ GIEIMSA....eeutieiiieiieeiie ettt ettt ettt ettt e st e b e sateenbeesaeeeneeas 31
7.14 CONLEO A€ CIILIOCIEOS. .. uvietieeitieiieeteette et e ette et et e et tee et e b e st e ebeesabeebeeenbeenbeesneeeneeas 32
7.15 ANALISIS @StAAISTICO ...evieutiriieiiiieeieet ettt sttt 32
CRESURAAOS ... 33
8.1 Comparacion del Testigo negativo contra Testigo POSItIVO ...ccuveeereveeereveeerieeeiiee e 34
8.2 Comparacion del Testigo negativo contra el Control de Capsaicina.........c..ceceeeveeuennene 35
8.3 Comparacion del Testigo positivo contra el lote de Control Capsaicina 10 mg/kg ........ 36

8.4 Comparacion del lote combinado de NaNO; (15 mg/kg) y CAP (2 mg/kg) contra el

lote Control de CAP (10 ME/KE). .eveeeureeeiieeiieeeee ettt e e aae e e e e s 37
8.5 Comparacion del lote combinado de NaNO; (15 mg/kg) y CAP (6 mg/kg) contra el

lote Control de CAP (10 M@/KE). c.veeviieiieeiieiieeeee et 38
8.6 Comparacion del lote combinado de NaNO; (15 mg/kg) y CAP (10 mg/kg) contra el

lote Control de CAP (10 KZ/KE)..oouveeeuiieeieeeeeee ettt e 39
8.7 Comparacion del lote combinado de NaNO; (15 mg/kg) y CAP (2 mg/kg) contra el

Testigo positivo (15 mg/kg de NalNO2)....cccueeriiiiiieiieiiecieeeee e 40
8.8 Comparacion del lote combinado de NaNO; (15 mg/kg) y CAP (6 kg/mg) contra el

Testigo positivo (15 mg/kg de NaNO2).....eeeeiiieeiiieceeecee et 41
8.9 Comparacion del lote combinado de NaNO; (15 mg/kg) y CAP (10 mg/kg) contra el

Testigo positivo (15 mg/kg de NaNO2)....cccuieriiiiiiiiieiieceeeeee e 42
8.10 Comparacioén de todos los lotes y su efecto quimiopreventivo de la CAP.................... 43
8.11 Relacion de ENC/EPC inducidos por la administracion de NaNO, y Capsaicina ......... 44

1



I B I [=To U L=1To ) o TR 45

L0 IR @7 o] o T 11 153 o 1= 49
11. Referencias bibliografiCas ...........coeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeee e 50
2 Y T2 o TSP 56

iii



indice de Figuras y Tablas

Figuras

Figura 1. Estructura quimica de la capsaicina

Figura 2. Formacion de metabolitos inestables a partir de la capsaicina
Figura 3. Formacién de nitrosamina

Figura 4. Produccion del ion carbonio a partir de dimetilnitrosamina

Figura 5. Eritrocito policromatico (EPC), eritrocito policromatico micronucleado

(EPCMN), eritrocito normocrémico (ENC) y eritrocitos normocrémicos

micronucleados (ENCMN).

Figura 6. Formacion de eritrocitos micronucleados en sangre periférica

Figura 7. Administracion por via oral

Figura 8. Administracion por via intraperitoneal

Figura 9. Toma de muestra sanguinea

Figura 10. Eritrocito normocrémico micronucleado

Figura 11. Eritrocitos policromaticos y normocrémicos

Figura 12. Frecuencia de eritrocitos normocromicos micronucleados inducidos
por la administracion de NaNO; (15 mg/kg)

Figura 13. Frecuencia de eritrocitos normocromicos micronucleados inducidos
en el testigo y por la administracion de CAP 10mg/kg

Figura 14. Frecuencia de eritrocitos normocromicos micronucleados inducidos
por la administracion de NaNO, y CAP

Figura 15. Frecuencia de eritrocitos normocromicos micronucleados inducidos
por la administracion de CAP y NaNO, con CAP en la menor dosis

Figura 16. Frecuencia de eritrocitos normocromicos micronucleados inducidos
por la administracion de CAP y NaNO;, a dosis media

Figura 17. Frecuencia de eritrocitos normocromicos micronucleados inducidos
por la administracion de CAP y NaNO, a dosis mayor

Figura 18. Frecuencia de eritrocitos normocromicos micronucleados inducidos

por la administracion de NaNO, y NaNO, a dosis menor

Pag.

11
13
16
21

21

30

30

31

33

33

34

35

36

37

38

39

40

v



Figura 19. Frecuencia de eritrocitos normocromicos micronucleados inducidos
por la administracion de NaNO, y CAP a dosis media

Figura 20. Frecuencia de eritrocitos normocromicos micronucleados inducidos
por la administracion de NaNO; y NaNO; a dosis mayor

Figura 21. Frecuencia de ENCMN Y EPCMN por la administracion de NaNO; y
CAP

Figura 22. Relacion de ENC/EPC inducidos por la administracion de NaNO; y
CAP

Tablas

Tabla 1. Variedades de chile en México

Tabla 2. Alimentos con alto contenido en nitritos y nitratos de sodio

Tabla 3. Sistemas de pruebas mas utilizados para identificar la accion de
agentes mutagénicos y carcinogénicos

Tabla 4. Productos carnicos procesados

41

42

43

44

14

18

60



Abreviaturas

CAP
CYP2E1
DMN
ENC
ENCMN
EPC
EPCMN
i.p.

MN

NaN02

p.o.
ppm
ppb
SP

Capsaicina

Citocromo P450 coenzima 2E1

Dimetil Nitrosamina

Eritrocitos normocréomicos

Eritrocitos normocromicos micronucleados
Eritrocitos policromaticos

Eritrocitos policromaticos micronucleados
Administracion via intraperitoneal
Micronucleo

Nitrito de sodio

Administracion via oral

Partes por millon

Partes por billén

Sustancia P

vi



Resumen

Resumen

La dieta mexicana se compone basicamente de maiz, frijol y chile, siendo este ultimo
un componente emblematico de la gastronomia nacional. El chile se caracteriza por
presentar un sabor picante, propiedad atribuida a la presencia de la capsaicina
(CAP). En los ultimos afos se han estudiado los efectos de la capsaicina en el
organismo y recientemente se le ha atribuido capacidades quimiopreventivas. Sin
embargo, existen contradicciones en cuanto a la dosis empleada para ejercer dicha
capacidad; ya que algunos autores mencionan que a dosis bajas presenta actividad
antimutagénica pero en cantidades elevadas se convierte en una sustancia
potencialmente carcinogénica y mutagénica. Por otra parte, en nuestro pais también
se consumen grandes cantidades de alimentos procesados, los cuales contienen
conservadores como el nitrito de sodio (NaNO,) que desafortunadamente presenta
un elevado potencial téxico; lo que incrementa la posibilidad de desarrollar
enfermedades en el ser humano, como es el cancer. El objetivo del presente estudio
fue determinar el efecto antigenotdxico y anticitotoxico de la capsaicina contra el
dafio producido por el NaNO; en ratones CD-1. Los grupos experimentales fueron
organizados de la siguiente manera: a) se incluyo un grupo de animales que se les
administro agua (testigo negativo), b) un testigo positivo en donde a los ratones se
les administré NaNO por via oral en una dosis de 15 mg/kg, c) un lote control de
capsaicina con la dosis mas alta y d) tres lotes combinados de NaNO; mas
capsaicina con dosis de 2, 6 y 10 mg/kg, via oral . Se realizaron frotis sanguineos a
las 0, 48 y 96 h y posteriormente las laminillas fueron tefiidas con Giemsa y
observadas al microscopio para cuantificar los micronucleos presentes en 1000
eritrocitos normocromicos (ENC). Los resultados indicaron que el NaNO; incrementd
significativamente la frecuencia de eritrocitos normocrémicos micronucleados
(ENCMN) con respecto al testigo negativo, ademas mostré una ligera disminucion en
el numero de EPC a las 48 horas de tratamiento, recuperandose este parametro a
las 96 h por lo que se considera un agente moderadamente citotdxico bajo las

condiciones empleadas en este experimento. Por otro lado, la capsaicina no fue un
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agente genotoxico ni citotdxico a las dosis empleadas y que ademas presentd un
efecto antigenotdxico dosis-dependiente contra el NaNO;; obteniéndose el mayor
efecto protector (60%) a las 96h con la dosis de 10 mg/kg. Dichos resultados
sugieren que la capsaicina puede considerarse un método alternativo para disminuir
la genotoxicidad producida por este conservador e incrementa la posibilidad de
evaluar este potencial quimioprotector contra otros conservadores y/o mutagenos

presentes de manera cotidiana en la dieta mexicana.

Palabras clave: capsaicina, NaNO,, mutagénesis, quimioprevencidén, micronucleos,

eritrocitos.
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Abstract

Mexican diet is basically made of corn beans and chilli, this one is the main
component and its like an emblem of the National gastronomy. The chilli is
characterized by presenting a hot flavor due to the capsaicin (CAP). The effects of
CAP in the organism have been recently attributed to a chemical-preventative
capacity. There are some contraindications due to the dose used to exercise this
capacity. Some authors have mentioned that a low dose antimutagenesis activity is
presented, but in a high amount it becomes to potential carcinogenic and mutagenic.
We also consume large amounts of processed foods, which contain conservatives
like (NaNO;) sodium nitrite unfortunately with large toxic potential elevated, which
produces diseases in humans like cancer. The objective of this study is to determine
the antigenotéxico and anticitotoxicity of capsaicin against the illness effects
produced by NaNO; in mice CD-1. The experimental groups were organized as
follows a) animals groups which consumed water (negative test), b) a positive test
where mice were administered whit NaNO,, orally in dose of (15 mg/kg), ¢) in a control
of capsaicin with a higher doses, d) three lots combined NaNO, plus capsaicin with
dose of 2, 6 and 10 mg/kg. Blood draws at 0, 48, and 96 hours and afterwards. The
slides were painted whit Giemsa and observed under the microscope to notice about
the micronucleus in 1000 erythrocytes normocromic (ENC). The results indicated
NaNO; high in a notable incrementation of the frequency or erythrocytes
normocromics micronucleus (ENCMN), according to the negative witness, besides
showing a slight decrease in the number of EPC at 48 hours of treatment, recovering
this parameter of 96 hours what is considered a moderate citotoxic agent under
conditions employed in this experiment. On the other hand the capsaicin was not a
genotoxic or citotoxic agent by the portion employed and presents an antigenotéxico
portion dependent against NaNO, obtaining a major protector effect (60%), to the 96
hours with a dose of 10 mg/kg. Such results suggest that capsaicin can be

considered an alternative method to diminish the genotoxicity produced by this
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conservative and increase the possibility of evaluating this potential chemopreventive

produced against other conservatives and/or mutagenesis in the daily diet of Mexican
people.

Key words: capsaicin, nitrites, mutagenesis, chemopreventive, micronuclei,

erythrocytes.
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2. Marco teoérico

2.1 Género Capsicum

La dieta mexicana se compone basicamente de maiz, frijol y chile, este ultimo
es el componente emblematico de la gastronomia nacional e imprescindible su
consumo en la mayoria de los hogares desde los tiempos prehispanicos (Tabla 1).
Se emplea en diversos platillos y por tener la capacidad de darle un sabor diferente a
los alimentos se ha incrementado su consumo, rebasando las fronteras de nuestro
pais, a tal grado que hoy en dia es uno de los condimentos mas ingeridos en todo el
mundo (Salazar-Olivo, 2004). Este fruto contiene propiedades sensoriales muy

caracteristicas, en cuanto a sabor, olor y color (Zarco, 2004).

Ademas de las caracteristicas sensoriales especificas en cada especie, el
chile tiene la capacidad de acumular grandes cantidades de calcio, fosforo, hierro,
tiamina, riboflavina, niacina y vitamina A, E y C. En general, se considera que el
contenido de vitamina C es, por lo menos, 8 veces superior en los chiles que en los

frutos citricos (Zarco, 2004).

Este fruto se ha caracterizado por presentar un sabor pungente, propiedad
que se atribuye a la presencia de la capsaicina (CAP), compuesto aislado por Thresh
en 1846, en cuyo estudio menciona que puede recolectarse por extraccion acuosa o
alcohdlica y que dicha molécula esta estrechamente relacionada con el grupo vainillil
(Zarco, 2004).

El género capsicum, es un término que se deriva del griego capsa cuyo
significado es caja; ya que hace referencia a que es un hueco en donde se
almacenan las semillas. Los capsaicinoides son las principales sustancias pungentes
encontradas en los chiles, estan formadas por seis componentes naturales que han
sido identificados como capsaicina, dihidrocapsaicina, nordihidrocapsaicina,

homocapsaicina, homodihidrocapsaicina y nonivamida (Reilly et al., 2003).
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La capsaicina es el capsaicinoide de mayor abundancia, constituye
aproximadamente del 40 al 60% del contenido total de este grupo de moléculas en el
fruto, se forma en la pared del ovario del chile, se transporta a las placentas y

semillas en donde se almacena y concentra (Reilly et al., 2003).

El chile habanero es uno de los mas picosos en la Republica Mexicana y con
mayor contenido de capsaicina debido al sabor pungente. Es una planta herbacea
que produce frutos que, al madurar, son de color amarilla-limén o rojizos de sabor
muy picante (Capsicum-chinese) (Tabla 1). De sabor muy caracteristico y muy
incitante, por lo picante y perfumado, este proviene de la peninsula de Yucatan
(Long, 2004).

Tabla 1. Variedades de chile en México

CHILE NOM. CIENTIFICO | REGION

Ancho C. annuum Pacifico Norte

Caloro C. annuum Chihuahua

Canario C. pubescens Oaxaca

Cascabel C. annuum El Bajio

Chiltepin C. annuum Zonas costeras de México
Cuaresmefio | C. annuum D. F. alrededores

Guaijillo C. annuum Zacatecas y Aguascalientes
Habanero C. chinese Peninsula de Yucatan
Manzano C. pubescens Michoacan, Chiapas, Edo. De México
Morita C. annuum Veracruz y Oaxaca

Mulato C. annuum Guanajuato Puebla y Jalisco
Peron C. pubescens Michoacan

Siete caldos | C. annuum Chiapas

Fuente: Buenrostro y Barros, 2001
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2.1.1 Propiedades fisicoquimicas de la capsaicina

La estructura quimica de la capsaicina fue descubierta en 1919 vy
quimicamente recibe el nombre de 8-metil-N-vainillil-6-nonenamida (Figura 1); su
forma fisica se reconoce por escamas o placas monociclicas, es insoluble en agua y
muy solubles en compuestos polares. Presenta un punto de fusién entre 57 y 66 °C
ebulle a 210 - 220°C, su peso molecular es de 305, (Bamio y Josep-Francesc,
1999). Su férmula molecular es C1gH27NO3 (Surh y Lee, 1995).

i 7

HO .
CH,O

3

Figura 1. Estructura quimica de la capsaicina (Surh y Lee, 1995)

2.1.2 Usos cotidianos y efectos farmacolégicos atribuidos a la capsaicina

Aunque, generalmente la capsaicina se utiliza en forma de especia y
condimento en los platillos nacionales e internacionales, también se usa en la
medicina alternativa desde la época prehispanica (Buenrostro y Barros, 2001),
atribuyéndosele propiedades analgésicas, principalmente relacionadas con el
tratamiento del dolor. En este sentido, algunos estudios han confirmado dicha
propiedad; por ejemplo, el estudio realizado por Zarco y colaboradores (2004)
quienes después de aplicar de manera subcutanea en la cola de ratas un extracto de
chiles machacados, observaron una prolongada insensibilidad al dolor en esa zona

del cuerpo del animal. Posteriormente, extrajeron la CAP con éter y la oleoresina
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obtenida se aplico directamente al nervio ciatico en donde se bloqued la transmision
de los impulsos nerviosos (Zarco, 2004). Otro estudio, donde se inyecto
intraperitonealmente capsaicina a ratas recién nacidas reporté que después de una
excitaciéon intensa de neuronas sensoriales se presenta un periodo prolongado de
insensibilidad a los estimulos dolorosos (Jancso, 1964). Ademas, debido a que el
dolor crénico también se puede controlar a nivel del SNC, existe la evidencia de
Holtzer y colaboradores (1981) quienes aplicaron capsaicina a ratas neonatales
produciendo un aumento de 5-hidroxitriptamina y de histamina en la piel, los
pulmones y medula espinal, como respuesta de las células cebadas a la pérdida de
neuronas sensoriales amielinicas las cuales estan involucradas en el dolor crénico
(Holtzer et al., 1981).

La mayoria de la informacién sugiere que la capsaicina se ha usado
mezclandose con azucar para evitar la sensacion de calor en la boca de pacientes
con cancer produciéndose un alivio posterior a los tratamientos con quimioterapia
(Pamplona, 2004). Su uso normalmente ha sido en dosis bajas y a una concentracion
de 0.075 % para el alivio de neuralgias post herpéticas, neuropatia diabética, distrofia
simpatica refleja y neuralgia del trigémino. En México se usa a una concentracion de
0.035 % en la presentacion farmacéutica de crema. El uso topico de cremas al 10 %,
se recomienda para dolor crénico en enfermedades terminales como el cancer.
Ademas, se utiliza cotidianamente en distintas entidades del pais para aliviar el dolor

muscular después de ejercicios rigurosos (Reilly et al., 2003).

También se ha usado en la instilacion intravesical para el tratamiento de la
vejiga hiperexcitable a consecuencia de algunos traumatismos o de esclerosis
multiple. Se ha aplicado en el escozor persistente como en la psoriasis, en la
vestibulitis vulvar o intranasales para rinitis vasomotora o rinitis alérgica persistente
(Wade et al., 2002).
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Existe evidencia de que la CAP atraviesa la barrera placentaria ya que en un
estudio in vivo, donde se inyectdé CAP a ratas en gestacion durante 19 dias (edad en
la cual la distribucion de sustancia P (SP) (quimico mediador primario de los
impulsos del dolor desde la periferia hasta el sistema nervioso central (SNC)),
intracerebral es semejante a la del adulto), se observé que los animales recién
nacidos presentaron retraso de maduracion en el patron de nado forzado y una clara
hiperactividad motora que en las hembras persistio hasta las 6 semanas de edad.
Otros autores también han descrito que después de la administracion
transplacentaria de la CAP en el asta posterior de la medula espinal, se reduce la
fosfatasa alcalina y la SP, comprobando que esta molécula pungente atraviesa
membrana y se transmite al feto durante el embarazo (Zarco, 2004). Debido a la
capacidad de la CAP para disminuir o inhibir a la sustancia P se ha recomendado
adicionarla en los alimentos de pacientes geriatricos para evitar broncoaspiracién y el

reflejo de la tos, ya que esta ultima es mediada por la liberacion de dicha sustancia.

Por otro lado, desde hace algunos afos se administra a personas obesas
debido a que incrementa la tasa metabdlica, o que a su vez produce un aumento del
ingreso energético y actualmente se realizan estudios para determinar si la
capsaicina puede incrementar el metabolismo de la grasa corporal al aumentar la

velocidad metabdlica y elevar la temperatura corporal (Salazar y Silva, 2004).

En general, las evidencias indican que tiene la capacidad de estimular las
secreciones gastricas, que es capaz de actuar sobre las fibras no mielinizadas
delgadas, activando a ciertas subpoblaciones de neuronas sensoriales. Posee
cualidades descongestivantes, expectorantes, antibacterianas y en el cerebro
favorece la produccion de endorfinas (sustancias que promueven la sensacion de
bienestar) y dependiendo de su dosis puede provocar efectos analgésicos,
antifungicos, antiinflamatorios (Yoshika et al., 1999). Se ha observado que tiene gran

actividad antioxidante ya que evita la formacion de radicales libres, sin embargo a
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pesar de su diversas capacidades el consumo abundante y excesivo puede

ocasionar inflamacién (Ochi et al., 2003).

2.1.3 Farmacocinética de la capsaicina

El metabolismo de la capsaicina comienza en el tracto gastrointestinal
(Kawada y lwai, 1985), se absorbe en el intestino delgado principalmente en yeyuno
e ileon (Komori et al., 2007) y se distribuye de manera lenta; atraviesa las
membranas celulares por difusidon pasiva simple, se transforma en el higado por
accion de Citocromo P4s0 (CYP450) dando lugar a distintos metabolitos (Figura 2). Se
ha propuesto que las oxidasas microsomales de la funcion mixta son responsables
de forma dichos intermediarios electrofilicos, los cuales se unen irreversiblemente a
moléculas nucleofilicas en los tejidos blanco provocando efectos adversos como la
necrosis; y dependiendo de la cantidad o dosis que se ingiera, algunos autores

consideran que puede ser carcinogénica y mutagénica (Surh y Lee, 1995).

Surh y Lee (1995), mencionan que la actividad hepatica del CYP450 y en
especial la isoenzima CYP2E1 es la responsable de la formacién de muchas
especies reactivas de la capsaicina. CYP2E1 es propenso a ser inhibido por varios
solventes como el dimetilsulfoxido que se utiliza frecuentemente para disolver
compuestos en diversas pruebas in vitro. Ademas la enzima es inducida por agentes
como el etanol, acetona y piridina, puede activarse durante el ayuno excesivo y por
algunos estados patologicos, como la diabetes. Las actividades mutagénicas y
carcinogénicas de la capsaicina se han atribuido a la induccién del CYP2E1. Aunque
pequenas cantidades de capsaicina han demostrado no producir efectos toxicos; a
concentraciones elevadas, mayores de 200 mg/kg se la ha asociado con necrosis,

ulceracion y en algunos casos tumorogénesis y carcinogénesis (Surh y Lee, 1995).

2.1.4 Mecanismo de accion terapéutico de la capsaicina

Hasta la fecha, se desconoce el mecanismo exacto por el cual la CAP reduce

el dolor; se han sugerido dos principales vias de accion: la primera esta relacionada
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con la reacumulacion de la SP en neuronas sensoriales periféricas (Zarco, 2004),
que inervan la dermis y epidermis, este mediador también puede ser liberado en las
articulaciones donde activa sustancias inflamatorias relacionadas con el desarrollo de
artritis reumatoide (Salazar y Silva, 2004).

El segundo mecanismo sugerido se relaciona con la estimulacion de un
receptor tipo vanilloide de la CAP donde se facilita la entrada de iones calcio a las
células a través de canales especificos (fenbmeno de despolarizacion de las
membranas celulares) que al ser transportado hasta el cerebro es traducido en forma

de sensacion de quemazoén o ardor (Yoshika et al., 1999).
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Figura 2. Formacion de metabolitos inestables a partir de la capsaicina (Surh y Lee,
1995).

11



Marco tedrico

2.2 Nitratos y nitritos

Los nitritos (NO2") y nitratos (NO3") son sustancias que se incorporan a los
alimentos para aumentar su estabilidad y seguridad microbiolégica, son capaces de
retardar procesos de fermentacién, inhibir el crecimiento de hongos evitando las
alteraciones biologicas de alimentos o bebidas y la inocuidad de los alimentos o
modificacion de sus caracteristicas sensoriales como es el sabor, el olor, el color y la

textura del mismo (Hernandez y Sastre, 1999).

Tanto los nitritos como los nitratos son denominados en conjunto compuestos
N-nitrosos (Hodgson y Levi, 1997), estan asociados al desarrollo de carcinomas
gastricos y esofagicos. Se sabe que los nitritos y los nitratos producen compuestos
de nitrosacion; como las nitrosaminas, las cuales se pueden formar de diferentes
maneras, siendo las mas frecuentes al ingerir estos compuestos en la dieta, durante
la biotransformacién del humo del tabaco o por la produccion enddégena en el medio
gastrico. El compuesto de nitrosacion, generalmente anhidrido nitroso, proviene del
nitrito sddico que se adiciona a los alimentos como preservante o conservador
(Navarro, 2003). Los nitritos que se ingieren generalmente se combinan con aminas
y amidas naturales en los alimentos o dentro del organismo humano dando lugar a la
formacion de nitrosaminas, por lo que se cree que los altos niveles de
nitritos/nitrosaminas presentes en la dieta contribuyen a la elevada incidencia de

cancer esofagico (Badui, 1999).

Los nitritos y nitratos de sodio (NaNO,, NaNOs3) son aditivos usados en el
curado de las carnes para generar un color rosado, también previenen las
alteraciones sensoriales de los alimentos ocasionados por los microorganismos,
desafortunadamente, juegan un papel relevante en el desarrollo carcinogénico y
mutagénico en cualquier especie animal (incluyendo al humano) (Hodgson y Levi,
1997). Se ha observado que tienen la capacidad de dilatar a los vasos sanguineos
del organismo mediante un efecto relajante sobre los musculos lisos; pueden

provocar metahemoglobinemia y dependiendo de la dosis o via de exposicion son
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capaces de causar envenenamientos agudos o cronicos, el primero se presenta
cuando existe una ingestion, inyeccion, inhalacion o absorcién excesiva mayor de 15
mg/kg a través de la piel, mucosas o intestino (Figura 3) y el segundo se ocasiona
por la administracion repetida de pequefas dosis (menor de 150 ppb) en ambos
casos, los sintomas son semejantes y van desde cefaleas, enrojecimiento de la piel,
vomito, vertigo y colapso, hasta hipotension arterial grave, convulsiones, paralisis

respiratoria y coma (Dresbach y Robertson, 1998).
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B CHy+én carbanio)
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(hietilguanina del OM&) Cancar hepatico

Figura 3. Formacién de nitrosaminas (Esteva, 2007).

Las nitrosaminas tienen un pH acido, se ha observado que a un pH entre 2y 3
la relacién de aminas y nitritos es de 1:10 (Navarro, 2003). Ademas de formarse a
partir de aminas o nitrito de sodio, las nitrosaminas también puede reaccionar con
amidas, ureas y carbamatos (Masuda, 2000). Por otra parte, las nitrosaminas

preformadas en las carnes curadas a partir de residuos de plaguicidas nitrogenados,
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que en combinacion con el nitrito de sodio (adicionado deliberadamente a la carne) o

presente en los alimentos de manera natural (vegetales o saliva humana) (Tabla 2),

pueden constituir una fuente interna de compuestos carcinogénicos y mutagénicos

(Seiller, 1977).

Tabla 2. Alimentos con alto contenido en nitritos y nitratos de sodio

NITRATO NITRITO NITRATO NITRITO

VEGETALES ppm ppm CARNICOS ppm ppm
Alcachofa 12 0.4 Tocino de falda 134 12
Esparrago 44 0.6 Tocino de espalda 160 8
Frijol verde 340 0.6 Tocino ahumado 52 7
Frijol lima 54 1.1 Cecina de res 141 19
Remolacha 2400 4 Cecina cruda 852

Brocoli 740 1 Cecina falda de res 90 3
Vaina 6600 23 Cecina de res adobada 70 23
Col 520 0.5 Carne enlatada 77 24
Zanahoria 200 0.8 Jamon 105 17
Coliflor 480 1.1 Jamoén ahumado 138 50
Apio 2300 0.5 Jamon curado 767 35
Maiz 45 2 Peperonni 149 23
Rabano 1900 NR Chorizo 135 7
Espinaca 1800 2.5 Chorizo Veneciano 77 15
Tomate 58 NR Chorizo German 71 17

NR=no reportado

Fuente: Kotsonis et al., 1992

2.2.1 Nitrosacion

El organismo humano generalmente puede quedar expuesto a nitrosaminas

por dos vias y de esta manera puede incrementar la posibilidad de generar un

potencial carcinogénico (Schmidt-Hebbel, 1986):
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a) La primera via, es la denominada exdgena y se presenta a través del medio
ambiente que rodea al organismo. Es decir, en la atmdsfera existen aminas libres
que pueden reaccionar con oxidos de nitrégeno, generando condiciones acidas.
También, se han observado altas concentraciones de nitrosaminas (hasta 50 ppb
de dimetilnitrosamina) en el humo de tabaco y en diferentes bebidas o alimentos

como por ejemplo; cereales, carnes rojas y blancas, pescado y quesos.

b) La segunda via es la llamada enddgena o in vivo, la cual es mas significativa y
comun. Consiste en la posible formacion de nitrosaminas en el tracto
gastrointestinal del hombre, al reaccionar precursores no cancerigenos como son
los compuestos amino (aminas de aminodacidos, proteinas y amidas) con los

nitritos, gases nitrosos o nitratos.
2.2.2 Toxicidad

En comparacion con los otros dos tipos de cancerigenos mas potentes las
aflatoxinas y los hidrocarburos policiclicos aromaticos, las nitrosaminas han
demostrado ser carcinogénicas en el 80% de los ensayos realizados en animales.
Hasta el momento, no se conoce algun mamifero, pez o ave que haya mostrado
resistencia a la accion toxica de las nitrosaminas (Miller et al., 1993; Teel, 1991). A
diferencia de los cancerigenos quimicos ya mencionados las nitrosaminas tienen un
espectro muy amplio de accion y producen tumores en la mayoria de los érganos
importantes con caracteristicas patolégicas semejantes a que se observan en el
hombre (higado, estomago, pulmén, rifién). En los roedores, las dosis para generar
tumores son muy bajas, oscilan entre 1 y 5 ppm para la dietilnitrosamina y la

nitrosopirrolidina, esta ultima usada en el forraje animal (Schmidt-Hebbel, 1986).

2.2.3 Mecanismos de accion de las nitrosaminas

En general las nitrosaminas son potentes agentes alquilantes del material
genético, presentan este efecto tanto en la posicion del N’ como en el O° de la

guanina, siendo el mas frecuente el primero (Figura 3). La habilidad de la célula para
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reparar este error antes de la divisidon celular es un factor critico para evitar el
desarrollo de tumores (Timbrell, 1991). El metabolito activo de la dimetilnitrosamina
es producido por oxidacion generando ion carbonio el cual es el principal agente

alquilante que afecta al material genético (Figura 4) (Crosby, 1998).

M =1 M=0
=) -HCHO N,
CHyMCHy;———® CH, MCH,OH ———m [ CHy MH-MN=0 4 CH,M=MNOCH :]——h +CH,
_OH-
DMN

Carbonio de metilo

Figura 4. Produccion de ion carbonio a partir de dimetilnitrosamina.

En virtud de que las nitrosaminas son altamente tdxicas para el organismo y
que suelen formarse a partir del NaNO, durante la ingestion diaria de alimentos
tratados con este compuesto, la probabilidad de desarrollar alguna neoplasia se
incrementa considerablemente, por lo que es relevante buscar sustancias que
puedan minimizar dicha toxicidad y de esta manera prevenir o disminuir la incidencia

de mutaciones y por consiguiente del cancer.

2.3 Carcinogénesis y mutagénesis

El cancer constituye uno de los problemas biomédicos mas frecuentes y
graves, las estadisticas muestran que alguna forma de ésta enfermedad, afecta a
mas de una tercera parte de la poblacion, provoca mas del 20% de todas las muertes
y, en paises desarrollados, genera mas del 10% del costo total de la atencion
médica. El cancer no es una sola enfermedad sino un nombre aplicado a una gran
variedad de tumores que se forman por el mismo proceso basico de crecimiento
descontrolado. La proliferacion celular genera una masa (neoplasia) que invade
tejidos vecinos vy puede producir también metastasis en lugares mas distantes
(Pacheco, 2006; Shahrim et al., 2006)
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La mayoria de los estudios concluyen que el cancer tiene relacion con
alteraciones del material genético y que existe una correlacion de un 90% entre
carcinogénesis y mutagénesis (Marques et al, 2002) Aunque es conveniente
particularizar que la etiologia del cancer es multifactorial, una de las principales
causas es la mutacion génica y cromosdmica. Las mutaciones que provocan cancer
afectan a los genes responsables de la proliferacion celular, del desarrollo celular y
las que controlan otras actividades celulares fundamentales. Las anomalias pueden
presentarse en dos tipos de genes, los protooncogenes, que al mutar y activarse
originan la oncogénesis y con ello propician la transformacién maligna y los genes
supresores que, bloquean el desarrollo del tumor regulando los genes que participan

en el crecimiento celular (Deshpande, 2002).

Debido a esto, es justificable y necesario el creciente interés por desarrollar
sistemas de prueba que detecten a todos aquellos agentes potencialmente toxicos
para el material genético asi como, aquellas sustancias que protejan al DNA de dicha
toxicidad. En general, las evaluaciones se realizan en bacterias, en células somaticas
y/o gaméticas (Preston y Hoffmann, 2001), y se pueden realizar tanto en sistemas in
vitro como in vivo (Tabla 3). A continuacibn se mencionan las caracteristicas

generales de algunas técnicas, incluyéndo la que se utilizd en el presente trabajo

2.3.1 Pruebas de mutagénesis en bacterias in vitro

Esta se basa en la deteccion de bacterias que han sido afectadas por el
mutageno en un gen determinado, quedando la bacteria imposibilitada para sintetizar
un compuesto vital para su existencia por lo que esta queda incapacitada para crecer
en un medio carente de él, dentro de estas la mas usada es conocida como la
prueba de Ames. Este tipo de ensayos presentan ciertas restricciones; ya que todos
los experimentos deben repetirse al menos dos veces, las sustancias de ensayo
deben tener cierto grado de solubilidad, no pueden ser ni bacteriostaticas ni

citotéxicas, se necesita en muchos casos la adicion de fracciones microsomales para
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detectar los mutagenos que necesitan activacion enzimatica, ademas se necesita
manejar un gran numero de muestras para obtener significancia en los resultados
(Madrigal-Santillan, 2000).

Tabla 3. Sistemas de pruebas mas utilizados para identificar la accion de agentes

mutagénicos y carcinogénicos

Tipo de células

Células somaticas Células gaméticas
In vitro In vivo

I. MUTACIONES GENICAS

Bacterias Prueba de la mancha Recesiva letales

(spot test)
Levaduras y hongos Prueba de locus especifico
Células en cultivo Anomalias espermaticas

Il. CAMBIOS CROMOSOMICOS

Cultivo de fibroblastos Micronucleos (MN) Dominantes letales

Cultivo de linfocitos Pérdida del cromosoma X
Citogenética del
espermatozoide

ll. INDICADORES DE DANO BIOLOGICO

Sintesis de ADN no Sintesis de ADN no Sintesis de ADN no
programada en células programada en tejidos programada
Intercambio de ICHs ICHs

Cromatidas

Hermanas (ICHs)

Micronucleos (MN) MN MN

Fuente: Preston y Hoffmann 2001.
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2.3.2 Pruebas de cultivo celular

Se fundamenta en los cultivos celulares estimulan la division celular
adicionado a estos un agente mitébgeno, posteriormente, las células se detienen en
las metafases de la mitosis, al adicionar un agente que impida la migracién de los
cromosomas Yy asi poder evaluar en ellos las aberraciones que se puedan presentar,
tiene como principal desventaja el hecho de que el metabolismo de bacterias es
totalmente diferente al de cualquier mamifero, es por ello que se han desarrollado
pruebas para la evaluacién del efecto mutagénico de las sustancias en células

humanas y de diversos animales (Madrigal-Santillan, 2000).
2.3.3 Pruebas de mutagénesis in vivo

Se evalua el efecto de una sustancia en un sistema completo y expuesto a las
condiciones metabdlicas normales. Entre este grupo de experimentos se encuentra
la dominantes letales, esta prueba esta disefiada para demostrar los efectos tdxicos
en células germinales del animal macho intacto, por lo general ratéon o rata. Los
efectos se pueden manifestar en hembras apareadas como implantaciones muertas
y/o pérdidas de preimplantacién Estos efectos se deben en general a dafios
cromosomicos, que conducen a errores de desarrollo que son mortales para el

cigoto.

La prueba de manchas o “Spot”, esta prueba esta disefiada para detectar
mutacion genética en células somaticas, es un medio de preseleccion util para
detectar mutaciones germinales hereditarias en mamiferos y la prueba de

micronucleos que se explica mas adelante, (Lu, 1992).

2.3.4 Modelo experimental de micronucleos

Los micronucleos son fragmentos citoplasmaticos de cromatina, separados del

nucleo principal y se forman a partir de la ruptura de fragmentos acéntricos o bien por
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rezago anafasico, lo cual se traduce en la aparicion de un pequefo nucleo en células
anucleadas como los eritrocitos, o bien en el citoplasma de células nucleadas como

los linfocitos o espermatogonias (Figura 5).

El dafo ocurrido en algun estadio del ciclo celular puede ser observable como
micronucleos con solo un ciclo celular trascurrido y un tiempo de fijacién simple.
Durante la investigacion esto es necesario para asegurar que la divisién celular no ha
sido bloqueada, el tiempo permite que la forma mutagénica activa alcance la
poblacion de células blanco previa division préxima al conteo (Madrigal-Santillan,
2000).

2.3.5 Prueba de micronucleos en ratén

En este modelo se sugiere que los eritrocitos constituye la manera mas eficaz
de evaluar en ellos la afeccion de la actividad medular, asi como la capacidad
clastrogénica de los compuestos en corto tiempo (Chandra y Aruna,1998). La razoén
de que en un estudio agudo se “monitorea” por la presencia de micronucleos en
EPC, estas son células jovenes (reticulocitos) recientemente libera la circulacion
(Figura 5), presentan una coloracion mezclada de basdfila y eosindfila, por lo que
presentan un tinte azulado violaceo, su tamafio es un poco mayor al de los eritrocitos
normocrémicos (ENC) la coloracion de los EPC se debe a la presencia de acido
ribonucleico, ya que en el momento de su diapédesis hacia la circulacién falta
aproximadamente 20% del contenido final de Hb por lo que aun conserva parte del
aparato ribosémico para terminar la sintesis y constituir de esta manera una célula
madura. Proceden de normoblastos que pierden su nucleo antes de que la
hemoglobinizacion del protoplasma sea completa, generalmente un aumento en su
numero con respecto a los valores normales indica una eritropoyesis aumentada. De
tal forma que ademas de identificar el potencial genotdxico de cierto xenobidtico con
la prueba de micronucleos, realizando el conteo de la relacion que existe entre los

EPC y ENC, es posible sugerir la citotoxicidad del xenobidtico (Figura 6).
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Figura 5. Eritrocito Policromatico (EPC), Eritrocito Policromatico Micronucleado
(EPCMN), Eritrocito  normocromico (ENC) 'y  FEritrocitos normocromicos
Micronucleados (ENCMN) (Madrigal-Santillan, 2002).
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Figura 6. Formacion de eritrocitos micronucleados en sangre por un agente

xenobidtico (Madrigal —Santillan, 2002).
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2.4 Quimioprevencion de la capsaicina

El término quimioprevencion expresa el intento deliberado de frenar o revertir
el progreso de las células premalignas hacia la malignidad. Algunas de las
sustancias hasta ahora investigadas corresponden a compuestos farmacolégicos
sintéticos y otras a sustancias comunes; como las vitaminas, iones metalicos,
fenoles, tocoferoles, tioles y proteinas (Moon y Mentha, 1989; Kelloff et al., 1999). El
concepto “antimutageno” se usa para describir a aquellos agentes que tienen la
capacidad de reducir la frecuencia de mutaciones espontaneas o inducidas, y por

consiguiente, disminuir la incidencia de cancer en el humano (Waters et al., 1996).

En el caso particular de la capsaicina, existen algunos estudios que evidencian
su capacidad quimiopreventiva (Surh, et al., 1996) quienes demostraron usando
queratinocitos humanos y de ratén que la capsaicina inhibe la formacién de la enzima
arilhidrocarbonado hidrolasa responsable en el metabolismo de hidrocarburos
aromaticos policiclicos, como el benzo[a]pireno (Surh et al., 1995). También, se han
obtenido efectos protectores de la capsaicina contra algunos carcinégenos como son
la aflatoxina B4, y nitrosaminas presentes en tabaco como la 4-(metilnitrosamino)-1-
(3piridil)-1-butanona, aunque estos estudios se valoraron in vitro (Miller et al., 1993;
Teel, 1991). En 1990 se demostré que la dihidrocapsaicina (analogo saturado de la
capsaicina) es un inhibidor del CYP2E1, este ultimo compuesto es una isoforma que
tiene un importante papel en la activacion metabdlica en carcinégenos quimicos de
pequefio tamafio molecular. Por analogia la CAP también inhibe la actividad hepatica
in vitro del CYP2E1 (Surh y Lee, 1995).

Se conoce que el pretratamiento de capsaicina topica en ratones atenua la
carcinogeénesis en piel producida por el carbamato de vinilo (Surh y Lee, 1996) y que
ademas reduce significativamente la mutagenicidad bacteriana del carbamato de

vinilo y de la N-nitrosodimetilamina (Surh, 1998).
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Por otro lado, existen datos que indican que la CAP mejora los cambios
peroxidativos en los tejidos hepaticos y pulmonares de rata inducidos por cloroformo,
tetracloruro de carbono y diclorometano. Un estudio donde se administréd la
capsaicina, se observo que disminuye la formacion de radicales libres en pulmén de
rata expuesta a irritantes como el didéxido de sulfuro y diéxido de nitrégeno. También
se observo atenuacion en la lipoperoxidacion de membranas inducida por radiacion
ultravioleta (Surh, 1999). Sin embargo, existe la controversia si la capsaicina es una
sustancia carcinogénica, co-carcinogénica o anticarcinogénica ya que se le atribuyen

efectos genotdxicos, citotdxicos y quimiopreventivos (Surh, 2002).
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Problema de Investigacion y Justificacion

3. Problema de Investigaciéon

Se sabe que en México es alto el porcentaje de individuos que consumen
alimentos tratados y conservados con nitritos. Dentro de los alimentos mas comunes
que se ingieren estan los embutidos, las carnes crudas y fritas, y algunos vegetales
de hoja verde obscura (brécoli, acelgas, espinacas), el maiz y el rabano (Kotsonis et
al.,, 1992.) lo que incrementa la posibilidad de producirse alguna neoplasia en el
organismo como resultado del efecto toxico de dichos conservadores. Por otra parte
en algunos paises del mundo y principalmente en el nuestro, se consumen grandes
cantidades de chile o fruto Capsicum (Navarro, 2003). Ya sea en forma de salsa o
como condimento y aditivo en algunas comidas; las cuales, pueden variar en cada

region dependiendo de sus tradiciones y costumbres.

El chile contiene en abundancia una sustancia llamada capsaicina; la cual ha
mostrado en algunos estudios ser toxica a elevadas concentraciones (Surh y Lee,
1995) pero en otros, los resultados han sugerido que a bajas dosis puede ser

benéfica para la salud y suprimir algunos efectos no deseados (Surh, 1999).

Por otro lado, debido a que los nitritos de sodio pueden formar nitrosaminas y
nitrosamidas, ambos compuestos ejercer un efecto genotdxico en el organismo
(Masuda, 2000), es importante evaluar la capacidad de algunas sustancias para
disminuir dicha toxicidad, en especial, aquellas que se encuentren en la dieta. En
este sentido, existen distintos antecedentes que consideran a la capsaicina como
candidato idoneo para ser un agente antigenotoxico, por lo que es importante evaluar
la capacidad de la capsaicina para reducir el dafio al material genético ejercido por el
nitrito de sodio mediante la técnica de micronucleos in vivo, la cual tiene la ventaja de
ser sencilla y econdmica, a diferencia de los ensayos in vitro. Ademas, los resultados
se pueden correlacionar con el efecto que se presentaria en el organismo humano y
de esta manera abriria la posibilidad de realizar otros estudios que orientarian a la
poblacién mexicana en su plan de alimentacién, mejorando su salud y previniendo

algunas mutaciones.
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4. Justificacion

El aporte de la toxicologia alimentaria es de gran importancia, ya que como se
menciond anteriormente en México se consume con gran frecuencia el fruto del chile,
y al realizar el ensayo de micronucleos como indicador de dafio genotdxico
contribuye a establecer si la CAP es una sustancia quimiopreventiva; este ultimo
término expresa el intento deliberado de frenar o revertir los dafos ocasionados al
material genético. Algunas de las sustancias, hasta ahora investigadas, se
encuentran como nutrientes comunes y compuestos farmacolégicos (Béliveau y
Gingras, 2007). En este trabajo se estudid la potencialidad antigenotdxica de la
capsaicina, considerando que el uso de agentes antigenotoxicos ha abierto una
excelente alternativa para prevenir algunas enfermedades en el ser humano, como el
cancer (Béliveau y Gingras, 2007); en el caso especifico de la capsaicina, existen
antecedentes que han mostrado que presenta dicha capacidad protectora (Surh,
2002), por lo que se le podria considerar un método alternativo para reducir la
genotoxicidad inducida por los conservadores como es el caso del NaNOy, éste es un
conservador ampliamente usado en los alimentos mexicanos que tiene la capacidad
de alterar el material genético (Luca et al., 1987; Diaz-Barriga et al., 2002). En virtud
de que la poblacién mexicana consume grandes cantidades de chile (Lopez-Carrillo
et al., 1995), los resultados de nuestro estudio permitiran aportar informacion para el

adecuado consumo de estos conservadores.
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Objetivos e Hipotesis

5. Objetivo General

Determinar el efecto antigenotdxico y anticitotoxico de la capsaicina contra el
dafio producido en el material genético por el NaNO; en raton CD-1 por medio de la

técnica de micronucleos.

5.1 Objetivos Especificos

1.- Determinar la frecuencia de eritrocitos normocrémicos micronucleados inducidos

por el tratamiento con NaNO;.

2.- Evaluar si la capsaicina disminuye el numero de micronucleos en eritrocitos

normocromicos en ratones tratados con NaNO,.

3.- Evaluar el cambio de la actividad de medula ésea ocasionado por el NaNO;
mediante la variacion en la relacion de eritrocitos policromaticos con respecto a
los eritrocitos normocromicos y determinar si la capsaicina es capaz de reducir

dicho efecto.

6. Hipotesis

La capsaicina ha demostrado en estudios in vitro tener capacidad

quimiopreventiva contra algunos carcindgenos, probablemente también reducira la

toxicidad del NaNO- al disminuir la frecuencia de microntcleos.
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7. Metodologia

Material biolégico, reactivos y equipos:

Se usaron ratones machos CD1 con un peso aproximado de 23 + 2 g.

Los reactivos utilizados fueron capsaicina, NaNO,, dimetilsulfoxido y colorante
Giemsa todos de Sigma-Aldrich (EUA).

Se utilizé una balanza analitica y granataria de triple brazo ambas (OHAUS, EUA) y

un microscopio binocular (Carl-Zeiss, Mod. KF2, Alemania).

7.1 Esquema general de la metodologia

Ratones machos de la cepa CD-1 con un peso
Promediode 23 +/- 2 g

1

Lotes experimentales:

| | | ! ! |
Testigo negativo NaNO; 15 mg /kg Capsaicina (CAP) CAP (2 mg /kg) CAP (6 mg/kg) CAP (10 mg /kg)
(agua) (p.0.) (p.o.) 10 mg/ke (i.p.) (i.p.) + NaNO, (i.p.) + NaNO, (i.p.) + NaNO;
(15 mg/kg) (p.c.) (15 mg/kg) (p.o.) (15 mg/kg) (p.o.)

!

Toma de muestra sanguinea
0,48y 9% h

!

Elaboracion de frotisy
tincién con Giemsa

!

Observacion al microscopioy
determinacion de frecuencia de
ENCMN

!

Anélisis estadisticos
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7.2 Tipo de estudio

Estudio fue de tipo experimental, prospectivo y longitudinal

7.3 Criterios de inclusion

Ratones machos de la cepa CD-1 con un peso aproximado de 23 + 2 g.

7.4 Criterios de exclusion

Se eliminaron todos los animales enfermos y que durante el periodo de

adaptacion bajaron de peso.

7.5 Criterios de eliminacién

Ratones que se enfermaron o murieron durante el periodo experimental.

7.6 Adquisicién de animales y poblacién de estudio
Se usaron 60 ratones machos (cepa CD-1) de cinco semanas de edad con un

peso aproximado de 23 + 2 g, procedentes del Bioterio de la Escuela Superior de
Medicina, IPN.

Los animales fueron trasladados al Laboratorio de Farmacologia (ICSa-UAEH)
e instalados en jaulas de acero inoxidable con bebedero y cama de aserrin. No se
utilizaron ratones hembras debido a los cambios hormonales que pudieran presentar

a lo largo del experimento.

7.7 Acondicionamiento

Una vez instalados los animales, se dejaron sin alimento y sin agua durante

tres horas aproximadamente; después se aclimataron por una semana con agua y
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alimento ad libitum, durante este tiempo se colocaron 10 ratones por jaula, éstas
fueron de acero inoxidable, el experimento se realizd bajo condiciones controladas,
con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas. El aserrin de las jaulas se cambio

diariamente para prevenir infecciones.

7.8 Pesado y marcaje

Al término de la semana de aclimatacién, los animales fueron marcados en la
cola con plumones indelebles y posteriormente se pesaron individualmente utilizando

una balanza granataria de triple brazo.

7.9 Formacion de lotes

Los ratones se organizaron en seis lotes experimentales con 10 animales cada
uno por medio de una distribucion aleatoria.

s Lote 1: Testigo Negativo (Agua) (p.o.).

X/
£ %4

Lote 2: Testigo Positivo NaNO, 15 mg/kg (p.o.).

X/
o

Lote 3: Control de Capsaicina 10 mg/kg (i.p.).

Lote 4: CAP 2 mg/kg (i.p.) + NaNO2 15 mg/kg (p.o.)
s Lote 5: CAP 6 mg/kg (i.p.) + NaNO; 15 mg/kg (p.o.)
Lote 6: CAP 10 mg/kg (i.p.) + NaNO2 15 mg/kg (p.o.)

L)

*

*

X/
*

7.10 Tratamiento

El NaNO; se administré diariamente por via oral, para esto se sujeto al animal
de la cola y el dorso con la mano izquierda y con la derecha se introdujo una canula
que depositaba en el estbmago la dosis, teniendo cuidado de no introducir a vias
aéreas (Figura 7).
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Figura 7. Administracion por via oral.

La capsaicina se administré igualmente a dosis diarias por via intraperitoneal
(i.p.), para esto se sujeto al animal de la cola y el dorso con la mano izquierda y con
la derecha se introdujo la jeringa en la zona del peritoneo con las dosis establecidas
para cada lote, cuidando de no puncionar visceras y lastimar al roedor (Figura 8).

Figura 8. Administracién por via intraperitoneal.

En el caso de los lotes combinados, se administré primero la capsaicina y

después de cinco minutos se aplicé la dosis de NaNO..
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7.11 Toma de muestra

Se inmovilizaron a los animales procurando que la cola pudiera ser
manipulada para tomarles muestras sanguineas de manera individual en tres
diferentes tiempos (0, 48 y 96 h), la obtencion de la muestra sanguinea se realizé,
haciendo una limpieza aséptica con etanol al 70 % y cortando aproximadamente 3
mm de la punta de la cola con tijeras de diseccion previamente desinfectadas. Se

tomaron las muestras por duplicado (Figura 9).

Figura 9. Toma de muestra sanguinea.

7.12 Frotis sanguineo

La primera gota de sangre se elimind ya que puede contener diversos
contaminantes, la segunda gota fue depositada en una laminilla de vidrio y con otra
laminilla se procedi6 a realizar un frotis, se dejo secar al aire y se fijo con metanol
absoluto por cuatro minutos. Las laminillas se marcaron con una pluma punta de

diamante.

7.13 Tincion de Giemsa

Se colocaron los frotis en un vaso de Coplin con colorante Giemsa el cual se

prepard con amortiguador de fosfatos 0.3 M a un pH de 6.8 (5.0 mL), 2.0 mL de
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colorante Giemsa y 43 mL de agua destilada (Anexo 2). Las laminillas quedaron
totalmente cubiertas durante 17 a 19 minutos, al terminar se lavaron con agua

destilada y se dejaron secar a temperatura ambiente (Brown, 1993)

7.14 Conteo de eritrocitos

Los frotis tefidos se observaron al microscopio optico con el objetivo de 100X,
se contaron 1000 eritrocitos totales, anotando cuantos eran eritrocitos policromaticos
(EPC) y cuantos eran eritrocitos normocrémicos, al mismo tiempo, se cuantificaron

los eritrocitos normocromicos que presentaran micronucleos.

7.15 Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media de cada grupo. Las diferencias
entre los lotes y tiempos, fueron evaluados por un analisis de varianza (ANOVA) de
dos vias con un nivel de significancia de P < 0.05, teniendo como variables
independientes al tiempo y al tratamiento. El analisis estadistico fue realizado con el

programa Sigma Stat 2.03 con la prueba de Tukey-Kramer.

El analisis se dividio de la siguiente manera:

» El andlisis se aplicé para encontrar la diferencia significativa con respecto a la
frecuencia de ENCMN vy relacion de EPC/ENC., para cada tiempo (0, 48 y 96
horas) en los diferentes lotes

» También se aplico a cada lote a diferentes tiempos (0, 48 y 96 horas) con
respecto a la frecuencia de ENCMN vy relacion de EPC/ENC.
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8. Resultados

Se determind la frecuencia de ENCMN vy la relacion de EPC con respecto a los
ENC (Figura 10 y 11), con la finalidad de evaluar el dafio genotéxico y citotoxico,

respectivamente.

Los lotes experimentales (NaNO,, capsaicina y los combinados) se analizaron
y compararon de acuerdo a las dosis empleadas en cada uno de ellos y al tiempo de

exposicion.

Figura 10. Eritrocito normocrémico micronucleado

Figura 11. Eritrocitos policromaticos y normocrémicos
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8.1 Comparacion del Testigo negativo contra Testigo positivo

Como se muestra en la figura 12 se observa que el testigo negativo se
comportd de manera similar a lo largo de todo el experimento (0, 48 y 96 horas), por
el contrario el testigo positivo (NaNO;) presenta un incremento en la frecuencia de
ENCMN a partir de las 48 horas, obteniéndose el mayor dafo a las 96 horas, lo cual
indica que en estos tiempos existieron alteraciones y que fueron estadisticamente

significativas en comparacion al lote negativo (P<0.05).

14 -
12

10

Frecuencia de ENCMN (no.)

0 48 96
Tiempo (h)

[ Testigo negativo [ Testigo positivo (15 mg/kg de NaNO2)

Figura 12. Comparacion de la frecuencia de eritrocitos normocromicos
micronucleados inducidos en el testigo negativo y por la administracién de NaNO; (15
mg/kg).

* Diferencia significativa (P<0.05).
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8.2 Comparacion del Testigo negativo contra el Control de Capsaicina

En la figura 13 se presentan los resultados de la comparacién entre el testigo
negativo y el lote control de capsaicina con la dosis mas alta (10 mg/Kg).
Durante el experimento los dos lotes se comportaron de manera semejante, se
observa que a las 48 y 96 h la frecuencia de ENCM es ligeramente mayor en el

tratamiento de capsaicina.

Frecuencia de ENCMN (no.)

0 48 96
Tiempo (h)

O Testigo negativo @ Control CAP 10 mg/kg

Figura 13. Comparacion de la frecuencia de eritrocitos normocrémicos
micronucleados inducidos en el testigo negativo y por la administraciéon de CAP a

una dosis de 10 mg/kg.
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8.3 Comparacion del Testigo positivo contra el lote de Control Capsaicina 10
mgl/kg

En la figura 14 se observa el efecto de la capsaicina en comparaciéon con el
testigo positivo (NaNO3) en los tres tiempos de evaluacion (0, 48 y 96 horas). Se
observa que el lote de control de CAP no presento incremento significativo en el
numero de ENCMN, a diferencia de los animales del testigo positivo mostré un
incremento en la frecuencia de ENCMN desde las 48 h, observandose el mayor dafio

genotoxico a las 96 h.

14
12 ~

10 ~

Frecuencia de ENCMN (no.)
[«°]

0 48 96
Tiempo (h)
I Control CAP 10 mg/kg [ Testigo positivo (15 mg/kg de NaNO2)

Figura 14. Comparacion de la frecuencia de eritrocitos normocromicos
micronucleados inducidos por la administracion de CAP y NaNO,. * Diferencia
significativa (P<0.05).
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8.4 Comparacion del lote combinado de NaNO; (15 mg/kg) y CAP (2 mg/kg)
contra el lote Control de CAP (10 mg/kg).

La figura 15 representa la frecuencia de ENCMN a diferentes tiempos, del
lote control de CAP de 10 mg/kg comparado con el lote combinado de 15 mg/kg de
NaNO; y 2 mg/kg de CAP; existe un incremento entre las 48 y 96 horas entre el
control de CAP vy el lote combinado a los horarios de las muestras sanguineas.

Ademas existe diferencia entre los tres tiempos en el lote combinado.

Frecuencia de ENCMN (no.)

0 48 96
Tiempo (h)

O Control CAP 10 mg/kg E NaNO2 15 mg/kg y CAP 2 mg/kg

Figura 15. Comparacion de la frecuencia de eritrocitos normocromicos
micronucleados inducidos por la administracion de CAP y NaNO;, con CAP en la

dosis menor. *Diferencia significativa (P<0.05).
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8.5 Comparacion del lote combinado de NaNO; (15 mg/kg) y CAP (6 mg/kg)
contra el lote Control de CAP (10 mg/kg).

El lote combinado de 16 mg/kg de NaNO,; mas 6 mg/kg de capsaicina, se
observa que existe un incremento de ENCMN del tiempo 0 contra 48 y 96 horas. Sin
embargo no hubo incremento de ENCMN en el lote de control de CAP entre los
diferentes 0, 48 y 96 horas, como se muestra en la figura 15.

Frecuencia de ENCMN (no.)
D

0 48 96
Tiempo (h)
O Control CAP 10 mg/kg @ NaNO2 15 mg/kg y CAP 6 mg/kg

Figura 16. Comparacion de la frecuencia de eritrocitos normocromicos
micronucleados inducidos por la administracion de CAP y NaNO, con CAP a dosis
media. * Diferencia significativa(P<0.05).
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8.6 Comparacion del lote combinado de NaNO; (15 mg/kg) y CAP (10 mg/kg)
contra el lote Control de CAP (10 kg/kg).

En la figura 17 el lote combinado de 15 mg/kg de NaNO;, mas 10 mg/kg de
capsaicina, se observa que existe un incremento de ENCMN del tiempo 0 contra 48 y
96 horas. Sin embargo no hubo incremento de ENCMN en el lote de control de CAP

entre los diferentes 0, 48 y 96 horas,

Frecuencia de ENCMN (no.)
H

0 . .
0 48 96
Tiempo (h)
O Control CAP 10 mg/kg E NaNO2 15 mg/kg y CAP 10 mg/kg

Figura 17. Comparacion de la frecuencia de eritrocitos normocromicos
micronucleados inducidos por la administracion de CAP y NaNO, con CAP a dosis

mayor. * Diferencia significativa (P<0.05).
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8.7 Comparacion del lote combinado de NaNO; (15 mg/kg) y CAP (2 mg/kg)
contra el Testigo positivo (15 mg/kg de NaNO,).

En la figura 18 el lote combinado representa una disminucion de ENCMN en
comparacion con el testigo positivo, pero si existe un incremento de ENCMN entre
ellos a la hora 0, 48 y 96. También se observa que en la hora 48 no existe
incremento de micronucleos entre el testigo positivo y el lote combinado, por el
contrario en la hora 96 aumento el numero de frecuencia de ENCMN entre ambos

lotes.

-
F=N
1

-
N
1

—

o
1
—

(o]
I

|_
HH

HH

H—

Frecuencia de ENCMN (no.)
.
_'

0 48 96
Tiempo (h)
O Testigo positivo (15 mg/kg de NaNO2) E NaNO2 15 mg/kg y CAP 2 mg/kg

Figura 18. Comparacion de la frecuencia de eritrocitos normocromicos
micronucleados inducidos por la administracién de NaNO, y NaNO, con CAP a

menor dosis. * Diferencia significativa (P<0.05).
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8.8 Comparacion del lote combinado de NaNO; (15 mg/kg) y CAP (6 kg/mg)
contra el Testigo positivo (15 mg/kg de NaNO,).

En la figura 19 se observa que existe un incremento en la de frecuencia de
ENCMN en el testigo positivo (15 mg/kg de NaNO,) de las 0 horas contra la hora 48 y
96. Sin embargo no existe incremento de micronucleos del lote combinado (15 mg/kg

de NaNO; con 6 mg/kg de CAP) a las 48 y 96 horas contra testigo positivo.

14 -

-
N
1

-—

o
1
—

(<]
HH

HH

Frecuencia de ENCMN (no.)
S
_'

0 48 96
Tiempo (h)
O Testigo positivo (15 mg/kg de NaNO2) @ NaNO2 15 mg/kg y CAP 6 mg/kg

Figura 19. Comparacion de la frecuencia de eritrocitos normocromicos
micronucleados inducidos por la administracion de NaNO, y NaNO, con CAP a

dosis media. * Diferencia significativa (P<0.05).
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8.9 Comparacion del lote combinado de NaNO; (15 mg/kg) y CAP (10 mg/kg)
contra el Testigo positivo (15 mg/kg de NaNO,).

La figura 20 representa que existe un incremento en la de frecuencia de
ENCMN en el testigo positivo (15 mg/kg de NaNO;) de las 0 horas contra la hora 48 y
96. Sin embargo no existe incremento de micronucleos del lote combinado (15 mg/kg
de NaNO; con 6 mg/kg de CAP) a las 48 si no por el contrario Se observa una
disminucién de ENCMN al tiempo 96 h con la dosis de 15 mg/kg de NaNO, con 10

mg/kg de capsaicina.

-—
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1
—t—
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—
HH

HH

HH

Frecuencia de ENC N (
(2]

0 48 96
Tiempo (h)
O Testigo positivo (15 mg/kg de NaNOz2) @ NaNO2 15 mg/kg y CAP 10 mg/kg

Figura 20. Comparacion de la frecuencia de eritrocitos normocrémicos
micronucleados inducidos por la administracion de NaNO, y NaNO, con CAP a

mayor dosis. * Diferencia significativa (P<0.05).
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8.10 Comparacion de todos los lotes y su efecto quimiopreventivo de la CAP.

En la figura 21, observamos que la proteccion del efecto antigenotdxico de la
capsaicina a las 48 h no fue significativa en ninguna dosis, en comparacion de las
96 horas ya que en esta ultima fue protegiendo el efecto dosis dependiente, por lo
tanto los resultados obtenidos con la dosis de 10 mg/kg protegié un 60% el dafio que
se produjo por el NaNO, Sin embargo, el lote positivo se incrementd de manera
significativa desde las 48 h del tratamiento hasta las 96 h.

12
10
i
z 87
-
[&]
&
g 97
s
2 T
= 41 Lo [T
= L I
2 -
0 T T
0 48 96
Tiempo (h)
O Testigo negativo 010 mg/kg CAP
O Testigo positivo (15 mg/kg NaNO:) H 15 mg/kg NaNO:+ 2 mg/kg CAP
M 15 mg/kg NaNO2+ 6 mg/kg CAP M 15 mg/kg NaNO:+ 10 mg/kg CAP

Figura 21. Frecuencia de ENCMN Y EPCMN inducidos por la administracién de
NaNO, y Capsaicina. * Diferencia significativa (P<0.05).
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8.11 Relacion de ENC/EPC inducidos por la administracion de NaNO, y

Capsaicina

En la figura 22 observamos los resultados en relacion de las células jovenes

con células maduras, se observa que el testigo negativo y la capsaicina no

presentaron diferencias significativas durante el experimento (P<0.05), por el

contrario se observa una ligera tendencia de citotoxicidad pero no significativa

producida por el NaNO, a las 48 horas, finalmente a las 96 h obtiene una

recuperaciéon en los animales tratados con NaNO, y capsaicina con respecto al

testigo negativo.

0.10 -

0.09 -

Relacion de EPC/ENC

0.02

0.01 4

[ Testigo negativo
O Testigo positivo (15 mg/kg NaNO:)
B 15 mg/kg NaNO:+ 6 mg/kg CAP

0.08 -

0.07 4

0.06 -+

0.05 +

0.04 -

0.03 -

HH

0 48

Tiempo (h)

010 mg/kg CAP
H 15 mg/kg NaNO:+ 2 mg/kg CAP
B 15 mg/kg NaNO:+ 10 mg/kg CAP

96

Figura 22. Relacion de ENC/EPC inducidos por la administracion de NaNO; y

Capsaicina.
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9. Discusion

Diversos estudios, incluyendo el presente estudio, coinciden que el analisis de
los micronucleos en los eritrocitos constituye la manera mas eficaz de evaluar la
afeccion de la actividad medular, asi como la capacidad clastogénica de los
compuestos a corto, mediano y largo plazo (Oliveira-Martins y Grisolia, 2007). En
este contexto, se considera que el tiempo de exposicidén es determinante para el tipo
de célula a evaluar, por lo que se ha sugerido que los reticulocitos o eritrocitos
policromaticos (EPC) son los mejores indicadores de dano en un estudio agudo
debido a que el ciclo celular de los eritrocitos dura entre 10 y 20 horas, que la
enucleacion ocurre aproximadamente en 6 horas y que los EPC al ser células
jévenes tienen un tiempo de vida de 24 horas en la médula ésea; a diferencia de que
en un estudio créonico o subcronico, las células a examinar deben ser las maduras
(ENC), por presentar una vida media en circulacién sanguinea de 30 dias y por
consiguiente indicarian el efecto acumulado por el xenobidtico (Madrigal-Santillan,
2000).

Se ha establecido que normalmente la frecuencia espontanea de micronucleos
es baja y en el caso de la cepa de roedores usada en el experimento, se ha
observado que los ENCMN oscilan entre 0 y 3 MN por cada 1000 ENC, por lo que si
este valor se incrementa significativamente indicarondo un efecto téxico al material
genético producido durante la maduracion de los eritrocitos. En este sentido,
nuestros resultados indicaron que la dosis del NaNO, (15 mg/kg) incremento el
numero de eritrocitos normocrémicos micronucleados y es semejante al estudio de
otros autores (Luca, 1987 y Diaz- Barriga et al., 2002) a las 48 y 96 horas,
observandose el mayor efecto genotéxico en el ultimo horario de tratamiento. Esta
observacion concuerda con algunos estudios en donde se administré la misma dosis
de NaNO; pero a diferencia del nuestro fueron estudios agudos por lo que el analisis

de MN fue en los EPC, lo que sugiere que se admistre la misma dosis del
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conservador durante 5 dias muy probablemente el efecto genotdéxico se mantenga o

incremente la frecuencia de MN.

Es importante mencionar que el efecto del NaNO, en el organismo
generalmente sucede después de su biotransformacién pero no quiere decir que sea
el unico factor, en el primer caso se sabe que el NaNO, se transforma en
nitrosamina por accién de las bacterias propias del organismo y tanto el NaNO, como
las nitrosaminas han demostrado ser toxicas para el cuerpo (Victorin, 1994; Masuda,
2000). Esto lo ha observado en células en ensayos in vivo. Tal es el caso de un
estudio realizado in vivo al introducir a diferentes dosis de NaNO, (0.6- 80 mg/kg)
por via oral observan que a 12, 24 y 36 h hubo aumento en la frecuencia de
micronucleos, llegando a la conclusion que es una sustancia genotoxica (Chandra y
Aruna, 1998).

Otro estudio refiere que al administrar intragasticamente NaNO, diferentes
dosis de 78.5 mg/kg, 235.5 mg/kg y 706.6 mg/kg a ratas durante 10 semanas y
mediante el conteo de eritrocitos normocromicos y policromaticos por la técnica de
micronucleos llegan a la conclusién que es una sustancia citotoxica (Luca et al.,
1985). Sin embargo, en este trabajo al emplear una dosis de 15 mg/kg de NaNO; se
logré observar después de 48 h una ligera citotoxicidad, lo cual se recupero a las 96
h lo que indica que no es una sustancia citotoxica a las dosis empleadas y el tiempo
de nuestro experimento. La diferencia de estos resultados se debe a que en el primer

estudio mencionado son dosis de cinco veces mayor que al presente estudio.

Uno de los analisis realizados en el presente indicaron que a las dosis usadas
(2, 4 y 10 mg/kg) y bajo las condiciones experimentales empleadas no fue una
sustancia genotdxica ni citotdxica, sino por el contrario presentd un efecto protector

dosis dependiente desde las 96 hrs.

Es importante mencionar que en la literatura consultada, los estudios son de
tipo agudo, por lo que resulta dificil realizar una comparacién exacta con los

resultados, sin embargo algunos de estos experimentos presentan ciertas
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caracteristicas comparables con el ensayo, tal es el caso del realizado por

Nagabhushan y Bhide.

En un estudio evaluaron en ratas la capacidad de la capsaicina sobre la
inflamacioén gastrica provocada por la carragenina y la inhibicion carcinogénica
producida por el carbamato de vinilo (Surh, et al., 1998 ). Sus resultados indicaron
que la inflamacion disminuye en un 29% con una dosis de 5 mg/kg de CAP
administrada por via oral se reduce en un el proceso carcinogénico inducido por el
mutageno. Este mismo investigador, pero en el afio de 1999, reporto que la CAP a la
misma dosis 5 mg/kg es capaz de inhibir los tumores pulmonares inducidos por
benzo[a]pireno asi como los efectos toxicos producidos durante el metabolismo de la
aflatoxina B1. Existen antecedentes de que la CAP puede evitar la toxicidad del N-

nitroso; un compuesto conocido por su efecto mutagénico (Ferguson, 1994).

Otro estudio reporté que al administrar de manera intraperitoneal a ratones
albinos tres dosis de capsaicina (0.4, 0.8 y 1.6 mg/kg) durante cinco dias,
observaron que a ninguna dosis incremento la incidencia de alteraciones o
anormalidades en las cabezas de los espermatozoides, llegan a la conclusion que la
capsaicina no es una sustancia citotoxica ni genotoxica (Muralidhara vy
Narasimhamurthy, 1988).

Se ha demostrado que hay una accién quimiopreventiva contra la formacion
de N-nitroso un compuesto conocido por su efecto mutagénico (Ferguson, 1994).
Otro estudio realizado que utiliza las dosis de 2-10 mg/kg por via oral altera el
metabolismo de NNK(4-metilnitrosamino-1,3-piridil-1-butanona) hepatico y pulmonar
inhibiendo a-hydroxilacion, que es la responsable de la activacién de NNK. Todos
estos estudios llegan a la conclusion de que la CAP es una sustancia

quimiopreventiva (Surh, 1999).

En el presente estudio se observo que a dosis bajas de CAP (2 mg/kg) hubo

una disminucion de la presencia de ENCMN al emplearse contra el nitrito de sodio,
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conforme fue aumentando la dosis hasta 10 mg/kg fue mayor la proteccion contra
efectos mutagénicos, se demuestra que la quimioprevencion fue dosis-dependiente a

un 60%, demostrando que la capsaicina no es genotoxica.

En este sentido, existen contradicciones en cuanto considerar a la CAP como
un agente quimioprotector ya que algunos autores mencionan que a dosis bajas
presenta actividad antimutagénica (Surh, 2002), pero en cantidades elevadas se
convierte en una sustancia potencialmente carcinogénica y mutagénica. Tal es el
caso del estudio realizado por Nagabhushan y Bhide en 1985 quienes introdujeron
intraperitonealmente a ratones albinos y ratas wistar 7.6 mg/kg y 155.6 mg/kg de
capsaicina durante seis semanas y llegaron a la conclusién por medio de la técnica
de micronucleos que esta sustancia causa mutacion. Asimismo, observaron que
con las dosis de 200, 400 y 800 mg/kg via oral, de CAP durante 0, 24,y 48 h en
ratones de la cepa CD-1 causa clastogenicidad en linfocitos, concluyendo que la

CAP es una sustancia genotdxica (Chanda et al., 2003).

Se reportd en un estudio in vitro que la capsaicina es una sustancia citotdxica
y genotéxica al evaluarla por medio del analisis de intercambio de cromatidas
hermanas en linfocitos a una concentracion de 10-200 uM disueltas en dimetil

sulfoxido (Marques et al., 2002).

Por otro lado durante el experimento no hubo alteracion de EPC de ninguna
de las dos substancias utilizadas (CAP y NaNO;) por lo cual no mostraron ser
sustancias citotoxicas a las dosis empleadas y a las condiciones del experimento

que se comportaron de manera semejante.
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10. Conclusiones

1.- Con la dosis empleada del NaNO, (15 mg/kg) se incrementd la frecuencia de

ENCMN, lo que confirma su capacidad para alterar el material genético.

2.- En virtud de que el NaNO; mostré una ligera disminucion en el numero de EPC a
las 48 horas de tratamiento pero a las 96 horas a una dosis de 15 mg/kg, se
mantiene este parametro, se considera a este compuesto como un agente

ligeramente citotdxica bajo las condiciones y dosis empleadas en este trabajo.

3.- La dosis maxima de capsaicina empleada (10 mg/kg) no fue genotodxica ni

citotdxica a la largo de todo el experimento.

4.- La capsaicina mostré6 un efecto antigenotoxico dosis-dependiente contra la
toxicidad del NaNO,, por lo que la mejor proteccién fue con la dosis de 10 mg/kg

equivalente a un 60% de proteccion.

5.- Los resultados indicaron que la capsaicina a la dosis empleada en el experimento
tiene capacidad quimioprotectora y sugieren considerarla como un método alternativo
para reducir la genotoxicidad inducida por los conservadores como es el caso del

nitrito de sodio.

6.- Es necesario realizar mas para proponer la posibilidad de prevenir algunas
mutaciones inducidas por el consumo de las carnes frias y algunos vegetales de hoja
verde oscuro entre otros (Tabla 2) con el consumo de chile a dosis moderadas,
condicion que no es dificil de promover ya que este alimento es consumido en salsas
0 guisos por la mayoria de la poblacion mexicana, a su vez es necesario invitar a la
poblacion a que disminuya el consumo de conservadores debido a las alteraciones

que estos generan y sus consecuencias a largo plazo.
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12. Anexo

| Glosario

Aditivos: Las sustancias que se adicionan directamente a los productos durante su
elaboracién, para proporcionar o intensificar aroma, color o sabor; para mejorar su

estabilidad o para su conservacion, entre otras funciones

Antioxidante: es una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion de otras
moléculas, son un conjunto heterogéneo de sustancias formado por vitaminas,

minerales, pigmentos naturales y otros compuestos vegetales

Capsaicina: Componente activo del chile (Capsicum). Es irritante para los

mamiferos; produce una fuerte sensacion de ardor en la boca

Carcinogénesis: Proceso biologico del cancer (CA) ocasionado por: sefales
quimicas, fisicas y bioldgicas en una o varias fases del ciclo celular provocando
modificaciones moleculares y estructurales que alteran el proceso vital de la célula.
En la carcinogénesis existe multiplicacion y crecimiento anormal e incontrolable de

las células se le conoce como "ciclo celular enfermo (enfermedad del cancer).

Carcinogeno: Un agente carcindgeno tanto fisico, quimico como biolégico es

aquél que puede actuar sobre los tejidos vivos de tal forma que produce cancer

Carcinoma: Tumor o neoplasia maligna formada por células epiteliales neoformadas
con capacidad para hacer metastasis a distancia en cualquier momento de su
evolucion. Puede ocurrir en cualquier parte de organismo donde haya epitelio.
Cuando deriva de un epitelio de revestimiento puede haber diferenciacion escamosa
(carcinoma escamoso) o derivar de células basales (carcinoma basal). Cuando

deriva de un epitelio glandular se denomina adenocarcinoma

Citotoxico: Tiene efectos toxicos sobre ciertas células y provoca muerte celular.
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Calstogénico: Son cambios estructurales de los cromosomas facilmente
observables en la metafase del ciclo celular y que tienen su origen en roturas

(procesos clastogénicos) de las cadenas de ADN no reparadas o mal reparadas.

Expectorar: Arrancar y arrojar por la boca las flemas y secreciones que se depositan

en la faringe, la laringe, la traquea o los bronquios

Hipertrofia: Desarrollo exagerado de los elementos anatdomicos de una parte u
organo sin alteracion de la estructura de los mismos, que da por resultado aumento

de peso y volumen del érgano.
Genotodxico: Tiene efectos toxicos y dana el material genético

Micronucleos: son cuerpos citoplasmaticos de naturaleza nuclear, se corresponden
con material genético no incorporado correctamente a las células hijas durante la
division celular, reflejan aberraciones cromosdémicas y se originan por roturas
cromosomicas, por errores durante la replicacién y posterior division celular del ADN

y/o por la exposicidon a agentes genotoxicos.

Mutacién: Alteracion producida en la estructura o en el numero de los genes o de los
cromosomas de un organismo transmisible por herencia se produce de forma

espontanea o inducida y que modifica la expresion original del gen.

Mutagénesis: acto de inducir una mutacion. Las pruebas de mutagénesis que se
realizan durante las investigaciones pre-clinicas de un nuevo farmaco constituyen

una serie de ensayos "in vitro" e "in vivo"

Mutagenicidad: Propiedad de una sustancia quimica de causar cambios

permanentes en las caracteristicas genéticas de un organismo

Mutagénico: compuesto o agente que induce mutaciones, como la luz UV o algunos

compuestos quimicos.

Necrosis: Degeneracion de un tejido por muerte de sus células.
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Neuralgia: Término general para las afecciones cuyo principal sintoma es el dolor
intenso, intermitente, a lo largo de un nervio o nervios, sin cambios estructurales

demostrables en estos, dependientes de un gran numero de estados morbosos.

Nitrosaminas: Las nitrosaminas son aminas que contienen un grupo funcional
nitroso (-N-N=0). Estos compuestos se forman cuando un nitrdgeno (N) y un
oxigeno (O) de un compuesto “nitrosante” se unen al nitrogeno del grupo amino (N)
de un compuesto aminico. Las nitrosaminas se forman también in vivo durante el

metabolismo de los alimentos que contienen nitratos o nitritos.

Quimioprevencion: intento deliberado de frenar o revertir el progreso de las células

premalignas hacia la malignidad.

Teratogénesis: Desarrollo celular anormal durante el crecimiento fetal.
Teratogénico: Que produce malformaciones en el embrion o feto.
Toxicidad: Grado de efectividad de una sustancia téxica.

Toéxico: Cualquier sustancia que incorporada al organismo es capaz de producir

graves alteraciones organicas o funcionales e incluso la muerte.
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Il Tincion de Giemsa

En este método se reemplazan los colorantes policromaticos empiricos por distintos
compuestos de azur (tionina y sus derivados metilados) con eosina y azul de
metileno. Los frotis deben fijarse durante tres minutos en alcohol metilico. Luego se
secan y se sumergen en colorante de Giemsa diluido (un volumen de colorante para
nueve a 15 volumenes de agua destilada o de amortiguador de pH 6.8) en frasco de
Copling, durante 15 minutos a una hora. Luego se lava en agua destilada y se seca

al aire, sin montar (Lunch, 1977).

El procedimiento de tincion que se realiz6 fue el descrito por Giemsa May-Grunwald,

con las siguientes modificaciones.

1. Los frotis secados al aire se fijan durante cuatro minutos de alcohol

metilico.

2. Se pasan a colorante de May-Grinwald diluido recientemente con un
volumen de agua destilada 43 mL, una solucion reguladora de fosfatos 0.3
M (pH 6.8) y 2 mL de colorante de Giemsa, se deja actuar durante 15-17

min.

3. Lavar con agua destilada, secar al aire y evaluar en el microscopio a 100x

con aceite de inmersion (Brown, 1993)
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lll. Contenido de nitratos y nitritos, permitido por la Norma Oficial Mexicana

Tabla 4. Cantidades en ppm permitidas en producto carnico procesados

Cocidos || Curados | Curados [Empanados of Desecados,
Crudos [Madurados| rebozados secos,
congelados |marinados o
en salmuera
Acido alginico y sus sales de 4000 | 4000 4000 4000 N.P.
sodio, potasio y propilenglicol
Acido eritorbico y sus sales de 500 N.P. 500 N.P. N.P.
sodio
Acido fosférico 3100 3100 3100 3100 N.P.
Aci(jo L (+) ta.rtérico y sus sales de 2400 2400 2400 NP NP
sodio y potasio
Acido s{nrbico y sus sales de sodio 1000 1000 1000 NP NP
y potasio
Alfa tocoferol 3000 N.P. 3000 N.P. N.P.
Butil hidroxianisol 100 N.P. 100 N.P. 100
Butilhidroxiquinona terciaria 100 N.P. 100 N.P. 100
Butilhidroxitolueno 100 N.P. 100 N.P. 100
Fosfato disddico 3100 3100 3100 3100 N.P.
Hexametafosfato de sodio 3100 3100 3100 3100 N.P.
Mezcla de tocoferoles 50 NP 506 NP NP
concentrados
Nitratos o nitritos de 156 156 156 N.P. N.P.
sodio o potasio
Propil-p-hidroxibenzoato 1000 1000 1000 N.P. N.P.
Pirofosfato acido de potasio 3100 3100 3100 3100 N.P.
Pirofosfato acido de sodio 3100 3100 3100 3100 N.P.
Pirofosfato disddico 3100 3100 3100 3100 N.P.
Pirofosfato tetra-sodico 3100 3100 3100 3100 N.P.
Polifosfato de sodio 3100 3100 3100 3100 N.P.
Propionato de sodio 1000 N.P. 100° N.P. N.P.
Rojo allura 100 100 100° N.P. 100
Trifosfato pentasddico 3100 3100 3100 3100 N.P.

Fuente. NORMA Oficial Mexicana NOM-213-SSA1-2002
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