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RESUMEN

E! chile es una planta con gran arraigo en nuestra cultura, hay evidencias de que la
estado presente desde 7000 aftos a. C., v se ha utilizado como alimento, tributo y
medicamento . La capsaicina es su principal componente quimico y se han encontrado
evidencias de mutagenicidad por diversos autores .

Este trabajo comprendi6 el estudio in vivo dela capsaicina como agente inductor de
ICH en forma subaguda en ratones NIH , formandose tres grupos para su estudio
(control, dosis 1.46 mg/kg y dosis de 1.94 mg/kg ) a los cuales se les realizd la
evaluacidn de la frecuencia de ICH ya que es una prueba muy sensible para detectar el
dafio -genotdxico. Los resultados de la frecuencia de ICH que se obtuvieron fueron
anmalizados estadisticamente con un modelo totalmente aleatorizado en la prueba de
anilisis de varianza simple (ANOVA) v con la prueba de Tukey a p<0.05. Y se
encontré que la dosis mayor ( 1.94 mg/kg ) presentd una diferencia estadisticamente
significativa en cuanto al aumento de la frecuencia de ICH .

También se realizd el estudio de la cinética de proliferacion celular con el porcentaje
de metafases encontrados en 19,2°y 3° division y con estos datos se evalud el tiempo
promedio de generacién (TPG) y mediante la prueba de Xi* de Fridman ap < 0.05 se
determiné que el TPG no se altera con lo que se concluyé que el daio genotbxico se

presenta mucho antes que ¢f daflo citotéxico .

Las dosis empleadas en'este experimento estan muy por encima de dosis de consumo
humano y con esto podrfamos suponer que en forma subaguda a las dosis que el
liumano estd expuesto a través de los alimentos no serfa apreciable algun efecto

genotoxico,



ABREVIATURAS

ADN « Acido desoxirnbonucleico

invivo = en sistema bioldgico

in vitro = trabajo en condiciones de laboratonio.

ICH = Intercambio de cromitides hermanas.

BrdU = 5-Bromo-2’-desoxiuridina,

ad libitum =agua y bebida a su gusto .

DMS-Agua = Dimetilsulféxido-Agua.

ANOVA =~ Anilisis de vanianza.

TPG = tiempo promedio de generacidn.

M1, M2 y M3 = Metafases de 1°,2° y 3° division respectivamente.
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1.INTRODUCCION




LINTRODUCCION

1.1 Aspectos generales.

1.1.1 Antecedentes del Chile,

El chile es una planta de ongen americano con gran arraigo en nuestra cultura, en
la que ha tenido implicaciones como tributo, religiosas, terapéuticas y alimenticias. En
México se han encontrado evidencias arqueoldgicas de su cultivo con una antigiiedad
mayor a los 7000 affos a.C(25,27). A partir del descubrimiento de América, Cristdbal
Colén lo llevd a Espaiia y de alli se disemind a los trdpicos y a los subtrdpicos del
mundo en los que se ha desarrollado adquiriendo varios nombres que dependen del sitio
especifico,  asi lo conocemos como chili, chili paper, piprica, aji, pimiento pimentado

picante, 0 piment enrage.(l4,25,27)

Durante la época colonial continud la cultura prehispinica del chile. En este
sentido una frase de Fray Bartolomé de las Casas itustra bien aquella tendencia “sin el

chile los mexicanos no creen que estdn comiendo® (27).

En la actualidad, los nombres de las especies de chile que se conocen en México son

154 lo que indica que su presencia sigue siendo vigente hasta nuestros dfas. (9)



Los frutos maduros del chile, especialmente Capsicum annuum son la fuente principal
de la capsaicina. El chile tiene gran importancia econdmica en nuestro pais ya que se
consume uswalmente en Tu alimentacidn cotidiana. de manera que su uso es comparable
al del frijol y el maiz, que pareciera ser la alimemacion fundamental en México. En el
mundo entero se conoce la cocina mexicana como la de los "alimentos picantes” porque
bisicamente todo se sazona con chile entre otras cosas. Y lo mis significativo es que sin
importar el estrato social alguna variedad de chile sazonard siemipre los alimentos de los

mexicanos. (12)

A wmavés de las épocas el chile ha tenido diferentes usos, no solo en ha

alimentacidn si no también en la medicina.(12)

En la época prehispdnica como medicina se utilizé para aliviar ciertos malestares
como: Tos, dolor de oidos, oidos infectados, dolor de caries, contra la formacién de
sarro, sangre en esputo, tisis, sangre en heces y en orina, dolor de estémago, diarrea,

estrefiimiento, obstruccién del bazo, iniciar parto retardado, control del flujo vaginal,

moretarnes, mareos y hemorroides.(12)

También en la época moderna se han encontrado algunas propiedades terapéuticas

como: La de aliviar dolores musculares, reumatismo, lumbago, inflamacién del nervio



adtico, neuralgia. A nivel linfitico se ha visto que es un estimulante cardiaco, acta en
problemas de presién aneral y circulacion sanguinea, rubefaciente, tos, resfriados,
bronquitis, asma, garganta irritada y congestionada, acidez estomacal, secrecién gistrica,
eliminacion de las lombrices, antidisemtérico, dolores de hemarroides, efectos de la

embriaguez (12,15).

1.1.2 Taxonomia del Chile,

La familia de las solandcess incluye, segin se ha dicho, varias plantas importanics

como la papa, el jitomate, la berenjena, el tabasco y el chile, Los chiles presentan ciertos
. TN n 14

atributos que son comunes a Ja familia y otros que son especificos al género

capsicum.(12)

Entonces la planta de chile (capsicum) pertenece a la familia de las solandceas

(cuadro 1), que es Ia de mayor importancia dentro del orden (5).

Aunque existe contraversia respecta a 4 separucion especies de chile se pueden
considerar dos principales {C.annusin y Cfrutescens) de las que se derivan sus miltiples
variedades. Los frutos de capsicur s¢ Haman en México de distintas formas, depende de

la zona geografica de que se trate: Se Hama chili (Nahuatd), its (Huasteco), cucin



(Huichol), ic (maya), cori (Tarahumara), etc., y a lo largo del mundo se le conoce como:

Aji, pimienta paprika, pimiento picante, peperoni, chuli peper o piment enrage (112,27).

Se caracteriza popularmente el Capsicum por ser un condimento picante, Este
factor esti determinado por la cantidad de capsaicina en el fruto, donde se encuenta.

principalmente en la placenta del chile.(12)

1.1.3 Capsaicina
La capsaicina esta controlada por un gene dominante; los que carecen de este gene
son los chiles dulces, como el pimiento morrdn. Su grado de acritud cambia segin la
variedad del chile y I relacidn del tejido placental de sus paredes. Por lo tanto, los
pequefios pueden ser mis picosos que los de fruto grande . Y actualmente se controla la
cantidad de capsaicina por métodos de seleccidn.(5)

CUADRO 1
CLASIFICACION TAXONOMICA DEL CHILE(5)

Divisidén Angiespermatofitos
Clase Dicotiledoneas
Orden Tubiflorales
Familia Solandceas
Género y especies Capsicum annuum L. (Plantas

anuales con frutos solitarios)
Capsicum frutescens L.

(Planta perenne con frutos
agrupados.)



L1.3.0Caracteristicas Fisico-Quimicos y Usos de Ia Capsaicina,

Uno de Jos principales componentes del chile es Ia capsaicina, un derivado dcido

decilénico de la vainillilamina que tiene como [drmula S-metil-n-vainillilo-nonenamida
(fig.1), y cuya propiedad principal es a de proporcionar el picor del fruto. Su presencia
en el chile varla entre 0.1y 1.0% y et umbral para detectar su sabor es alrededor de 10
ppm {9,18)
La capsaicina se aisld en 1876 mediante una extraccién con petrdleo y tratamiento con
Heali y didxido de carbono parx precipitar sus crisiales (31). Presenta un aspecto de
plaquetas incoloras, funde entre los 63-65°C, tiene un punto de ebullicion entre 210
220°C y un peso molecular de 305.4 daltons. Es insoluble en agua fria v ¢s soluble en
benceno, alcohol, érer, dimenilsulféxido, y dcido acético glacial. Tiene una absorcidn
méxinta en ultravioleta a 227 y 2Bl nm., y su propiedad picante no se afecta por el
calentamiento con solucién de hidréxide de sodio pero se destruye por oxidacién

con dicromato o permanganato de potasio (18,31).

El sabor caracteristico de {a capsaicina influye en el consumo de chile en la dieta
del mexicano, que es su uso mds comun, sin embargo, con el fruto también se hacen

preparaciones curativas contra diversas afecciones particulirmente para el resmatismo(9).



Por lo que se refiere a la capsaicina, su obtencidn en forma de oleorresina uene
numerosas aplicaciones, entre ellas, como aditivo de los cgarros, 1t irmitacion en la
garganta que sucede en los fumadores se debe a la capsiicina no al tabaco en s, En Ias
bebidas alcohdlicas, en los alimentos para gallinas, en los embutidos, y como integrante
de productos cosméticos y faciales. En la industra farmacéutica la oleorresina se aplica
principalmente como estimulante. Sin embargo, investigaciones médicas rectentes
comprueban su valor para bloquear la transmisién del dolor y es probable que en «l

futuro aumente su uso en la medicina (9,12,29,32).

La capsaicina es un dcido débil que contene un grupo fenol (figura 1). No se
precipita, o solo muy escasamente por el uso de reactivos con alcaldides. El grupo
fenclico puede ser mezclado para formar la metil capsaicina, que es un derivado mucho
menos picante. Lo picante no se destruye con NaOH al 2 % eu solucidn, pero se
destruye por oxidacion con KMuOy4 o con KyCryO7. Sin embargo I capsaicina

stntética, se ha saturado con una cadena, y no es ficilmente oxidable.(31)

6
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Fig.1 Estructura quimica de capsaicina (8-metil-N-vainillil-6-nonenamida). (31)



1.1.3.2 Propiedades Farmacoldgicas Generales v Toxicologia de Ia

capsaicina,

El peculiar picor de los " pimientos rojos * es responsable de su extenso uso como
condimento, en una gran variedad de platillos, especialmente en chili, curnes, salsa
tabasco, y bebidas como el ginger ale. El efecto local irntante se siente desde las
membranas nasales en las que causa por tiempo prolongado tos, estornudos con accidn
alérgica, y esto c;s un efecto bien conocido por quiénes trabajan con capsaicina, De
caracteristico y también bien conocido es la sensacién de quemadura producida cuando

se aplica localmente en piel.(36)

Cuando se administra por via intravenosa se han observado efectos cardiovasculares y
respiratorios principalmente en gatos y perros de experimentacion, en los que se ha
demostrade la triada formado por bradicardfs, disminucién de la presion cardfaca y
apnea, notdndose que la intensidad del efecto es proporcional a fa dosis empleada (5,32).
En la rermorregulacion se ha observado que la administracién subcutdnea de dosis bajas

en ratones induce una disminucién de la temperatura rectal hasta en 5°C, por fo que se



supone que la capsucima exata a los receprores de calor que activan ¢l centro

hipotalamico ya que no se presenta hipotermia (5.32).

En el sistema gastrointestinal la capsatcina induce la produccion de saliva y un
moderado incremento en fa secrecidn gistrica, sin alterar los niveles de la secrecion
pancredtica o biliar. Se ha sugerido que el compuesto puede excitar quimioreceptores
duodenales, estimular receptores estomacales de histamina o estimular el control vagal de

la secrecion gistrica (17).

Se ha estudiado la toxicidad de la capsaicina en distintos animales, principalmente
ratones y ratas, los resultados demostraron que el efecto depende, ademis de la especie
utilizada, de la via de administracién. La letalidad es mayor cuando se inocula
intraperitonialmente y es mucho menor por las rutas dérmicas y rectal. Después de la
administracion, los animales ( ratas y ratones ) quedan excitados y se convulsionan de 1
a 3 minutos, la recuperacidn se logra después de 30 a 60 minutos; pero en los que fallecen

seguramente se produce una parilisis respiratoria (6,9)

En animales vagotomizados o también en los pretratados con atropina, cuando se
inyecta via intravenosa - capsaicina se produce hipertensién. Las razones para este

incremento 1o es muy clara, Pero una posible explicacidn es la accién directa sobre los



vasos sanguineos o a nivel de corazdn. Pero es también especular sobre dos receptores

que regulan los dos efectos. (9)
1.1.3.3 Estudio Genotoxicologico de Capsaicina.

En la actualidad es necesario conocer todos los aspectos de los agentes quimicos y
en este trabajo uno de los aspectos enfocados es el de conacer los efectos genotdxicos, y
en particular si se trata de sustancias que se encuentran en [a dieta huniuna y adn mas en
aspectos 1an importantes como los cosméticos y los medicamentos. Y esto origina la
necesidad de  considerar ciertos factores, pero quizis los mis relevantes sean; 1- La
demostracién de que los agentes quimicos pueden interactuar con el dcido
desoxirribonucletco (ADN) en diferentes formas y en consecuencia ocasionar
mutaciones génicas o cromoséinicas, 2.- La de que generalmente, una o mis de las
mutaciones se presentan durante el desarrollo del cincer y 3.- El conocimiento de que los
compuestos quimicos pueden ocasionar trastornos en la fertilidad y. malformaciones

congénitas en la descendencia (3,21),
La genotoxicologla, es una subespecialidad - de 1a toxicologia que identifica y

analiza la accién de los agentes con toxicidad dingida hacia los elementos hereditarios de

los sistemas vivos. Algunas sustancias producen toxicidad generalizada, inespecifica y la
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muerte, en tanto que otras solo dafian ol matertal hereditarion v este es el obpero de la
gendtica toxicologica o genotoxicologla, umbién llamada por algunos toxicologia
molecular; que tiene par objetivo entender v detectar las propiedades del compuesto que
o0 . . .
son altamente especificos de los icidos aucleicos v producen efectos deletéreos en las
elementos genéticos a concentraciones subtoxicas (2}, La exposicion de los compuestos
. [ T . .
para estudios de la genética toxicologica va de aguda a crénica, este tipo de pruchas cae

dentro de las tres subdivisiones de fas pruebas toxicologicas.( 2)

Los agentes que especificamente producen alieraciones genéticas a miveles

- L, - . L
subtoxicos de exposicién son {lamados genotoxicos. Las sustancias genotoxicas
usualmente tienen propiedades quimicas y/o fisicas que facilitan su interaccion con los

4cidos nucleicos (12).

Una funcién de la genética toxicoldgica es la implantacion de las pruebas y
métodos de estimacién de riesgos para definir el impacto de los agentes genotéxicos que
son encontrados en el medio ambiente y cuya presencia puede alterar lu integridad del
material genético humano. Otra funcién es el deséubrimiemo de las relaciones entre l;

genotoxicidad y Ja iniciacién de neoplasias (26).



Si bien las pruebas de eleccidon para evaluar compuestos presumiblemente
genotoxicos son muchas y muy vanadas, existen dos etapas primordiales en cualquier
ensayn de esta naturaleza debe de tomar en cyenta (12):

1) La deteccién del poder genotoxicoldgico del compuesto y

IT) La estimacion del riesgo genotdxico.

La primera etapa puede ser evidente como un dafio primario al ADN, mutacion

de punto, o efectos cromosdmicos. La seleccion de pruebas para esta etapa con estos
P

puntos no puede ser cubierta tinicamente por sistemas microbianos, debido a la

incapacidad de detectar efectos cromosémicos de éstos, Por lo tanto deben de realizarse a

través de varios niveles filogenéticos. Los ensayos se realizan en especies inferiores, y

pruebas i vitro con células de mamiferos.{12)

La estimacion del riesgo genotdxico es un andlisis cuantitativo de la expresion de fa
actividad genotéxica inherente a un compuesto, bajo condiciones de pruebas definidas en
un modelo apropiado, seguido de la extrupolacion de resultados a condiciones de

exposicién humana.(12)
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Los datos de las investigaciones citogenéticas no sugieren ningin grado de
diferencia significativa entre especies o lineas celulares con respecto a agentes genotdxicos

o clastogénicos (15),

Entre las pruebas de escrutinio {recuentemente se recomienda la deteccron del
incremento de la frecuencia de intercambio de cromitides hermanas (ICH) que sumada
al estudio de aberraciones cromosémicas ofrecen un panorama fidedigno de I capacidad
genotdxica de diversas sustancias ya que ambas pruebas detectan dafio al material

hereditario producido por mecanismos diferentes (13).

Cuando las investigaciones de ICH se realizan en modelos animales
- (preferentemente mamiferos), nos permiten evaluar el riesgo genotdxico de las sustancias
de estudio. De esta manera se podrin determinar los niveles no-deseados o definir

condiciones de uso donde el riesgo sea aceptable, (12)

La evaluacion del riesgo asociado con la exposicidn bajo condiciones normales de uso

permitiria establecer el rechazo total o definitivo de un compuesto genotdxico. (15)
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Un intercambio de cromitides hermanas se puede definir como un intercambio
de segmentos homdlogos o casi homologos, y equivalentes entre L cromdudes de un

mismo cromosoma.(20)

Pars detectar L sintesis de dcido desoxirribonucleico (ADN) y junto con ella fa de los
ICH , se emplean técnicas que se basan en la incorporacion , en el ADN |, de un dtomo
polarizable comao el ( Br) en la forma de andlogo de base , la 5-bromodesoxiuriding
5BrdU ) . Perry y Wolf cn 1974 propusieron un método en el que ademds de la BrdU
se emplea el colorante de Giemsa y la exposicién de las prepanciones de un baffer a

60°C.(24)

Aunque todavia no se establece el significado biolégico de los ICH, desde el
punto de vista molecular, éstos consisten en el intercambio de doble banda entre las
moléculas de ADN de las cromitides hermanas; esto ha dado pie para que propongan
modelos que explican como ocurre el fendmeno, basados fundamentalmente en los
modelos de la recombinacién bacteriana. Un aspecto interesante en relacién con los ICH
es que se han observado en las células de todos los organismos estudiados, lo que sugiere
que los ICH son un fenémeno o la expresion de un fenémeno, fundamental para Ia
célula. Otro aspecto de interés es de que la mayor parte de los mutigenos conocidos son

capaces de inducir ICH en mayor o menor grado {19)
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Se han realizado varios estudios con el objeto de establecer si los 1CH suceden
normalmente en condiciones naturales v, st asi es, con que frecuencia. El principal
problema para  resolver esta  cuestidn es que para el andlisis
de los ICH se requiere de la incorporacion previa de bromodesoxiuridina al ADN ; se ha
demostrado que tanto la presencia de 12 BrdU en el medio como su incorporacion en el
ADN provocan ICH. Ademds de que los estudios realizados i witro se ha observado
que los medios de cultivo y el suero usado en ellos también ocasiona ICH. Una
dificultad adicional es que mediante el protocolo wsual del andlisis no es factible
determinar la frecuencia espontinea de los ICH en cada ciclo de divisién, si no en cada

dos.(19).

El estudio de los ICH primeramente concieme al mecanismo por medio del cual
las téenicas con BrdU detectan los ICH.En segundo tésmino se centra en la utilizacién
de los ICH como una prueba a corto plazo para estudiar tanto « los agentes mutagénicos
como 2 los carcinogénicos y en tercer lugar se refiere al mecanismo de formacién de los
ICH y su relacién a’cienas enfermedades hereditarias en el lumano como el sindrome de
Bloom, que se caracteriza a su vez, por una predisposicién a diferentes tipos de

neoplasias (7,24 ).
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Ahora bien para nuestro estudio se utiliza la capsaicina la cual se sospecha puede
producir dafio al materal hereditaro. Es decir que I capsaicima produce un efecto

genotoxico, que se manifestard con un aumento de los ICH.(%.18,21)

Ademis esta evaluacidn de la frecuencia de intercambio de cromatides hermanas
forma parte de una serie de estudios que tienen por objetivo evaluar el dafio genotoxico

que la capsaicina pudiese tener.(4)
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2Z2HIPOTESIS Y OBJETIVO

2.1 HIPOTESIS,

La capsaicina induce el aumento en L frecuencia de intercambio de cromaitides

hermanas en células de médula osea de raton .

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 OBJETIVO PRIMARIO.

Evaluar los cambios sobre la frecuencia de intercambios de cromdtides hermanas,

adiferentes dosis de capsaicina en células de médula ésea de ratdn.

2.2.2 OBJETIVO SECUNDARIO.

Evaluar si ademds la capsaicina produce alguna modificacién en la proliferacién

celular. *
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SIMATERIAL Y METODOS
3.1 Material.

3.1.1 Material bioldgico.
Se utilizaron 18 ratones machos de 25 +/-3 g. de peso y de 5 a 7 sentanas de edad,
de la cepa NIH, procedentes del bioterio del Instituio Nacional de Higiene de la
Secretarfa de Salud, Jos cuales fueron mantenidos con agua y alimento ad /ibitum antes y

durante e] experimento.

3.1.1.2 Soluciones administradas 2 los ratortes,
3.1.1.2.1 Solucién de DMS-agua destilada en proporcion 1:5
v/v para ser administrada por via intraperitonial 0.5 ml. de solugién por cada 30 g. de
peso).
3.1.1,2.2 Capsaicina (Sigma Chemical) disuelta en solucién de
DMS at 20 % en dos dosis: 146 mg/Kg y 1.94 mg/Kg Para ser administrados por via

traperitonial (0.5 ml de solucién por cada 30 g de peso ) .
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3.1.1.2.3 Solucién de colchicina al 0.04 % preparaca en
agua destilada, para administrar una dosis de 5 ug/g de peso por via intraperitonial.

3.1,1.2.4 Tabletas de 5-bromodesoxiuridina de 40 mg (
con un espesor de 1.7 mm y de 4.8 mm de didmetro ), comprimidas en un punzon de
acero de dichas dimensiones, a una presion de 23 Kg/em? durante 3 segundos en una
prensa con mandmetro, (disefiada para este propésito en el departamento de Morfologia
de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas durante este experimento) recublertas con
parafina (p.f. 58-60°C) en un 70 % (con el objeto de controlar la liberacion de fa tableta
dentro del organismo del animal (25)), para ser implantadas subcutineamente en drea

abdominal, una en cada raton.

3.2 Métodos.
3.2.1 Inocuhcién de Capsaicina
El siguiente proyecto forma parte de un estudio genotdxico muy amplio sobre ta
capsaicina, de donde se evaluaron diferentes pardmetros. En el presente estudio se realizd
la evaluacién de la frecuencia de intercambio de crométides hermanas; procedimiento

que a continuacion se describe:

Se dividieron los lotes de la cepa NIH en tres lotes de seis ratones cada uno, a los

cuales se les alimentd con cuadricubos Purina v agua ad lihitum.
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Dos de Jos lotes recibieron capsaicina, uno de ellos 1.94 mg/Kg (1/15 de la DLsg) y ¢l
otro late una dosis de 146 mg/Kg (1720 de la DLgg) ambas dosis por inoculacién
intraperitonial ( estas dosis fueron elegidas de un ensayo anterior que aqui no se describe
con el fin de obtener una dosis maxima tolemble durante los 32 dias de experimentacién
que fue determinada a partir de la DLsg ) y el tercer lote que sirvié como control recibid
intraperitonialmente una solucion de DMS-agua en una relacidn de 1.5 v/v . Que

precisamente es el vehiculo en que fue disuelta la capsaicina.

Durante 32 dias siguid el siguiente esquema ; durante tres dias consecutivos se

administrd y un dia se descanzé como se indica a continuacidn:

TABLA I.
DIA
1 2 3 4 5 6 7 8
g 10 11 12 13 14 15 16
17 18 19 20 21 22 23 24
25 26 27 28 25 30 31 32

INOCULACION  DESCANSO INOCULACION DESCANSO

2



Distribucion de res lotes
de O ratonesc/n

|

Inoculacion duzante un

Dosis 1
Dosts 2
Dosis 3

Inoculacion 3 dias

esquema de 32 dias

l

El dia 32 s implantd I
tableta

21 horas despuds se
adntinistra colchicina

Esperar 3 horas

Sacrificio por dislocacion
cervical,

Tratamicnto Hipotonico.

2 Fijucioses con
MclOH:Ac. Acético 3:1

[

Preparacion cromosdntica
de faminilias

segnidod y al 4
descinso

Tenir diferencialmente

Conteo de metatuses ICH v
andlisis

Figura 4. Diagraima de flujo del procedimicnto de ¢ste experimento
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3.2.2 Implantacién de tableta
Al dia 32 se realizd solo a cinco ratones de cada lote fa implantacion subcutanea de
una tableta de S-bromodesosivriding en 1 regidn abdominal a cada ratdn, que se clerra
con grapa quirirgica. Al dfa siguiente se le administra colchicina a una concentracion de
5 ug por gramo de peso, y tres horas después se procede a sacrificar a los animales por
dislocacion cervical se extraen ambos fémures v se toma la médula dsea. El paquete

celular que se obtuvo se trabajo del la siguiente manera:

Cuando se tuvieron ambos fémures se les cortaron las epifisis y se les hace pasar
un mililitro de una solucidn de KC10.075 M, el cual se recibid en otros 7 ml de la misma
solucidn. Este es un tratamiento hipotdnico que dura 25 min., a 37°C. Posteriormente el
paquete celular se fij6 por dos ocasiones a 20 min., cada una en solucién de

metanol:dcido acético en proporcidn 3:1
Con esta suspension celular se redlizaron las  preparaciones cromosdmicas

carrespondientes para cada ratdn, goteando esta suspensibn  en portaobjetos

humedecidos en etanol al 50 % y flameando unos segundos las laminillas. Después de.
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uno o dos dias se procede 3 teftir diferencialmente las células de acuerdo 2 Is téenica de
Goto y col. modificada Jescrita a continuacion (26) :
3.2.3 Tincién
1) Se sumergieron las laminillas en bisbenzimida (Foechst 33258) a um
concentracién de 100 ug ml en agua destilada durante 40 minutos.

2) A comtinuacién se lavaron las laminitlas con agua destilada y se secaron al
horno a 63°C durante 15 minutos.

3) Una vez secas, se montaron en una solucién reguladora de fosfatos-citratos
pH =7, con un cubreobjetos, para asi ser expuestos durante hora y media en luz negra
(luz ultravioleta cercana a 10-7) a una distancia de 2 cm.

4) En scguida se enjuagaron con agua destilada y se secaron, durante 15min.,
nuevamente en el horno 2 60°C,

5) Posteriormente se enjuagaron con agua destilada y se secaron en el horno a
60°C durante 15 min., y se tifieron con colorante de Giemsa al 4 % en una solucién
reguladora de fosfatos pH =6.8 ,

3.2.4 Anilisis estadistico.
1) Se hizo un conteo del nimero de intercambios de cromitides hermanas de
30 metafases por cada ratdn y a estos datos se les evalué con un modelo totalmente
aleatorizado de anlisis de varianza :

Yijmut+ti+Ef
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Donde Y if es of nmimero de intercambios de cromitides hermanas en of r-ésimo
tratamiento % = media general y Ej es ¢} error aleatorio experimental . A os resultados
se les realizd la prueba de Tukey.

2) También se evalué a 100 células de médula dsea de raton el porcentaje de células
de primera , segunda y tercer division para poder evaluar el tiempo promedio de
generacién (TPG)donde la formula se describe posteriormente . A estos resultados se

efectud la evaluacién de la prueba de Chi cuadrada de Friedman.

N° de horas de BrdU
TPG= x 100
M1(1)+ M203) + M303)
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4 RESULTADOS

En la tabla If se encuentran los valores promedio de 30 metafases por ratén de
11 frecuencia de ICH en cada lote formado por cinco animales, Estos datos fueron
sometidos a un modelo totalmente aleatonzade de andlisis de varianza, lo que
demostrd {como puede verse en el cuadro de ANOVA tabla 111}, que existen
diferencias estadisticamente significativas p < 0.05 eatre los tres lotes. Posteriormente
para obviar las diferencias entre los grupos se realizd la prueba Tukey con una
significancia de p < 0.05, donde el control y la dosis menor (1.46 mg/Kg) no
mostraron diferencia significativa, pero cuando se compard la dosis mayor (1.94
mg/Kg) con el control se ohservd que si existe diferencia significativa al igual que con
1a dosis menor (1.46 mg/Kg) de esta manera se puede ver 1a influencia de las diferentes

dosis en la frecuencia de intercambio de cromdtides hermanas.

Los resultados de 12 cinética de proliferacién celular obtenidos de la clasificacién de
100 metafases de primers, segunda y tercer divisién se observan en la tabla IV, Estos
datos fueron utilizados en la prueba de Chi cuadrada de Friedman  para comparar

estadisticamente el comportamiento de dicho parimetro. Sin embargo no se
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observaron diferencias estadisucamente significativas 4 p < 0.05 respecto al control,

esto puede observarse grificamente (grafica 1),

Y estos datos también fueron wulizados paa cileular ol tiempo promedio de

generwcion donde no se encontrd que exista varacién alguma entre los lotes

comparados .
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Tabla I1
FRECUENCIA DE ICH EN RATUMES TRATADOS CON TADSATCINA

i Xied . de ICH Varianza er-Erver Estaniar
mg. K2
0 3.4¢ .31 C.as
1.46 2.92 n.07 .12
1.94 5.62¢ .47 G. 31

sDiferencia estadisticamente significativacon regpecto al centrol @
p<0.05 para la prueba de “Tukey”.

Xpeg. De ICH= promedio de intercambic de cromdtides hermanas de 30
metafases por randn.

TABLA III
ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA)
PROCEDIMIENTO DE FISHER

sC SGL o] F {’—\J'alo):_6 F-crit.
ENTRE GRUPOS 20,412 2 10.206 35.519 9.11X10 3.885
DENTRO DB 3,448 12 0.2873
GRUPQS
TOTAL 23.86 14
SCeguma de cuadrados GL= grados -de libertad GM=cuadrados wedios
Fsvalor experimental de Fisher P-valorsvalor probabilistico

F-crit.=valcr de tablag de Fisher
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TABLA IV
CINETICA DE PROLIFERACION CELULAR

DOSIS CINETICA DE PROLIFERACION CELULAR TPG
MG/Kg 1° 2° 3°

0 58.8 28.6 14.4 13,2
1.46 62.4 17.2 20.2 13.3
1.94 52.2 36.2 12.3 13.0

TPG= tiempo promedio de generacién.
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S5DISCUSION

Aunque ain no se sabe con exactitud el significado bioldgico de los ICH | este
fendmeno ha demostrado ser un claro reflejo del dafio genotdxico . La mayor parte de
los mutdgenos conocidos son capaces de incrementar ha frecuencia de los ICH (19) y
diversos autores han corroborado la sensibilidad de este ensayo al compararlo con
pruebas como la mutagenicidid de AMES (23) en procaniotes & en modelos
mamiferos como la de dominantes letales (21) . Ademds también se tienen claras
evidencias de que cuando una sustancia resulta ser mutagénica se le puede considerar

potencialmente carcinogénica .

En 1985 se demostrd que tanto el extracto de chile como Ia capsaicina son
mutagénicas con la prueba de AMES (21,23} . En estudios anteriores Toth (33) en 1984
encontrd bajos niveles de actividad mutagénicaen In pymeba de AMES y baja incidencia
de adenocarcinoma inducida por capsaicina en el duodeno . También Nagabushan y
Bhide reportaron a la capsaicina como clastogéaica por la induccidn del incremento

significativo en micronficleos en ratones NIH (23).
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En la prueba de dominantes letales que hicieron Muralidahara y Norasimhamarty
(21 se evalud el poder mutagénico de a2 capsaicina en ratones albinos swiss (suizos)
durante 8 semamas con dosis altas y no encontraron que se produjeran efectos

significativos en I frecuencia de embarazos de los animales de prueba

De los antecedentes antes expuestos puede abservarse un gran interés por evaluar el
poder genotdxico de la capsaicina ya que contintia stendo un componente importante

en la dieta del mexicano y ademds se tiende a explotar sus efectos farmacoldgicos .

En el presente estudio utilizamos los ICH como un parimetro confiable que
permitid establecer el dafio genotéxico de la sustancia problema . Pam hacer evidente
la diferencia entre las cromdrides hermanas se hace necesario utilizar el andlogo de Ia
timina , la BrdU que es una sustancia que por si misma puede inducir un incremento
de Ia frecuencia de los ICH ( 11,30 ) , los procedimientos experimentales ya
establecidos que toman en cuenta la dosis de BrdU , la utilizacidén de un grupo
experimental control y el hecho de que in vivo la frecuencia de los ICH es mds cercana

al Jote basal por extrapolacidn aseguran lo fidedigno de los resultados .

Los resultados de la {recuencia de ICH obtenidas del promedio de 25 metafases de

22 divisién por cada ratén se analizaron con un modelo totalmente aleatorizado de
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anilisis de varianza ANOVA, dado que el valor de probabilidad de que los resultados
obtenidos de los diferentes grupos fuera cuestion del azar resultd ser muy pequerio |
inferimos que la diferencia que existe en el comportamiento de los resultados de cada

grupo . se debid a las diferentes concentraciones que se trabajaron de capsaicina .

Cuando se hizo un andlisis mis detallado de estas diferencias con la prueba de
Tukey con p < 0.05 se observd diferencia significativa en la dosis de 1.94 mg/Kg que
fue la dosis mayor , esta diferencia se observd cuando se compard con el grupo de
animales control . Y posteriormente la dosis mayor { 1.94 mg/Kg ) se compard con I
dosis menor (1,46 mg/Kg).Donde no se observé diferencia significativa fue con los

resultados de la dosis menor (146 mg/Kg ) comparada con la del grupo control .

Haciendo uso de los mismos animales de este experimento otros investigadores
estudiaron la frecuencia de micronicleos a partir de muestras de sangre durante cuatro
~cranas y se observé que a partir de la segunda semana el incremento de micronicleos
« hizo significativa enla dosis de ( 1.94 mg/Kg ), siendo evidente el dalo clastogénico.
Y de igual manera la dosis ( 1.46 mg/Kg) y el grupo control no muestra una diferencia

ignificativa en sus resultados.(4).
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Con nuestros resultados de I frecuencia de [TCH se puede deatr que exsste un dafo
genowxico a alus cancentractones.Con los resultados que aqur no se exponen de la
prueba de microndcleos (4 ) se reporto un dafio clastogénico y un daito mutagémeo

que reportéd AMES y col. | en otro experimentol1).que tampoca se expone aqui.

Un agente genotdxico es aquel que su tetividad  brologica primama como
compuesto quimico o como un metabolito es la ateracidn de la informacion
codificada en el ADN ; y eso puede ser en forina de mutaciones puntuales |, nsersiones
, deleciones o cambios de la estructura del cromosoma y también afectar el nimero
cromosomica (3) . Por lo tanto estos agentes son genotdxicos v potencialmente

carcinogénicns,

En cambio cuando se habla de una sustancia promotora quiere decir que es o
inductora de una carcinogénesis por si misma , pero pudiese potencializar el efecto

inductor de la carcinogénesis de otra sustancia.

Se observé que la capsaicina produce en concentraciones muy altas mutaciones
(AMES) y un incremento en los ICH, y como en la dieta normal es pricticamente
imposible tomar esa cantidad de capsaicina ya que se toma en promedio un miligramo

por kilogramo de peso de acuerdo a estudios realizados en la India(22), por fo que sele
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podria clasificar como una sustancia promotora de la carcinogénesis (3), de acaerdo a

la clasificacion de Byron E, Butter Wornth,

En cuanto a la cinética de proliferacion cefular no se observd ningdn cambio que
haya sido estadisticamente signilicativo en ninguno de los tres grupos, por lo que 1o
se vio alterado de alguna forma el tempo pramedio de generacion . Y al efectuar la
prueba de Chi cuadrada de Friedman no se obsernvd alguna diferencia significativa que
fuera indicativa de algun cambio de la relacidn porcentual de células de 1# division, 2°

divisidn y 3* divisién de los tres grupos.

Esto nos da indicio de considerar que primeramente se observa un dafio genotdxico
» ya que con la concentracion de 1.94 mg/Kg hubo diferencias significativas en cuanto
a la frecuencia de los ICH sl: refiere, pero en cambio el parimetro del tiempo
promedio de generacidn se observa que no se afectd, es decir que la capsaicina no
produjo un efecto citotéxico en ese rango de dos dosis que se manejaron, con lo que en
estas dosis se puede observar que el daflo genotdxico evaluado por los ICH es evidente

antes que el dafio citotoxico y que en estas concentraciones adn no fue posible verlo de

acuerdo al TPG.
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Se realiz6 una grifica que no_aparece en el texto tomando como puntos los tres
grupos  ( testigo,l46 my/kg v 194 mg/kg) vs. media de los ICH. Peyo en los
primeros 2 puntos son tan similares en cuanto 4 su pendiente, que no se podia suponer
que fa capsaicina ejerciera algun efecto visible que se pudiese determinar por algun
método matemitico . Pero al comparar la pendiete entre la dosis de 1.94 mg/ky v 1.46
mg/kg se puede observar que si existe Alguna funcidn matemdtica v lo que se puede
proponer para determinar si existe, es el estudio de dosis intermedias (para que se Heve
a cabo por otro investigador)para tener 5 puntos que son los suficientes para lograr

determinar la férmula matemdtica de Ia grifica,
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6. CONCLUSIONES

6.1  La capsaicina elevd ha frecuencia de Intercambio de crométides hermanas
con la dosis mayor (194 mg/kg ) en las células de médula dsea de ratones tratados
produciendo un efecto que es estadisticamente significativo p < 0.05, en la frecuencia

de intercambio de cromitides hermanas.

6.2 Al evaluar la cinética de proliferacién se observd que no hubo modificacién

estadisticamente significativa que pudiera reflejarse en un dafio citotéxico.

6.3 Con ambos parimetros evaluados ( Intercambio de crométides hermanas
y Cinética de proliferacidén celular } se pudo concluir que ¢l daflo genotdxico se

observa ain antes que el posible daffo citotdxico.
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