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GLOSARIO

5-BrdU.- 5-Bromo-2-deoxiuridina.

DNA - Acido desoxirribonucléico.

ARC - international Agency for reswcl’! on Cancer.

ICH.~ htercambio cntre.cromﬂidea hermanas,

NEGI-hstituto N-cion.al de Estadlstica, Geograflfa e hformatica.

R.- hdice de replicacidn.

NM.- Nimero de mitdsis 1, 2 y 3 (primera, segunda y tercera divisién)
S9.-Fraccién microsomal extracto de higado de rata.

TPG.- Tiempo promedio de generacién.



RESUMEN

La  pimienta negra por ser uno de fos condimentos mas
utilizados a nivel mundial, ha despertado el interés de algunos
investigpadores para conocer el posible dafio que podria provocar
esta especia, encontrandose un ofecto carcinogénico y
clastogénico.

De ahi nuestro interds para fa  realizacidn det prosente
trabajo, en el cual se estudis la genotoxicidad de Ia pimienta

negra. Este estudio se dividid§ en dos partes: una parte in

ae

vitro utilizando cultivos de linfocitoe humanos a 72 y 92 hre
con y sin la fraccién microsomal S3 con dosis de 25, 50, 756 y 100
ugimi; y otra, *‘in vivo'’ emplaando médula dsea de ratén NH, con
dosis de 7.07, 14.141, 28282 y 56565 mg\kg de peso. En ambos
ensayos so empled un liofilizado de un extracto de pimienta negra.

Para el estudio de la genotoxicidad de la pimienta negra se
utilizé {a metodologla de intercambio entre cromitides hermanas
{ICH), encontréndose un incremento moderado y constante en los
ICH’s proporcional a la dosis, as/ como también una disminucién
de la proliferacién celular en aof estudioc "'k vitro’’, y en el

estudio *‘Ih vivo "’no se encontré ninguna diferencia.



L~INTRODUCCION

1 GENOTOXICOLOGIA

El #cido desoxirribonucléico (DNA)}) es wuna molécula que
controla las caracteristicas estructurales y metabdlicas de los
seres vivos y las transmite de una generacién a  otra. Para
cumplir con esta funcién es necesario que se duplique exactamente;
sin embargo, dobido a su misma estructura quimica, posee una
elevada tendencia a intermccionar con ciertos agentes fisicos,

quimi y bioldgi de! dio ambiente, loe cuales alteran su

configuracién o impiden su duplicacién correcta (6).

La genotoxicologia es wuna .ub;cpocialid-d de la toxicologfa
que identifica y analiza Ja accién de agentes con toxicidad
directa sobre eo! material hereditaric de los sistemas vivos. El
objetivo principal de la genotoxicologfa es detectar y comprender
las propiedades de un grupc de agentes relativamente pequefio con
una aita o-p;cificidod por los d#cidos nucléicos, que producen
efoctos de deterioro an los elementos gendticos a concentraciones
subtéxicas (6)

La genotoxicologla puede ser dividide en tres categorias,

toxicologh d b da y crénica para su mejor estudio (6).

Ef segundo ojetivo de I[a genotoxicologia es Ila elusidacién
de la relacién entre la genotoxicologla y la iniciacidn de una
neoplasia. En  esta litima epreciacidn, la genotoxicologia ha eido

aplicada como una herramienta con Is cual pod saber \!

son

ios agentes quimicos con propiedades para producitr carcinogénesis



(8).

En los Jaltimos aifos, la genotoxicologfa continta creciendo
como una especialidad legitima del 4rea de la toxicologfa y Ia
influencia de esta disciplina permite evaluar la seguridad de
sustancias quimicas en general obteniéndose resultados

significativos(28).



2. CARCNOGENESIS Y MUTAGENESIS.

El gen es la unidad de la herencia. Cada gen es una
secuencia de dcidos nucléicos que lleva la informacién para un

péptido determinado. Un gen es una entidad eatable, pero sujota

a cambios ocasionales en su secuencia. Tales cambi 1 d

son
mutaciones (27} (29).

Una de las primeras observaciones acerca de las mutaciones
fa dis Thomas Hunt Morgan al trabajar con la conocida mosca
Drosophila melanogaster, quien después de revizar un " millén  de
reproducciones de un cromosoma hechas a lo largo de un afio,
oncontré una mosca con los ojos blancos, donde solo habfa moscas

de ojos rojos (las mutaciones son raras pero pueden dar

on
la herencia). Posteriormente Miller en 1920 comenzé sus trabajos
sobre mutagénesis, utilizando a Drosophila melanogaster como
modelo experimental y probando diviersos agentes para provocar
mutaciones. Después de varias pruebas, principalmente con rayos X
a diferentes dosis, noté que e! nimero de mutaciones que habfa
sobre Drosophila aumentd en 15000%. Tambien encontré que las
mutaciones solo se presentaban en la segunda o tercera generacién

después de ser dosificadas las moscas, por ello concluyd que Ia

mayoria de las mutaci eran r ivas, asfl como también
demostré que la radiacién natural o  artificial podfan provocar
mutaciones que sujetas a la seleccién natural, podfan a su vez,
constituir una fuente de variabilidad de las especies como un
factor de la evolucidn(16).

Las mutaciones pueden ser divididas en dos grandes grupos como

10



puede verse en la tabla No 1 (6)
Tabla No 1

TIPOS DE MUTACIOMNES

TRAMBLCiOMES
ADICIONES
ELEC] oNES
TRAMBYIRS 1 ONIS

NICHMTACIONES O NSTACIONES POMEVALES

KPS
o ANIIPIOIMIAS
FACRINVTACIONES O ADKIIACIONES CRINOSONICAS TN
DELICIONES
1WEm10NES

DITACTUMLES
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Los seres vivos del planeta estan en constante cambio debido
al entorno que les rodea, el cual provoca un nimero determinado de
mutaciones que pueden ser consideradas como normales. El  aumento
poblacional ha provocado un avance industrial, y ha creado
sustancias capaces de modificar fa informacién genética, lo cual
en organismos superiores puede provocar la aparicidn de cancer.

A todas aquellas sustancias capaces de modificar al DNA se les
conoce como agentes mutagénicos y a la rama de las ciencias
bioldgicas que eo encarga del estudio de Ila naturaleza de las

mutaciones se fe conoce como mutagénesis (17) (28)

No existe una definicién de céncer, pero en general el céncer
esta considerado como un grupo de célutas subnormales, de
crecimiento autdénomo, sin el control usual del organismo, que
tienen las células normales con respecto al crecimiento.

Las células cancerosas van a compotir con las células
normales por espacio y nutricish y eventualmente provocan la
muerte del hospedador.

Las células cancerosas se caracterizan por su répido
crecimiento, por su alta proliferacién mitstica, por su répida
expansién en el tejido sano y por su metdstasis via sanguinea o
linfatica, la cual las lleva a sitios distantes donde residen y
proliferan (15).

Una de las primeras referencias médicas acerca del cancer Ia
dié Percivall Pott y Henry Eagle en 1775 al encontrar una relacidn
entre ol oficio de deshollinador y el céncer de escroto (11).

Para que se desarrolle cualquier tipo de cdncer se debe pasar



por dos etapas: La iniciacidn que es la posible participacion de
cambios genéticos (mutaciones y modificaciones permanentes en la
expresion de la informacién contenida en los genes). Y la
promocidn que es la proliferacién de las células iniciadas bajo un
estimulo promotor, para que se convierta en célula cancerosa (I1).

Por ello podemos llegar a los siguientes razonamientos:

Deben existir sustancias cap de pr rooun bi permanente
en el material genético en fta fase de iniciacién y f(a fase de
promocién (42).

Pero existen tambien individuos que ha pesar de. estar en
contacto con los agentes carcinogénicos no padecen el cancer, esto
noo hace pensar que existen genes que van a determinar la
susceptibilidad a producir cdncer, estos genes se han denominado
oncagenes (2).

Existen reportados cerca de 40 a Los ™Y on  una

célula normal (los cuales son lilamades protooncogenes) son  muy
importantes dentro del crecimiento y proliferacién celular, sobre
todo en el estadio embrionario, también tienen un papel importante
on el metabolismo celular (2).

Las condiciones mas importantes para que una célulm se

transforme en cancerosa son: Miltiples copias de un gene,
rearreglo génico, mutaciones puntuales y la participacién viral
2).



3. METODOS DE ESTUDIO DE MUTAGENICDAD

Estas son muchas pruebas de corto plazo y fueron propuestas
para medir la actividad mutagénica de  diferentes agentes
sospechosos. Y se pueden clasificar en dos grupos: ‘‘in vive’’ e
*Yin vitro** (22) (39). Ver tabla No 2

Las pruebas in .vivo’’ utilizan un organfsmo vivo pudiendo
ser este rata, ratsn, hamster, sapo (14), Droscophila melanocgaster.
En este tipo de pruebas se disminuye la probabilidad de obtener un
resultado falso negativo, ya que interviene la actividad
metabdlica del organismo en cuestién (13) (8).

Las pruebas “‘in vitro’’ emplean con mayor frecuencia cultive
de células de mamlifero (fibroblastos y linfocitos humanos) y
cultivos de Salmonella typhimurium (7) (32). En ambos cultivos,

para ol taboli: de un organismo vivo, se utiliza Ia

fraccisn microsomal S9, obtenida de higado de rata (34) (36) (6).
Estas técnicas permiten hacer una répida evaluacidn de la
mutagénicidad de sustancias sospechosas.

En general los cultivose de células ‘‘in vitro’® o ia
observacién directa de células provenientes de médula dEsea, asl
como el estudio de los espermatozoides, permiten valorar, mediante
el estudio del cariotipo, los efectos mutagénicos ocasionados
sobre cromosomas y constituyen una valiosa herramienta que in
citogenética ha aportado principlamente en los Gltimos afos, para
la deteccidn de los efactos genotéxicos. Esta herramionta se ha
perfoccionado con el desarrollc de Ila técnica del intercambio de

crométides hermanas que logra una valoracién mas objetiva del dafo

14



cromosdmico (39),

Tabla No 2

CLASIFICACION DE LOSB METODOS DE ESTUDIOD
DE LA MUTAGENICIDAD

TR0 M (XL

CHLNIAS SOMATICAS CELNIAS QuETICHS
[LNT}i) 1 8190

1 WTACIONES QENICAS
~MCTRRIAS -m,mm ~RECESIVAS LEXTALES

B e IR
11 CAMD108 CRONGOONI CO8 :

I ML SR

] 111 TNDICANAES K D9 BIOLOAICO
- w0 -’!Fnu NO PROGRANADO,
o ke 0% ﬁ‘- - ML M. : ‘ n n.
N (- TMACION X~ mlﬂ M NDNO-
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4. NTERCAMBIOS ENTRE CROMATIDES HERMANAS

En 1950 Taylor trabajando con timidina titriada (H") Yy
realizando estudios de replicacién del DNA encontrd
accidontalmente que existia un intercambio entre fragmentos de
cromatidas hermanas, las cuales eran simétricas y equivalentes con
respeacto al otro (41) (19),

Posteriormente R.WJ. Dufrain sustituys a Ia timidina titriada
(H") por pirimidinas halogenadas (40). O‘Neill y colaboradores,
determinaron que e} mejor andlogo de bases para el estudio de ICH
era la 5-Bromo-2-deoxiuridina (24) (33).

El proceso de ICH se lleva a cabo en la etapa de sintesis de
ONA y se ha propuesto que ocurre donde sc bifurca la cadena doble

de DNA durante el pr de repli ién. Es posible que el

fendmeno de ICH sea la consecuencia de un proceso que permite a
la célula dividirse, alin en presencia de lesiones en su DNA: de
ser asl, pudiera haber una correlacidn entre el fendmeno y Ia
mutacién, dado que las lesionas  persistentes aumentarfan la
probailidad de esta daGitima en el DNA. Lo anterior tiene
importancia en relacidn con células  cancerosas, debido -
que existen pruebas que asocian la persistencia de lesiones en ef
DNA con las células malignas (31).

Para el estudio de los ICH es necesaric saber diferenciar los
dos primeros ciclos celulares despuds de Ia administracién del
mutégeno.

Para el andlisis de los ICH se requicre de la incorporacién de

la 5-BrdU al DNA, esto hace que después de una primera divisidn,

16



una de las cadenas de DNA tenga incorporado al andlogo de base en
ambas cromiatides, como se muestra en la figura la.

En la segunda divisién, y siguiendo con la ley de la

repli isn iconservativa, se observa dque una de las cromatides
va a tener ambas cadepas de DNA sustituidas con la 5-BrdU,
mientras que la otra cromdtide tendrd una cadena sustituida y la
otra no, como nos muestra la figura 1b.

Siguiendo la cinética de proliferacidn celular, en una tercera
division celular se tendr& como resultado 2 tipos de cromosdmas
distintos; el primero donde las dos cadenas de nmba-. cromitides
estardn sustituidas con el andlogo de base, y el segundo cromosdma
donde una de la crométidas tiene sustituidas ambas cadenas de DNA,
y la otra cromdtide en la que solo una de las cadenas esté
sustituida. Figura 1c.

Para poder visualizar este fendmeno en sus diferentes fases
celulares es necesario realizar una tincién diferencial.
Utilizando el colorante fluorescente Hoechst, luz negra, solucién
salina de citratos caliente y Giemsa (20) (26).

Los ICH pueden ser clasificados en tres categorias: Sencillos,
dobles y triples.

Dicha clasificacién estd dada de acuerdo a la cantidad de las
recombinaciones que 8o llevan a cabo entre las cromatides
hermanas (31). Figura 2.

El modelo que constituye la hipstesis mdas aceptada de la
induccién de ICH, fué dada por Robert B. Painter en el afio de
1980, ;;roponiondo lo que llamé e! modelo de replicacién de ICH

basado en la idea de que los rompimientos de doble cadena son

i7



generados en la conjuncién entre un replicén  completamente
duplicade y otro parcialmente duplicado (35).

Se denominan replicones a las  unidades discretas de
replicacion del DNA separadas unas de otras por RNA y proteinas.

Painter sugirié que el DNA en estas conjunciones o sitios de

separacién son st ptibles a rompimientos de doble cadena durante
la replicacién , lo cual es factible por Ia presencia de la enzima
Topoisomerasa 11, descubierta en células de Crosophila; dicha
enzima es capaz de inducir rompimientos de doble cadena del DNA.
De esta manera, el dafio que involucra la detencidn en la

progresién de los origenes de replicacidén proveca una asincronia

en la replicacién de dichas unidades, lo que incrementa ta
posibilidad de dobl rupturas después de que una unidad haya
terminado su replicacidn (35). Ver figura No 3.

En un principio sa pensé que los ICH podrian ser el resultado
de un proceso de reparacién de lesiones en el DNA; sin embargo Ia
observacién de que algunos agentes pueden inducir un incremento en
la frecuencim de ICH que se prolonga mucho tiempo después de su
administracién, sugiere que las lesiones no son reparadas; aunque
no se descarta la posibilidad de que la frecuencia se mantenga
alta debido a las lesiones secundarias que se expresan

posteriormente como ICH (23) (35).



Figura 1a

nin-—ut

Figura 1b

I VR NI

Figura Ic

I 1040 10 Q00

Figura ta representa la incorporacién de la 5-Brdl despuds de

una  primera divisién celular, la figura 1b representa la
incorporacién de la 5-BrdU en una segunda divisidn y la 1c
corresponde a una tercera division, Cada una de las flechas

representa una cadena de DNA donde la flecha obscura indica Ila

cadena original y la clara a la cadena sustituida (31).

19



Figura 2

b

SENCiLLO DOBLE TRIPLE
Clasificacién de ICH's (31)

figura 3
0 %@
. %

Modelo de replicacién para _el intercambio de cromatides hermanas.
a) Unidad discreta de replicacién del DNA (replicén). b)
Discontinuidad de las cadenas de DINA que puede ser inducida por
agentes genotéxicos. c¢) ihtercambbio entre una cadena de DNA

recien sintetizada y una cadena original atn sin replicar (35).
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5.PMENTA NEGRA

El género Piper pertenece a la clase de las Dicotileddneas,
de! orden de los Piperales y de la familia de las Piperdceas. Este
género comprende mas de 600 especies, una decena de las cuales dan
productos mds o menos utilizados, ya sea como especias o drogas
medicinales (4).

Piper nigrwn cuyo nimero cromosémico es 2n = 52, se presenta
bajo forma de liana perene, con hojas perenes, que trepa alrededor
de un tutor y que puede alcanzar hasta 10 m de altura (21).

El condimento de la pimienta negra se presenta en forma de
semillas relativamente pequeRas, de color grisdceo con corteza
arrugada pero bien fija a (& semilla; contiene pocas granos vaclos
y posee un sabor mds ardiente que aromatico. El hecho de ser
secada con frecuencia en el suelo le confiere su color y un poco
de arena (38).

La pimienta negra se presenta en forma de granos casi
esféricos cuyo didmetro estd comprendido entre 3 y 6 mm (en
general de 4 a 5), de superficie reticulada y mdés o menos rugosa.
El color va del marron obescuro al negro o al gris obscuro (21).

El olor es caracteristico, penetrante y aromdtico, el sabor es

calido, picante y muy ardiente (21).



51 HSTORIA

El nombre genérico de la pimienta deriva probablemente del
Sanscrito  Pippali, el cual hace referencia a la semilla seca Yy
aromética de Piper nigrum. La familia de las piperaceas incluye 9
géneros y cerca de 1400 especies. Las especies de pimienta eon
hierbas altamente tropicales, pero algunas son arbustos (21).

Las primeras referencias del uso de ta pimienta negra datan
de hace 3000 afioa, y fueron reportadas en Ila literatura médica
sanscrita. L.a pimienta larga (del norte de la india) fué conocida
después de Ila pimienta negra (del sur de ia hdia) en la Era
Grecoromana, y por varias centurias fué relegada por la calidad
suporior de la pimienta negra, més tarde colonizadores de 1a
Ihdia, introdujeron la pimienta negra a Idonesia alrededor del
afio 100 AC. Los romanos introdujeron la pimienta negra y larga a
occidente bajo ta orden del emperador Marco Aurelio en el afo 176
AL, durante la toma de Alejandria como botin de guerra, La
pimienta negra se abaraté y fué excluida del tributo
(presumiblemente por razones politicas en favor de las masas).
Después de [a conquista de Cesdren y Palestina en el afio 1101 los
soldados victoriosos de Genova  recibieron dos porciones de
pimienta por una parte de fo perdido. En la Edad Media las rentas,
las aportaciones y los tributos eran pagados frecuentemente con
pimienta, y en algunos pafses de Europa ‘ se preferfa este tipo de
paga al dinero, el cual era llamado ‘‘Peppercorn rent’’, en la
actualidad se sigue utilizando este término como una cosa nominal

o triviat (38).



Shakespeare en su obra *‘Twelfth night’’ acto tercero escena
4, nos dice a través del personaje Agueccheek:
Aguecheek- Aqui esta la revancha; yo advierto que esto sera de

vinagre y pimienta.

Durante la Edad Media las ciudades de Alejandria, Genova y
Veneacia fueron el centro comercial de la pimienta hasta que en
1498 Vasco de Gama descubre la ‘‘ruta de las Especias’’ que va de
Lisboa hasta las costas de Malabar en Ila india, convirtiéndose
Portugal en el centro comercial hasta que en 1595 los ' holandeses
Houtman y Van Neeck comienzan sue viajes hacia indonesia,
compitiendo con el monopolio creado por Portugal. En el siglo XIX
ihglaterra se convierte en ol centro mundial de las especiae,
incrementando la produccién, bajando los precios y aumentando el
consumo de la pimienta negra. Con Ila calda de la Compahia
Holandesa del Este de la Ihdia (The Dutch East india Company)
coincide la entrada de la especia a los Estados Unidos. El primer
tratado comercial de Ia especia en América data de 1797 por ef
capitén Jonathan Carnes de Salem Massachusetts; el cual compré a
un Rajha de Sumatra un embarco de la especia por un valor de
100,000 ddélares (38).

Como podemos constatar ta pimienta negra ha tenido un papel
relavante en el pasado y en el presente de la economfa mundial, y
lo mds probable es que en el futuro siga teniendo la misma
importancia. lesac Asimov en su obra de ciencia ficcién
~ “'Fundacién’’{3), en su parte V, PRINCPES COMERCIANTES, capitulo
5; através de su personaje Hober Mallow nos dice:
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COMERCIANTES- Con la  inevitabilidad psicohistérica, el
contro!l econdmico de la fundacidén crecié. Los comerciantes se
hicieron ricos; y con la riqueza llegé el poder...

A veces se olvida que Hober Mallow empezé su vida como wun
vulgar comerciante. Nunca se olvida que la termind como el primero
de los principes comerciantes...

Enciclopedia Galéctica.
Comodoro-¢Cémo ha diche que queria que le pagdéramos? 4Con hierro?.

Mallow-Eso, y carbén y bauxita. También con tabaco, pimienta,

magnesio, madera dura. Nada que usted no tenga en sbundancia.
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52 ECONOMA DE LA PMENTA NEGRA

El primer tratado comercial de |a pimienta negra directe con
nuestro pais fué en 1961 con Sarawak, Malasia, e ihdonesia, El
mnimero de variedades fué de 25, de las que destacan por su
produccicn, Sarawak-X, Sarawak-VA, Kaluvatly, Balancotta y
Belantung (21).

En México no existen plantaciones comerciales de pimienta
negra, razén por la que se tiene que importar.

La introduccién de la pimienta negra a los campc;- agticolas
meoxicanos se presenta come una alternativa para disminuir el gasto

de importacién. En  México  existen centros de investigacién

dedicad

a la propagacién de |a pimienta negra, como tal es el
caso de “'El Palmar’’. Nuestro pais cuenta con las condiciones

adecuadas de clima y suelo para el cultivo de pimienta negra,

1 N

acte

te el pr més grande para su propagecién es que su
comportamieto enraizador comercial es muy bajo (21); aunado a esto
la planta de pimienta negra es muy susceptible a ser infectada por
el hongo Phytophthora palmivora (37)

Por estas razones la comorcializacion de la pimienta negra en
México sigue siendo a base de importaciones, provenientes
principalmente de la India, hdonasia y Brasil (21).

El NEG! por medio de la Comisién WNacional de Alimentos nos
proporciona datos de fa importacién de diversas especies donde se

incluye la pimienta negra (8). Ver tabla 3
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Tabla No 3 (9)

IMPORTACION DE LOS PRINCIPALES PRODUCTOS ALIMENTICIOS
POR TIFO DE BIEN BSEGUN ACTIVIDAD
ECONOMICA DE ORIGEN 1986-199%
CCIFRAB EN NILES®)

ESPECIAS DIVIRIAS WM MI:::‘L WLans M. Wlw

1906 » an w n B
1 1" " n [T 1000 %0
1908 "] LT BT %90 813 147 @&
1999 » L1t 2900 1511 143 4
1990 M %4 W 063 e s 23m
1m " M awm LI T ] m  en
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5.3 USQS

El principal uso de la pimienta negra es como condimento en el
arte culinario, mds sin embargo también es utilizada en’ la
medicina tradicional como ténico estomacal, pues aumenta las
secreciones gdastricas, de ahl la conveniencia de aRadirfa en la
elaboracién de carnes frias. Asl mismo, es utilizada en la
elaboracién de alimentos manufacturados y perecederos, pues sirve
como conservador y preservador(21) (1) (14),

Tambidn existen reportes de que las rafces de algunas especies
de pimienta previenen la concepcién, otros han dicho que las hojas
y el tallo tienen efecto de antifertilidad. Los frutos de algunas

pecios ¢e han pleado en la dicina idental por més de 1

siglos como remedio de enfermadades del tracto genitourinario, en
la hdia las comadronas hacen uso de algunas especies de pimienta

.por sus propiodades oxitocinicas (4).
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5.4 COMPONENTES

EL FRUTO CONTENE:

A-metil-pirrolin, piperitina, a Yy fA-pineno, camfeno, sabineno,
miristicina, limineno, a ¥y p-terpinenos, p-cimeno, a-thujeno,
A-careno, felandreno, a-bergamoteno, f-cariofilenco,
epoxi-dihidro cariofileno, dcido fenilacético, dihidro carveol,

piperonal, criptonacitronencl.

LA SEMLLA CONTENE:

Piperina, chavicina, piperatina, miristicina, safrole, d-limoneno,
{-pineno, linalol, felandrena, piperidina (14) (1) (4) (18) (5).

Ver. figura No 4
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Figura No 4
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55 ANTECEDENTES

La pimienta negra al ser el condimento mas importante a nivel

mundial en Ja cocina internacional y la segunda especie mds
utilizada en el arte culinario mexicano, después del chile, ha
despertado el interés de algunos cientificos para conocer fos

posibles efectos nocivos sobre la salud humana.

Tal es el caso de Conton et al, quién proporcioné la primera
esvidencia de la carcinogenicidad de la pimienta negra, al hacer
uso de un extracto de esta aplicado subcutaneamente en ratones
albinos Swiss, observando que habla una induccién de tumores
{ lizad. en: pulmdsn, higado y piel (10).

Siguiendo los estudios de Concon, El-Mofty at al

administraron a un anfibio (Bufo regularis) por tres vias
diferentes (subcuténea, intraperitoneal y por forzamiento de
ingestion) un extracto de pimienta negra, observando la formacién
de tumores primarios en higado y fla formacién de  tumores
secundarios en riién, bazo, ilesn y estémago (14).

Los ¢tumores de higado son diagnosticados como carcinomas
hepatocelularas, y los de los demds d&rganos son diagnosticados
como la metastasis de los tumores primarics. El-Mofty concluye que
no importa la via de administracidn del eoxtracto de pimienta
negra ya quo siempre se observé la' aparicién de tumorcs (14).

Por otra parte Susan Abram et al realizaron estudios scbre
ol posible efecto clastogénico provocado por un  extracto de
pimienta negra en células mitéticas de Vicia faba, expresados por

un incremento de ICH's y aberraciones cromosémicas (rupturas
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cromosdmicas y  gaps) observando que éstos tenian un  aumento
proporcional a la concentracién del extracto utilizado, ademas

observaron una

disminucién del Indi mitético proporcional a la
concentracién (1).

La pimienta negra es considerada como carcinogénica, ya que
entre sus componentes se encuentran varias sustancias reportadas
como carcinégenos probados por varios investigadores de manera
individual, entre las  que destacan por sus propiedades
carcinégenicas se encuentran: EIl safrol, los taninos, piperina,
miristicina, chavicina y piperitinaademds existen terpenos que
son considerados como agentes potencialmente carcinogénicos,
cocarcinogénicos y promotores de tumores, entre los que destacan:

d-limoneno, 1-pineno, linanolol y felandreno (1) (4) (14).



IL- OBJETIVOS

OBJETIVO PRNCPAL.
-Determinar la genotoxicidad de In pimienta negra (Piper nigrum),
evaluada por el aumento en los intercambios entre cromdtides

hermanas (ICH).

OBJETVOS SECUNDARIOS:

1. Obtener un extracto de pimienta negra (Piper nigrum).

2-Detorminar la Dlso en ratones NH y .rcaﬁzar una prueba de
citotoxicidad con dicho extracto.

3-Una vezr encontrada la Diso en ratones y evaluada Ja toxicidad
on  cultivo celular, determinar las concentraciones de trabejo
para los ensayoe genotdxicos ‘‘in vitro’’ e “‘in vivo’’.

4-Determinar la frecuencia de ICH’s en cultivo de linfocitos
inducido por el extracto de pimienta en presencia y ausencia de
ta fraccién microsomal S9.

5-Determinar la frecuencia de ICH’s en méduln d&eea de ratones

tratados con las diferentes dosis del extracto
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1L~ HIPOTESIS

La accién de un agente mutagénico, en nuestro caso, un
extracto de pimienta negra, aumentard {a frecuencia de
intercambios entre cromiétides hermanas en forma proporcional a la

concentracién.
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IV~ METODOLOGIA

Para evaluar el incremento de ICH provocados por la pimienta
negra. El trabajo fué dividido en siete etapas:
1-Preparacion de un extracto alcohélico de pimienta negra.
2-Pruebas de toxicidad *‘in vitro’’e *‘in vivo’’
21-Dhso en ratones.
22 -Prueba de toxicidad en cultive de linfocitos (72 hrs).
3-Ensayo ‘‘in vitro’’ on cultivo de linfocitos a 92 horas con y
sin la fraccién S8.
4-Ensayo ‘‘in vive '’
S-Fijacién de laminillas y tincidn diferencial.
6~Observacién al microscopio y cuenta de ICH
7 ~Procesamiento estadistico de los resultados.

Dicho procedimiento general puede obsorvarse en la figura 5.

w
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Figura No 5

DIAGRANMA DE PROCEDIMIENTO GENERAL PARA EL ESTUDIO
DE LA GENOTOXICIDAD DE LA PIMIENTA NEGRA
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1-Preparacién de un extracto alcohélico de pimienta negra.

A 400 g. de pimienta negra se le afadieron 800 ml. de otanol
al 50%. Se trituraron y se guardd por un lapso de 48 thoras
cubierto de la luz. Pasado ese tiempo, se filtré al vacfo. La
solucidn resultante se liofilizé y se obtuvé una masa seca del
extracto con un peso de B.3446 g. que corresponde a 2086 % de la

masa total.

Se hicieron pruebas de solubilidad del liofilizado con dimetil
sulféxido a diferentes concentraciones {50, 75 y 100%),
diluyendo con agua. Fir t se decidié para el ensayo “‘in
vivo’’ una solucién al 100 %, y para el ensaye '‘in vitro’’ una

solucicn al 5O %

2.-Pruebas de toxicidad *‘in vitro’’ e *‘in vive’’.
21-DlLso on ratones por el método de Lorke (30).
22.-Prueba de toxicidad en cultivo de linfocitos (72 hrs) (1).

21-En el procedimiento de DlLso

Se tomaron 1250 mg del liofilizado y se les adicionaron 20 ml,
de dimetil sulféxido con ayuda de un sonicador, teniendo una
solucién cuya concentracién es de 625 mg\mil. a la cual Ilamaremos
solucién A. De la solucién A se toma 1 ml y se llova a 10ml,

teniendo una solucién con una concentracién de 625 mg\ml. a la

cual llamaremos solucisn B. Tomamos | ml de Ila solucisn B y lo
flevamos a 10 ml. teneniendo una solucién cuya concentracién serd
de 05625 mg\ml. a la cual liamaremos solucidén C.

Siguiendo Ia técnica de Lorke (30), Para la determinacién de



la DLso se utilizan las siguientes dosis: 10, 100 y 1000 mg\kg
de peso, utilizandose 3 ratones para cada dosis, cuyos pesos y ml!
utilizados de cada solucidn se muestran en la tabla No 4 (Todas

las dosis fuerén administradas intraperitonsaimente):

Tabla No 4
PESO (G) SOLUCION ML UTILIZADOS CONCENTRACION
259 [ o4 10 mg\kg
327 C 052 10 mg\kg
250 C o4 10 mg\kg
258 B o4 100 mg\kg
30.0 B 048 100 mg\kg
245 B 0.39 100 mg\kg
260 A o4 1000 mg\kg
250 A o4 1000 mg\kg
262 A 042 1000 mg\kg

Los resultados de la administracidn del extracto fueron los
que se muestran en la tabla No 5.
-De la solucién A ninguno de los ratones sobrevivis, de Ia
solucién B sobrevivié un ratén y de los ratones de Ila solucién €
sobrevivieron dos ratones por lo que siguiendo la tabla 5 de
Lorke se eligieron las dosis de 20, 40, 80 y 160 para el paso

siguiente:



Tabla No S

10 100 1000 DOSIB PARA LA 2a FRUEEA (mg/hq)
os3 0/3 0/3 1600 2900 S000

orz /3 1/3 &00 1000 1600 2900

Ors 0/ 2/3 200 400 800 1600

03 /s 3/3 140 225 270 600

[s 751 1/3 3I/3 50 100 200 400
os3 2/3 3/3 20 40 =1e] 1&60°
o/3 3/3 I/ 15 25 40 60

1/3 373 3/3 5 10 20 40

2/3 3/3 3/3 2 4 8 16

373 373 3/3 1 2 L e

Metodo de Lorke para Diso (30)

L_a administracién se realizé como puede verse a en la tabla

No 6:

Tabla No 6
PESO SOLUCION ML UTILIZADOS DOSIS UTILIZADA
2489 A 0.0625 20 mg\kg
252g B oo0s 40 mg\kg
2849 B ois2 80 mg\kg
27.79 B 0.355 160 mg\m!

De acuerdo de a lo establecido por Lorke se debe obtener Ila
media geométrica de la muitplicacién de [a primera dosis mortal y
la ditima dosis donde hubo sobrevivientes on nuestro caso

corresponderia a 160 y 80 mg\kg de peso respectivamente, asiendo
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la Dl.so en nuestro ensayo de 11313 mg\kg de peso.

22 -Prueba de toxicidad
Para esta prueba es necesario realizar un  cultive de
linfocitos a 72 horas y probar altas y bajas concentraciones del
extracto de pimienta, mismas que fueron preparadas pesando 10mg
del liofilizado y se llovaron & un volumen de 10 ml, obteniéndose
una concentracién de 1000 ug\mi. Se esterilizé por filtracidn  (con
filtros millipore de poro 022 ;m) y se protege de la juz.
Sa emplearon 10 frascos para cultivo celular distribuidos de
ta siguiento manera por duplicado:
TESTIGO NEGATNVO
250ug\ml
500ug\mi
T50 g \mi
1000 g \m!
Una vez obtenidae las laminillas y hechas Ilas observaciones al

io se de deduci e las concentraciones a utilizar
P P qu

para o! ensayo “‘in vitro’’deben ser mencres a la més baja, ya que
a mayores concentraciones, existe una gran mortalidad celular y a
fa concentracién mdés baja se obsetva un ligeto crecimiento
celular.

Con los resultados anteriores y la reportado en el estudio de
Abraham (1) decidimos emplear un intervalo de concentraciones
entre 25 y 100ug\mi. ulizaremos cuatro concentraciones . def
extracto, las cuales son: 25ug'\mi, SOug\ml, 7Sug\ml y 100ug\mi,

para el primer ensayo de genotoxicidad de la pimienta negra en un
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cultive de linfocitos. La dosis del extracto empleado
permaneciendo en contacto con los linfocitos hasta su cosecha al
igual que la 5-BrdU.

3-Ensayo ‘‘in vitro'’ en cultive de linfocitos a 92 hroras con y
sin  la fraccién S9.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la prueba de
toxicidad, y basandonos en ei estudio previo a 72 hrs, se realizdé
un nuevo cultivo de linfocitos, obtenidos a partir de una donadora
sana a 92 horas, las concentraciones mis adecuadas para of
estudio, las cuales fueron de SO, 75, 100 pug\ml, y se corrié un
blanco y un testigo del solvente utilizado. Se prueban las mismas
concentraciones en otro cultivo de linfocitos de la misma donadora
a 92 horas y se adiciona la fraccién microsomal S9. E! tiempo de
contacto del extracto con los ° linfocitos ué de 25 hrs,
posteriormente se lavé con el medic de cultivo utilizado y se
realizé una resiembra agregando 5-BrdU, que permanecié hasta su

cosecha. Como lo explica la siguiente tabla No 7.

30



TABLA No 73
ENSAYO DE CULTIVD DE LINFOCITDS A 72 ¥ 92 HRS CON ¥

BIN 89
PRINER ENSAY0 A 72 HRS SEGUNDD ENSAYD A 92 HRS
CON ¥ SIN 89
CHRE? ' c T—is 52
0 COLONICING CORECIA
N
mw& Mostrica n.so.gq. 0 ua/al

U

t2a w 2a+89 3S3.3 94 h 92ﬂ
0Ty el gl COLCNICINA  CORECHAA

#NOTRt Z2a o el nul}iuu de i!agauito- con fracoion
Mmiorosoma .

2b es el pultivo de linfoojitos sin fraceion
microsomal 89.



4-Ensayo ‘‘in vivo’’,

Una vez determihada la DLso se estableciersn para e  estudio
las siguientes concentraciones; I\2, N4, N\8, NI6 de Ia DL so,
las cuales correspondierén a las  concentraciones de 56.565,
28282, 14141, y 707 mg\kg de peso respectivamente corriendo
conjuntamente determinaciones quimicas y un testigo negativo con
el soivente utilizado.

Se emplearon 6 lotes de cinco ratones (cepa NH, donados por

la ENCB y se alimentardn ad libitum) cada wno, Para obtener una

tincién diferencial de las cromdtides hermanas se implantd
subcutaneamente en un costado del ratén  una  tableta de
5-bromo-2-deoxiuridina parcialmente cubierta con parafina, Una

hora después se administré la dosis correspondiente. Al tdrmino de
las 24 horas se los sacrificé y se extrajeron los fémures para

obtener la médula JSsea.

5-Fijacién de laminillas y tincidn diferencial.

e

Una vez obtenidas las células (tanto ‘‘in vitro*’ como in
vivo’’), se les realizd un Shock hipotdnice con KCI 0O7SM y se
centrifugs parm obtener ol paquete celular. A este paquete se le

fnadid una lucid fijadora de metanol-ac. acético con una

proporcién 3:1 dejandose reposar por un lapso de 15 minutos. Este
procedimiento se repitié tres veces con ol paquete celular
obtenido.

Se fijarén las laminillas  sobre portacbjetos previamente

d d y limpi Se observarén al microscopio para

9 v

comprobar si existian metafases con el objetivo de 25X.



Se dejardn reposar las laminillas por un dia en un lugar

limpio y fresco, protejidas de la Iluz. Transcurrido ese tiempo de

reposo se hizé una tincisn diferencial con el colorante de
Hoescht, luz negra, una solucidn salina de citratos caliente y
Giemsa.

6.-QObservacién al microscopio y cuenta de ICH

Con objetive de 25X se localizarén las metafases que se
encontraban en segunda divisién y se procedid a contar los
intercambios.

Se realizé un contec de 25 metafases por cada ratén y 30
metafases para cada cultivo correspondiente a la concentracién
utilizada.

Por aitimo se contardn 100 metafases para cada concentracidn
(junto con los testigos y los blancos) para obtener {a cinetica de
proliferacidn celular. De este resuitado se obtuvd tambidn al
indice de replicacidn por medio de la eiguiente férmula:

IR. = NMi(1) + NM2(2) + NM3(3)\I0O
Asi como el tiempo promedio de generacién cuya férmula es:

TPG."Hrs BrdU a lae que estuvo expuesto el animal. X 100
NMI(1) + NM2(2) « NM3(3)

T-Procesamiento estadistico de los resultados.

Se realizé el andlisis de varianza a los resultados obtenidos
en los ICH, en ambos ensayos, asl como se le realizé la prueba de
distribucién t.

A la cinetica de proliferacién celular se le realizé la prueba



de 2 al igual que al indice de

de generacidén (25) (12),

replicacién

a4

y al

tiempo

promedio




V.~ RESULTADOS

1~ Estudio “‘in vitro"":
En la tabla nimero 8 se muestra el incremento de ICH's
obtenido en el primer ensayo a 72 hrs. Como puede observarse el

extracto de pimienta negra indujo un incremento en funcidn de Ia

wracién pleada y con la mayor ddsis que es de 100 ug\ml.
Se presenta un marcado efecto citotdxico, representado por un
retraso en la cinética celular.

En el segundo ensayo con y sin la fraccidén SO se puede
observar la misma tendencia de aumento moderado de ICH’s y wun
retraso del ciclo celular (Tabla 9 y 10). Realizande una analogia

de ambos resultados obtenidos para los cultivos con y sin  fraccién

microsomal S8, en el cultivo donde se wl la #r ié SO no se
presentd un nimero elevado de ICH’s como podria esperarse en el
caso de que los componentes de la pimienta negra se motabolizaran
a coméuen!ot més mutagénicos.

Un andli

is en general de los resultados muestra que existe un
incremento significativo de ICH’s gradual a la dosis empleada de
pimienta negra y un efecto citotéxico.

La tabla nimero il muestra la activacidn metabdlica que tiene
la ciclofosfamida en funcién a la fraccién microsomal SS9, y el
aumento de ICH’s. Esto nos da una idea del buen funcionamiento
de la fraccién microsomal asf como de la estandarizacidn de las
condiciones de trabajo para los cultivos de linfocitos a 92 hrs

donde se hace uso de esta fraccidn microsomal.



2. Estudio *‘in vivo’’.

En la tabla 12 podemos observar qua existe un incremento en
los ICH’s conforme va aumentando la désis empleada en cada lote.
Aquf podemos observar que este incremento es moderado pero
constante conforme va aumentando la dosis. Por otro lado podemosn
ver que no existe una diferencia estadisticamente significativa en
la cinetica celular, pues no varia con respecto al testigo. El
tiempo promedio de generacion tampoco se ve influenciado por las

ddsis empleadas.
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Tabla 8

CUADRO DE RESULTADOS DEL ESTUDIO GENOTOXICO DEL EXTRACTO DE
PIMIENTA NEGRA EN CULTIVO DE LINFOCITOS HUMANOS A 72 HRS

WIS Pa/al | ® CLALAS | TNIEWMLG | TRON.IGH GL ) N
e . o I P
TR 30 -1 7.3 2 || 9| 2
2 » 6-1 suuv | 3 je| 2| 1
™ -1 1w | 33 je| u ]| an
n » 7-19 tav | s (3| A 1sen
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Tabla 9

CUADRO DE RESULTADOS DEL ESTUDIO GENOTOXICO DEL EXTRACTO DE
PIMEENTA NEGRA EN CULTIVO DE LINFOCITOS HUMANOS A 92 HRS CON 89
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Tabla 10

CUADRO DE RESULTADOS DEL ESTUDIO GENOTOXICO DEL EXTRACTO DE
PIMIENTA NEGRA EN CULTIVO DE LINFOCITOS HUMANOS A 92 HRS SIN 39
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Tabla 1t
CUADRO DE RESULTADOS DE LA ACTIVACION METABOLICA DE LA
CICLOFOSFAMIDA CON LA FRACCION MICROSOMAL $9.
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Gréfica 1
GRAFICA DE FPROMEDIO DE ICH CONTRA DOSIS IN VITRO A 72 HRS
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Gréfica 2
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Gréfica 3
GRAFICA DE INDICE DE REPLICACION CONTRA DOSIS IN VITRO
A 72 HRS
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Grifica 4
GRAFICA DE INDICE DE REPLICACION CONTRA DOSIS A 92 HRS
CON Y SIN 89
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Gréfica 5
GRAFICA DE CINETICA CELULAR CONTRA DOSIS IN VITRO
A 72 HRS
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Grafica 6
GRAFICA DE CINETICA CELULAR CONTRA DOSIS IN VITRO A 92 HRS
SIN 89
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Grafica 7
GRAFICA DE CINETICA CELULAR CONTRA DOSIS IN VITRO
A 92 HRS CON 89
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Tabla 12
CUADRO DE RESULTADOS PARA EL ESTUDIO IN VIVO~
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Gréfica 8
GRAFICA DE PROMEDIO DE ICH CONTRA DOSIS IN VIVO
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Gréfica 9
GRAFICA DE TIEMPO PROMEDIO DE GENERACION CONTRA DOSIS IN VIVO
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Grafica 10
GRAFICA DE CINETICA CELULAR CONTRA DOSIS IN VIVO
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VI~-DISCUSION

Como se mencioné anteriormente, la  pimienta negra tiene

compuestos considerados carcinogénicos, como son el safrole,
d-limoneno, I-pinenc, finanolol, y miristicina; ademds de la
existencia de carcinogenicidad en un modelo experimental (10).

Para que un agente sea <considerado carcinogénico, primeramente
tiene que provocar una mutacién; sabiendo de antemano que no todas
jas mutaciones nos desencadenan un proceso de carcinogénesis.

El-Mofty et. al{l4} en un estudio realizado en anfibios (Bufo
regularis). Encontré que un extracto de pimienta negra provocd una
induccién de tumores primarios en higado y tumores secundarios en
rifon, bazo, pulmén y piel. Los tumeores secundarios son ol
resultado de la metdetasis de los tumores primarios (higado) y son
proporcionales a la dosis, sin importar la via de administracién.

Abraham et. alf1) trabajando con células mitéticas de Vicia
faba, encontré un efecte clastogénico, evaluado por aberraciones
cromosémicas (rupturas cromosdmicas y gaps) e ICH’s,
proporcionales a la dosis del extracto. Ademds observéd una

dismi ién del Indice mitético conforme se aumenta la dosis.

Si observamos con detenimiento el desarroilo de los estudios
antericres, podemos notar que el estudio de El-Mofty es un ensayo
donde se pretende implementar un modelo experimental nuevo (Bufo
regularis) para el estudio de la carcinogénesis. £l ensayc de
Abraham es el tnico que estudié la mutagenicidad de la pimienta
negra.

La importancia del estudioc de Abraham es que efectivamente



existié un efecto mutagénico sobre células de Vicia faba, pero
Vicia faba, es un organismo perteneciente al reino Vegetal.
Nuestro interés es conocer este efecto mutagénico sobre células de
mamifero. Sabemos que una mutacion nos puede desencadenar un
proceso carcinogénico, por ende, utilizamos células humanas
(cultive de linfocitos) y médula Ssea de ratén NHM.

Lo que nosotros observamos fué un incremento de ICH's que es
proporcional a la dosis y se manifesté en ambos ensayos (‘‘in
vitro’’ & ‘‘in vivo’’), como puede verse en las grificas 1, 2 y 8.

Estudios realizados con la fraccidn microsomal S9, indican que

ésta puede ser utilizada como un simulador de activacidn
metabdlica en sistemas cerrados, que carecen de las enzimas
nhecesarias para la misma. En un sistema vivo las sustancias
administradas sufren modificaciones que las activan y\o tas

inactivan metabdlicamente con cualquier otra sustancia que entra
al organismo de forma natural o artificial. Como resultado de

estos pr matabdli cabria esperar una mayor © menor

actividad mutagénica de los agentas sospechosos. En el caso del
extracte de pimienta negra los productos de esta metabolizacién
(metabolitos secundarios), no son mis genotdxicos que el extracto
total, ya que no existen diferencias estad(sticamente
significativas realizadas con y sin la fraccién microsomal S9.

En cuanto a ia cindtica celular pudimoe constatar lo

conveniente que es la reali ién de b ensayos ‘‘in vitro’’ e
*“*in vivo*’, ya que si bien en el primero se observd un marcado
efecto citotdxico, en el ensayo ‘‘in vivo'’ no fué asi, ya que no

existié una diferencia estadisticamente significativa con respecto



al testigo (graficas 5,6, 7 y 10).

Por otra parte, en los resultados de cinética celular “tin
vitro’* el Indice de replicacidn se  observé una disminucién
propotcional a la dosis, fa cual no es influenciada por el tiempo
de permanencia del extracto en el cultivo, ni por la presencia de
fa fraccidn microsomal S9 (grafibs 3 y 4).

En el estudio ''in vive’’ observamos que el tiempo promedio
de generacidn no presenta diferencias estadisticamente
* significativas con repecto al testigo, lo cual nos indica que Ila
proliferacién celular no estd influenciada por las dosis empleadas
del extracto (grafica 8).

En lo que se refiere a 1la proliferacién celular para el
estudic ‘‘in  vitro’’, existe un efecto citotdxico mas  notorio
comparado con el estudio ‘‘in vivo’’. Esto puede deberse a que el

organismo intacto cuenta con un sistema para la excrecién, asf

como mécani de def , que podrfan hacer mencs citotdxica a
fa pimienta negra, en relacién con un cultivo de linfocitos,
porgue a pesar de simular un sistema metabdlicamente active (por
fa utilizacién de la fraccidn microsomal S9), no cuenta con estos
factores.

La pimienta negra debe ser considerada como un agente
potencialmente genotéxico y carcinogénico, puesto que en nuestro
trabajo encontramos un incremento de ICH’s moderado pero constante
y proporcional a la dosis, y aunque las dosis utilizadas para
nuestro ensayo son muy altas en relacién a lo que un ser humano
pudiera consumir en sus alimentos. Nuestro intéres fué observar el

efecto mutagénico maximo, por lo que decidimos realizar un estudio

&4



genotdxico aguido.
A pesar de que se requieren mas estudios, en donde se empleen
dosis que puedan extrapolarse a la cantidad consumida por un ser

humano en su dieta. asl como la farmacocinética que sigue este

condimento; nosotros recomendamos el usco  moderado de este
condimento para disminuir uno de los factores que pueden
desarrollar un proceso carcinogénico, y con ello aumentar el

estado de salud en fa poblacidn humana.



VI1.-CONCLUSIONES

El extracto de pimienta negra provoca un incremente en el
intercambio entre cromatides hermanas, de forma moderada pero

constante y proporcional al aumento de dosis lead en b

Lo

ensayos; e ‘‘in vitro’", esto fué independiente al tiempo de
pormanencia del extracto de  pimienta negra en el  cultive

linfocitos humanos.

““In vitro’* la cinética celular se vié afectada por el
aumento de la dosis del extracto utilizado, mientras que en el

sneayo ‘‘in vivo’’ no se observé dicho efecto.

La utilizeacién de la fraccién microsomal no influyé en los
resultados obtenidos por 1o que deducimos que los posibles
metabdlitos secundarios no presentan mayor actividad genotéxica

que el extracto de pimienta negra.
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