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RESUMEN

El crecimiento poblacional y el aumento de los ingresos en los paises en desarrollo
influyen en el incremento de la demanda de proteinas de origen animal. Una
estrategia para intensificar la produccion ganadera y mejorar el rendimiento de los
productos pecuarios ha sido el uso de promotores de crecimiento, principalmente
antibioticos. Sin embargo, la administracion de antibidticos a dosis subterapéuticas
para promover el crecimiento animal se ha relacionado con el fenomeno de
resistencia a antimicrobianos (RAM) que actualmente constituye un problema de
salud publica a nivel mundial, por lo que su utilizacién ha sido prohibida en Europa.
En los dltimos afos, los fitocompuestos han surgido como una alternativa para
sustituir el uso de antibiéticos en el ganado, particularmente los capsaicinoides y
capsinoides del chile han sido evaluados in vitro e in vivo, exhibiendo interesantes
actividades biologicas, como efectos analgésicos, antibacterianos, antivirales,
antioxidantes, hipotensores, anticancerigenos, antidiabéticos y termogénicos.
Dentro de la nutricion animal, se ha reportado que mediante la administracién de
capsaicina es posible mejorar la composicion corporal, optimizar la digestibilidad de
los nutrientes, mejorar la concentracion de glucosa, colesterol y triglicéridos, asi
como mejorar la composicion de la microflora intestinal y promover un sistema
inmunoldgico mas saludable; sin embargo, su utilizacion como aditivo en el pienso
de animales rumiantes y porcinos se ve limitada por su naturaleza pungente. Con
respecto al uso de capsiato, un fitocompuesto analogo a la capsaicina no pungente,
no existen reportes de su utilizacion en la nutricion animal. Dada la similitud en la
estructura quimica y en las actividades biolégicas que producen el capsiato y la
capsaicina, en el presente trabajo se estudiaron las matrices de chile productor de
capsiato y chile habanero, asi como los efectos de su adicion en la alimentacion de
ratones macho C57BL/6 recién destetados para determinar su posible efecto como
promotores de crecimiento animal. Los resultados mostraron que la incorporacion
en la dieta de chile productor de capsiato a una concentracion de capsiato de 50ppm

funciona como promotor de crecimiento en este modelo animal, estimulando la



ganancia de peso, el crecimiento de fémur y la expresion del gen TLR2 en el yeyuno
e inhibiendo la expresion del gen TLR4 en yeyuno y colon, genes relacionados con

la inmunidad, el metabolismo y la composicién de la microbiota intestinal.

Palabras clave: Capsaicina, capsiato, produccion de alimentos, promotores de

crecimiento, antibioticos.

ABSTRACT

Population growth and the increase in income in developing countries influence the
increase in demand for protein of animal origin. A strategy to intensify livestock
production and improve the performance of livestock products has been the use of
growth promoters, mainly antibiotics. However, the administration of antibiotics at
subtherapeutic doses to promote animal growth has been related to the
phenomenon of antimicrobial resistance (AMR), which currently constitutes a public
health problem worldwide, for which reason its use has been prohibited in Europe.
In recent years, phytocompounds have emerged as an alternative to replace the use
of antibiotics in livestock, particularly capsaicinoids and chili capsinoids have been
evaluated in vitro and in vivo, exhibiting interesting biological activities, such as
analgesic, antibacterial, antiviral and antioxidant effects, hypotensive, anticancer,
antidiabetic and thermogenic. Within animal nutrition, it has been reported that by
administering capsaicin it is possible to improve body composition, optimize nutrient
digestibility, improve the concentration of glucose, cholesterol and triglycerides, as
well as improve the composition of intestinal microflora and promote a healthier
immune system; however, its use as an additive in ruminant and pig feed is limited
by its pungent nature. Regarding the use of capsiate, a non-pungent capsaicin-like
phytocompound, there are no reports of its use in animal nutrition. Given the
similarity in the chemical structure and in the biological activities that produce
capsiate and capsaicin, in the present work the matrices of capsiate-producing chili
and habanero chili were studied, as well as the effects of their addition in the feeding

of weaned male mice C57BL/6 to determine their possible effect as promoters of
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animal growth. The results showed that the addition of capsiate-producing chili
peppers to the diet at a capsiate concentration of 50ppm works as a growth promoter
in this animal model, stimulating weight gain, femur growth and TLR2 gene
expression in the jejunum. and inhibiting the expression of the TLR4 gene in the
jejunum and colon, genes related to immunity, metabolism and the composition of

the intestinal microbiota.

Key words: Capsaicin, capsiate, food production, growth promoters, antibiotics.
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1. INTRODUCCION

El incremento en la demanda de alimentos asociado al crecimiento poblacional
ha promovido la intensificacion de los sistemas productivos (Salami et al., 2019). En
relacion a los productos pecuarios, se espera que para el 2025 en Africa
subsaharianay el sur de Asia, el requerimiento pase de 200 kcal por persona al dia,
a 400 kcal por persona al dia (Thornton, 2010). A fin de garantizar la seguridad
alimentaria se han implementado diversas estrategias para aumentar el rendimiento
de los productos pecuarios. Tradicionalmente, mediante técnicas como la seleccién
y el cruzamiento de razas era posible mejorar la cria del ganado (Marshall et al.,
2019; Thornton, 2010). En la actualidad el uso de promotores de crecimiento es una

herramienta eficaz para intensificar la produccion ganadera (INTAGRI, 2019).

Durante muchas décadas, los promotores de crecimiento, principalmente los
antibioticos y hormonas esteroides, mostraron resultados satisfactorios para
aumentar la ganancia diaria de peso y mejorar la eficiencia alimenticia
(Chattopadhyay, 2014; Jeong et al., 2010; Valenzuela-Grijalva et al., 2017). Sin
embargo, el uso de hormonas en animales de granja se ha relacionado con
alteraciones metabdlicas en los consumidores y a un mayor riesgo de
carcinogenicidad (Haug et al., 2012; Jeong et al., 2010); por su parte, el uso de
antibioticos se prohibié desde 2006 en la Unién Europea debido a su relacién con
la propagacion de la resistencia a los antimicrobianos (RAM) (Millet & Maertens,
2011; Xiong et al., 2018). A partir de entonces, los nutracéuticos han surgido como
una alternativa al uso de antibiéticos como aditivos en la alimentacion del ganado
(Lopreiato et al., 2020; Salami et al., 2019).

Los nutracéuticos, en el ambito veterinario, se definen como "un alimento para
el ganado que combina valor nutricional con efectos beneficiosos para la salud
animal" (Hoste et al., 2015). Los productos derivados de plantas comprenden un
subgrupo de nutracéuticos ampliamente utilizados en la alimentaciéon animal

(Lopreiato et al., 2020), considerados como una alternativa a los promotores de
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crecimiento tradicionales (Oh, Harper, et al., 2017; Salami et al., 2019; Valenzuela-
Grijalva et al., 2017). Inicialmente, las dietas suplementadas con productos
derivados de plantas se elaboraban con extractos de hierbas, principalmente
aceites esenciales (Valenzuela-Grijalva et al., 2017). En la actualidad, las dietas se
formulan adicionando compuestos aislados en concentraciones especificas para
alcanzar objetivos particulares en la nutricion y salud animal (Hoste et al., 2015;
Salami et al., 2019).

Como parte de su metabolismo secundario, las plantas producen multiples
compuestos bioactivos (Oh, Harper, et al.,, 2017; Salami et al., 2019) conocidos
como fitonutrientes (Oh, Harper, et al., 2017). Debido a su diversidad estructural, los
fitonutrientes pueden presentar diversas bioactividades (Valenzuela-Grijalva et al.,
2017), por ejemplo, en nutricion animal los fitonutrientes han mostrado actividad
antioxidante (Kelsey et al.,, 2010), antimicrobiana (Seidavi et al., 2022),
antiparasitaria (L. Zhu et al., 2022) y promotora del crecimiento (Valenzuela-Grijalva
et al., 2017). Ademas, a través de diferentes mecanismos, los fitonutrientes son
capaces de estimular la ingesta alimentaria (Janz et al., 2007), mejorar la conversién
alimenticia (Guan et al., 2008; Hernandez-Sanabria et al., 2010) y aumentar la masa

muscular del ganado (Valenzuela-Grijalva et al., 2017).

Los chiles producen una amplia diversidad de fitonutrientes; principalmente se
han descrito dos grupos: capsaicinoides y capsinoides (Uarrota et al., 2021). La
capsaicina y la dihidrocapsaicina son los capsaicinoides mas abundantes en los
chiles (90%) (Barbero et al. 2010; Whiting, Derbyshire, y Tiwari 2012) y han
mostrado multiples efectos bioldgicos, incluyendo su efecto analgésico (Chung &
Campbell, 2016), anticancerigeno (Clark & Lee, 2016), antiinflamatorio (C. S. Kim
et al., 2003), antimicrobiano (Mokhtar et al., 2017) y antioxidante (Hamed et al.,
2019). Por otro lado, los capsinoides son analogos quimicos de los capsaicinoides
(de Moura e Silva et al., 2021), siendo el capsiato el capsinoide mas abundante

(Barbero et al., 2010). Los capsinoides tienen efectos antioxidantes (Rosa et al.,
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2002), promueven el metabolismo de las grasas (Hong et al., 2015) y actian como

termogénicos en humanos (Galgani, Ryan, y Ravussin 2010).

Existen pocos estudios que evallen los efectos de las dietas suplementadas con
compuestos de chile en la salud y el crecimiento del ganado. La mayoria de los
estudios han probado una mezcla de capsaicina con otros extractos de plantas, por
lo que el efecto de la capsaicina en la nutricion animal no es claro. Sin embargo, se
ha sugerido que el uso de compuestos picantes como la capsaicina puede mejorar
la respuesta inmune y estimular la sintesis de enzimas digestivas en los animales
de granja (Rodrigues et al., 2019). Los resultados de la administracion de capsaicina
en la nutricibn de ganado sugieren que puede mejorar la eficiencia alimenticia
(Adaszek et al., 2019; Sahin et al., 2016), aumentar la produccion de huevos, reducir
la peroxidacién de lipidos (Sahin et al., 2016), disminuir la excrecion de nitrégeno
fecal, reducir la incidencia de infecciones por bacterias como Salmonella y S.
enteritidis (Adaszek et al., 2019), aumentar el peso corporal y la masa muscular
(Saleh et al., 2018). Sin embargo, el mayor inconveniente que presenta es su
pungencia, limitando su uso Unicamente a la industria avicola, debido a que los

pollos no perciben la sensacion picante del chile (Alevizos et al., 2007).

El capsiato al ser un compuesto analogo a la capsaicina, no pungente, que
posee actividades biolégicas similares a las de los capsaicinoides (Zunun-Pérez et
al., 2017), podria tener efectos equivalentes a los de la capsaicina en la nutricion
animal, sin embargo actualmente no existe evidencia cientifica sobre el efecto del
capsiato como promotor de crecimiento. Por lo tanto, con el presente trabajo se
busca determinar si el capsiato, dada la similitud que tiene en su estructura
molecular con la capsaicina, también tiene la capacidad de actuar como promotor
de crecimiento. Asi como determinar dosis efectivas y una posible respuesta de su

mecanismo de accidon como promotor de crecimiento animal.
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2. ANTECEDENTES
2.1. Crecimiento animal

El crecimiento animal hace referencia al incremento progresivo del tamafio o la
masa de un animal durante su vida, este puede darse a lo largo del periodo de vida
del animal o presentarse Unicamente hasta el punto de maduracion, segun la
especie (Scanes, 2021). Diversos factores influyen en el crecimiento animal,
principalmente destacan: la carga genética del animal, la nutricion y el ambiente.
Todos estos factores inciden sobre un factor comun: el sistema endocrino. Es por
ello que una forma de optimizar el crecimiento y la composicién animal es mediante
la administracion exdégena de hormonas y mediante la facilitacion de condiciones
Optimas de alimentacién y albergue que favorecen el confort animal para su correcto
desarrollo (Pell et al., 1994).

2.2. Promotores de crecimiento

La industria ganadera es un sector de rapido crecimiento (Vieco-Saiz et al.,
2019). Se estima que para el afio 2030 la poblacion mundial ascienda a mas de
ocho mil millones de personas (Sanabria-Naranjo & Mendoza-Garcia, 2013), por lo
gue la demanda de alimentos se vera duplicada (FAO, 2009, 2018) (Figura 1). Para
lograr satisfacer los requerimientos de productos de origen animal, como carne,
leche, huevos y pescado, la intensificacion de los sistemas agropecuarios ha sido
una alternativa (Michalk et al., 2019). Mediante la utilizacion de sustancias
promotoras del crecimiento es posible incrementar el rendimiento en la produccién

animal (Oliveira et al., 2020).

Los promotores de crecimiento son sustancias que se administran a los animales
de produccién por via oral a traves del pienso, agua o por medio de inyecciones o
implantes subcutaneos para mejorar la utilizacion del alimento, el crecimiento y la

composicion corporal de los animales de granja, aumentando el rendimiento y
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obteniendo productos de mejor calidad (Toldra & Reig, 2015). Los promotores de

crecimiento se clasifican de la siguiente manera (INTAGRI, 2019):

ii)

Aditivos alimentarios: Un aditivo alimentario se refiere a cualquier sustancia
que se afiade directa o indirectamente a los alimentos, generalmente en
niveles bajos (desde partes por millon hasta 1-2% del peso) (Somogyi, 2001).
Los aditivos se clasifican en: tecnolégicos (antioxidantes, emulsificantes o
acidificantes); sensoriales (aromas y pigmentos); nutricionales o suplementos
(vitaminas, minerales traza, aminodacidos); promotores del crecimiento o
modificadores digestivos (antibioticos, probidticos, enzimas, etc.); y
preventivos de enfermedades (coccidiostatos y otras sustancias
medicamentosas) (Ravindran, 2010).

Implantes anabdlicos hormonales: Mediante la liberacion prolongada de
estrogenos y andrégenos en el ganado vacuno y bovino es posible mejorar la
tasa del crecimiento de un 10 a un 30% Y la eficiencia alimenticia entre un 5-
15% (Preston, 1999).

Hormona somatotropina bovina (BST): Es aplicada a vacas lecheras por via
subcutanea. Su funcion principal es estimular la produccion de leche,
alcanzando un incremento de hasta 15% mas de leche (Addisu, Tegenaw, y
Tesfa 2018; Eppard, Bauman, y McCutcheon 1985).

Agentes de reparticion (B-agonistas): Los p-agonistas son agentes
broncodilatadores utilizados para fines terapeuticos en animales de granja;
también son conocidos por su uso ilicito como promotores del crecimiento en
bovinos, porcinos y ovinos (B. Zhu et al., 2019).

Probiéticos: Los probiéticos son un cultivo de microorganismos, la mayoria de
los cuales son bacterias similares a las presentes en la microbiota intestinal
(Wilkins et al., 2017), aunque algunos hongos y levaduras tambien son
considerados como probiéticos (INTAGRI, 2019). La administracion de
probioticos tales como bacillus sp. y bacterias acido lacticas,principalmente
Enterococcus sp. y Lactobacillus sp., en la alimentacion del ganado se han
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asociado a un mayor crecimiento y mejora de la salud del animal
(Mingmongkolchai & Panbangred, 2018).
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Figura 1. Crecimiento de la produccion mundial de proteina de origen animal.

La reciente caida en la produccién de carne de cerdo se debe a la peste porcina
africana que actualmente afecta al continente asiatico (FAO, 2019). Datos obtenidos
de FAOSTAT (FAO, 2021).

Dentro de los promotores del crecimiento, los promotores de crecimiento
hormonales han generado controversia debido a los efectos negativos en la salud
de los consumidores, por ejemplo, se ha observado que pueden actuar como pro
cancerigenos y causar alteraciones en el sistema inmunologico. Del mismo modo,
los antibioticos pueden causar efectos secundarios mediante la resistencia a los
antibiéticos, pues es posible que patogenos resistentes puedan propagarse en el
medio ambiente y traer multiples consecuencias a los ecosistemas y a los humanos,
por ejemplo, anemia aplastica e infecciones graves y dificiles de tratar que pueden

ocasionar la muerte del infectado (Herago & Agonafir, 2017).
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2.3. Historia del uso de compuestos antimicrobianos en la ganaderia

En 1928, Alexander Fleming descubrio la penicilina, un metabolito producido por
Penicillium notatum con actividad antimicrobiana (Bennett & Chung, 2001). Durante
1946 se observé un aumento en el crecimiento de pollos alimentados con
estreptomicina (Moore et al., 1946), un antibiotico aislado a partir de Streptomyces
griseus (Waksman et al., 1946). Si bien inicialmente la administracion de antibidticos
en animales de granja perseguia exclusivamente fines terapéuticos y profilacticos
para el control de infecciones, a mediados de la década de 1950 se inicia su
utilizacidbn como promotores de crecimiento, siendo administrados en el pienso o en
el agua de los animales a dosis subterapéuticas (Lillehoj et al., 2018; Oliveira et al.,
2020).

Los antibidticos son moléculas capaces de destruir bacterias sensibles o inhibir
su crecimiento, se pueden producir de manera natural por organismos vivos o de
manera sintética (Efenberger-Szmechtyk et al., 2020). La utilizacion de antibioticos
como promotores del crecimiento (AGP, por sus siglas en inglés) hace referencia a
la administracion de concentraciones inferiores a 200 g de antibiotico por tonelada
de alimento durante mas de 14 dias en animales sanos (Angelakis, 2016). Esta
estrategia permite optimizar recursos como el pienso, el agua y la tierra (Angelakis,
2016), mejorar las condiciones sanitarias de los animales y obtener un mayor
rendimiento y calidad de la carne (Angelakis, 2016; Teillant et al., 2015). Alcanzando

hasta 15% mas peso y hasta 7% mayor eficiencia alimenticia (Angelakis, 2016).

En 1986, Suecia fue el primer pais en restringir el uso de antimicrobianos como
promotores del crecimiento (Bjorkman et al., 2021; Stoica & Cox, 2021). Luego,
debido a su relacion con el fenébmeno de RAM, en 2006 fueron prohibidos en toda
la Unidn Europea, sin embargo se siguen utilizando dentro de la nutricion animal en
América del Norte y otros paises (Angelakis, 2016). Por lo que en la actualidad la
RAM es un problema importante, ya que los microorganismos resistentes y los
genes de resistencia a antimicrobianos (GRA) contindan en el medio ambiente y se

propagan (Serwecinska, 2020).
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La RAM representa una amenaza a la salud publica y a la seguridad alimentaria
(Ferri et al., 2017; Serwecinska, 2020). Segun el informe "Stemming the superbug
tide" de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OCDE),
se espera que 2,4 millones de personas mueran en Europa, América del Norte y
Australia entre 2015 y 2050, como resultado de infecciones por microorganismos
resistentes (OECD, 2018). Las estrategias de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) para erradicar el problema van encaminadas a la suspensioén de los AGP
utilizados en medicina humana mediante legislaciones (OMS, 2017). En 2013 la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de EE. UU. (FDA) prohibié etiquetar
los medicamentos de uso veterinario con importancia médica con la leyenda

“promotores de crecimiento” (Lillehoj et al., 2018).

2.4. Mecanismos de desarrollo de resistencia antimicrobiana en

bacterias

La RAM se produce cuando las bacterias, los virus, los hongos y los parasitos
evolucionan y pierden sensibilidad a los farmacos antimicrobianos, dificultando el
tratamiento de las infecciones (OMS, 2020). La plasticidad genética de los
microorganismos es responsable de su capacidad adaptativa al estrés,
disminuyendo su vulnerabilidad ante la exposicion a farmacos (A. Khan et al., 2018).
Para describir el grado de RAM en las bacterias, se utilizan tres categorias:
multirresistentes (MDR), extremadamente resistentes a los medicamentos (XDR) y
panresistentes (PDR). PDR se refiere a la resistencia que exhibe una bacteria a

todos los agentes antimicrobianos (Magiorakos et al., 2012).

Las bacterias pueden mostrar resistencia a los antibiéticos de manera intrinseca,
adquirida o adaptativa (Christaki et al., 2019). La resistencia intrinseca se refiere a
una respuesta innata en las bacterias (Christaki et al., 2019), los microorganismos
productores de antibioticos poseen genes de defensa contra las sustancias que
ellos mismos generan, por lo que cuando se exponen a los antibidticos apenas se

ven afectados (Lee, 2019). La resistencia adquirida denota la evolucién de bacterias
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sensibles a bacterias resistentes (Hawkey, 1998) y esta asociada con mutaciones
genéticas y transferencia horizontal de genes a través de plasmidos, transposones
o integrones (Carvalho et al.,, 2019). La resistencia adaptativa ocurre por
estimulacion ambiental, es un proceso transitorio para protegerse contra los
antimicrobianos producidos por otras bacterias (Christaki et al., 2019). Hay cuatro
mecanismos implicados en la resistencia adaptativa, (i) mutaciones que dan lugar a
alteraciones estructurales de los receptores blanco del farmaco, (ii) degradacién
enzimatica del farmaco (p. €j., la hidrolizacion selectiva del anillo 3-lactamico de la
penicilina por penicilinasas o B-lactamasas), (ii) activacion de la bomba de
expulsion para acelerar la liberacion del farmaco, e (iv) impermeabilidad de la
membrana celular (Ayaz et al., 2019; Carvalho et al., 2019; Lee, 2019). Una vez que
desaparece la sefal inductora, el microorganismo vuelve a su estado original
(Christaki et al., 2019).

Los estudios del resistoma, que se refiere a los genes de resistencia a los
antibioticos (ARG) y sus precursores, han aclarado la existencia de tres tipos de
genes involucrados en la RAM: (i) genes de resistencia, (ii) genes de resistencia
criptica y (iii) genes precursores (Wright, 2007). A diferencia de los genes de
resistencia, los genes de resistencia criptica son silenciosos y sus niveles de
expresion son bajos, lo que dificulta concluir que realmente estan involucrados en
la RAM; por otro lado, los genes precursores tienen la funcion de codificar proteinas
con actividad de resistencia (Hawkey, 1998).

2.5. Consecuencias del desarrollo y dispersion de la RAM

La resistencia antimicrobiana es un fenémeno que afecta a la salud publica, al
medio ambiente, los ecosistemas y la agricultura (Stoica & Cox, 2021). A pesar de
ello, en la actualidad cerca del 80% de los animales de produccion reciben
tratamientos con antibidticos, para lo cual se emplean mas de 150 antibidticos
distintos (Oliveira et al., 2020).
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2.5.1. Impacto en la salud publica

Durante 1940 surgieron los primeros informes de resistencia antimicrobiana con
las primeras cepas de Staphylococcus resistentes a la penicilina (Christaki et al.,
2019). A medida que nuevos antibiéticos se descubrian, aparecieron nuevos casos
de resistencia (Garcia et al., 2020). Durante la década de 1960 la Salmonella mostro
por primera vez resistencia; esta bacteria es altamente patdgena y se le atribuyen
la mayoria de las enfermedades transmitidas por los alimentos, comunmente es
transmitida por productos avicolas contaminados y esta clasificada como una
bacteria MDR (Cadena et al., 2019; Jajere, 2019). Presenta resistencia contra las
cefalosporinas, fluoroquinolonas (Singh et al., 2010), sulfonamidas (Odoch et al.,
2017; Voss-Rech et al., 2017), tetraciclinas (Voss-Rech et al., 2017), ampicilina
(Tran-Dien et al., 2018), ceftriaxona (Rotimi et al., 2008) y estreptomicina (Liljebjelke
et al., 2017). Ademas, es capaz de desarrollar resistencia cuando se expone a

agentes desinfectantes en concentraciones subinhibitorias (Cadena et al., 2019).

El uso inadecuado de antibiéticos se ha asociado con la propagacion de la RAM
(Christaki et al., 2019; Lillehoj et al., 2018; Tiseo et al., 2020). En el ganado, los
antibioticos son administrados por via oral, parenteral o topica; debido a la ausencia
de protocolos adecuados para su manejo, es posible que existan residuos o
metabolitos de antibidticos en la carne, la leche y los huevos, lo cual puede provocar
efectos téxicos tras su consumo, como alergias, nefropatias, hepatotoxicidad,
carcinogenicidad, alteraciones de la microbiota y trastornos reproductivos (Bacanli
& Basaran, 2019; Gonzalez Ronquillo & Angeles Hernandez, 2017; Oliveira et al.,
2020).

El fendmeno de la RAM es una amenaza para la seguridad alimentaria y la salud
(Serwecinska, 2020). La principal forma de transferir la RAM de los animales a los
humanos es a través de la ingestion de alimentos contaminados con
microorganismos resistentes (Public Health Agency of Sweden et al., 2018; Tiseo et
al., 2020). Debido a la dificultad del tratamiento de infecciones por microorganismos

resistentes, los patdogenos resistentes representan una gran amenaza a la salud,
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particularmente para pacientes en condiciones criticas, como posquirlrgicos,
inmunodeprimidos, con enfermedades cronicas, pacientes en quimioterapias y en
cuidados intensivos (Dadgostar, 2019; A. Khan et al., 2018); incrementando la
estancia hospitalaria y el costo de los tratamientos (Wozniak et al., 2019).
Anualmente, las infecciones con microorganismos resistentes causan
aproximadamente 700.000 muertes en el mundo y se espera que para 2050

aumente a 10 millones (Hofer, 2019).

2.5.2. Impacto ambiental

La mayoria de los antibiéticos no son metabolizados totalmente por los animales,
provocando que cantidades importantes de antibiéticos persistan en el estiércol
(Han et al., 2018). El estiércol, cargado de residuos de antibiéticos y ARG, se libera
al medio ambiente y se disemina a través de los la tierra, el agua y el aire,
impactando los ecosistemas y amenazando la salud si migran a la cadena
alimentaria (Figura 2) (Stoica & Cox, 2021; Thanner et al., 2016). Algunos estudios
de suelo han mostrado que existen concentraciones de antibiéticos que van desde
nanogramos a miligramos por kg de suelo, encontrando las concentraciones
maximas en granjas y campos fertilizados con estiércol (Cycon et al., 2019). La vida
atil de los antibidticos en el suelo oscila entre < 1 y hasta 3.466 dias (Cycon et al.,
2019), mientras que los ARG pueden durar en el suelo hasta dos afios (Garcia et
al., 2020).

Se han encontrado ARG en muestras de estiércol (Qian et al., 2018), suelo (Han
etal., 2018) y en los efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales (STPE,
por sus siglas en inglés) (Garcia et al., 2020). Un estudio de estiércol de bovino,
pollo y cerdo en China mostré una variedad de 109 ARG, siendo el estiércol de pollo
el mas contaminado de ARG (Qian et al., 2018). Los genes detectados confieren
resistencia a aminoglucosidos, marcrolido-lincosamida estreptogramina B (MLSB) y
tetraciclinas; y se encontr6 que la desactivacion de antibidticos es el principal
mecanismo de resistencia que expresan estos genes (Qian et al., 2018). Otro

estudio de suelos agricolas detecté 260 ARG relacionados con resistencia a -
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lactdmicos, multidrogas, MLSB, tetraciclina y aminoglucésido (Han et al., 2018). Los
efluentes de aguas residuales son la via principal de distribucién de antibiéticos a
los cuerpos de agua; se han encontrado ARG para betalactamicos, macrdlidos,
sulfonamidas y tetraciclinas en STPE en diferentes paises (Garcia et al., 2020).
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Figura 2. Propagacion de la resistencia a los antimicrobianos

La propagacion de RAM ocurre a través del estiércol contaminado con bacterias
resistentes a los antibidticos (ARB, por sus siglas en inglés) y residuos de
antibioticos, una vez en el medio ambiente contamina el suelo y el agua, provocando
la diseminacion de ARB. En los seres humanos, la RAM puede ser causada
directamente, a través del consumo de antibidticos, o indirectamente, a través de

alimentos contaminados con metabolitos de antibiéticos o ARB.

2.5.3. Alternativas para lareduccion del impacto por RAM y producciéon
sostenible

Disminuir el uso de antibioticos como promotores del crecimiento en el ganado

favorece directamente la salud humana, debido a la correlacion ecosistémica que
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existe entre humanos y animales de produccién (Oliveira et al., 2020; Stoica & Cox,
2021). Para revertir el fenomeno de la RAM, es necesario restringir el uso de
antimicrobianos de importancia médica con fines zootécnicos, reducir el uso de
agroquimicos e intensificar la produccion ganadera mediante pastoreo libre,
implementando altos protocolos de higiene y bioseguridad para evitar el uso de
antibidticos (Vagsholm et al., 2020). De lo contrario es posible que la demanda
mundial de antibiéticos en los proximos afios aumente hasta un 200% (Iriti et al.,
2020; Tiseo et al., 2020).

Los riesgos asociados a la utilizacion de productos quimicos sintéticos o
antibiéticos como promotores de crecimiento en la produccién animal han
incrementado la demanda de los consumidores por alternativas naturales
(Valenzuela-Grijalva et al., 2017, Lillehoj et al., 2018). Como alternativas a los
antimicrobianos, han surgido compuestos como aceites esenciales, extractos de
plantas, probidticos, prebidticos, péptidos y fitonutrientes (Edwards-Jones, 2013).
Aunque algunos aditivos de origen vegetal pueden ejercer un efecto antinutricional
en los animales (Jamroz et al.,, 2003), como la disminucién de la absorcion de
nutrientes y la inhibicion del crecimiento (Jenkins & Atwal, 1994), el uso de
fitocompuestos tiene buena aceptacion debido al conocimiento sobre el uso de
hierbas con fines terapéuticos por la humanidad desde tiempos antiguos (Lillehoj et
al., 2018).

Los aditivos de origen vegetal se pueden incorporar al alimento del animal como
extractos o en forma solida, seca o molida (Lillehoj et al., 2018). Los fitonutrientes
como promotores del crecimiento en la alimentacion del ganado han mostrado
resultados satisfactorios (Figura 3) (L. Li et al., 2021; Rehman et al., 2021); se han
sugerido cuatro mecanismos para explicar su modo de accion en la fisiologia animal

(Valenzuela-Grijalva et al., 2017) (Figura 3):

(1) Mejora del sabor de los alimentos, lo que favorece su consumo. Por ejemplo, los
cerdos alimentados con dietas suplementadas con ajo, aumentaron

significativamente el consumo de alimento y la ganancia diaria promedio en
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comparacion con los alimentados con dietas suplementadas con romero, orégano y

jengibre (Janz et al., 2007).

(2) Moduladores de la fermentacion ruminal. Los fitonutrientes con actividad
antimicrobiana alteran la poblacion microbiana y eventualmente las tasas de
fermentacion del rumen y sus productos, principalmente metano y acidos grasos
volatiles (Oh, Wall, et al., 2017; Salami et al., 2019). En consecuencia, los productos
de fermentacion participan en el metabolismo del huésped modificando el consumo
de alimento residual (Hernandez-Sanabria et al., 2010). Por ejemplo, los estudios
han demostrado una asociacion directa entre la diversidad del microbioma y sus
productos de fermentacion con la eficiencia alimenticia y la ganancia diaria en

bovinos (Guan et al., 2008; Hernandez-Sanabria et al., 2010).

(3) Mejora de la digestion y absorcion de nutrientes. Los fitonutrientes estimulan la
secrecion de enzimas digestivas que promueven la digestion y disponibilidad de los
nutrientes (Valenzuela-Grijalva et al., 2017). Por ejemplo, los pollos de engorde
alimentados con aceite esencial de orégano aumentaron significativamente la
actividad de la quimotripsina en el sistema digestivo; mejorando la digestibilidad de

las proteinas (Malayoglu et al., 2010).

(4) Actividad anabolica en los tejidos objetivo. Algunos nutrientes actlian como
promotores del crecimiento al modular el metabolismo del ganado para promover el

crecimiento del tejido muscular (Valenzuela-Grijalva et al., 2017).

El mecanismo de accion de los fitonutrientes esta condicionado por las
caracteristicas de los ingredientes activos, su estructura, dosis y farmacocinética,
asi como de la especie animal en la que se administra, la etapa productiva y periodo

de administracion (Valenzuela-Grijalva et al., 2017).

25



Fitonutrientes

| Mejoran
Sabor Fermentacién  Digestién /  Anabolismo
rumial absorcién

- B o
| |

Aumentando |

o Ingesta
. Eficiencia

alimentaria
» Ganancia de peso

Figura 3. Mecanismos de accién de los fitonutrientes en la fisiologia animal.

Los fitonutrientes pueden intensificar el consumo de alimento, mejorar la eficiencia
del alimento y promover el crecimiento del ganado al mejorar el sabor del alimento,
mejorar la fermentaciobn ruminal, la absorcibn de nutrientes y promover el

anabolismo en los tejidos objetivo.

2.6. Aparato digetivo: Importancia en la nutricion y el crecimiento
animal
El aparato digestivo es el encargado de transformar y degradar los alimentos
mediante la digestion, la cual inicia en la cavidad oral y continua a lo largo del tubo
digestivo para conseguir la formacion y degradacion del bolo alimenticio, la
absorcion de nutrientes y finalmente la eliminacion de desechos. Anatdmicamente

se subdivide en diferentes secciones, que pueden variar segun los distintos tipos de
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alimentacion de la especie, de manera general, el tracto gastrointestinal se
conforma por todos los 6rganos que se ubican desde la boca hasta el ano; en su
mayoria, los vertebrados presentan un eséfago, un estbmago, intestinos y un recto

(conocido también como cloaca) (Koutsos & Arias, 2006; Roa & Meruane, 2012).

El intestino delgado es el principal érgano digestivo y de absorcién nutrimental,
consta de tres secciones: duodeno, yeyuno e ileon, cada una de ellas se encarga
de absorber distintos macro y micronutrientes, siendo el yeyuno la zona de mayor
absorcion. Por su parte, el intestino grueso es una region muy importante para la
colonizacion microbiana, lo cual les confiere funciones inmunoldgicas a todas las
células que lo conforman. Los procesos de digestion y absorcion dependen de la
estructura morfologica, las enzimas y las proteinas transportadoras que se ubican
en la superficie de las vellosidades, esto en conjunto influye en el crecimiento animal
debido a que su funcionalidad determina la salud intestinal, la capacidad digestiva
y de absorcién, impactando directamente en el peso final de un animal de
produccion, su composicién corporal y marcadores metabélicos. Por ejemplo, se ha
observado que una mayor longitud del intestino delgado en los lechones favorece
Su crecimiento en esta etapa, al igual que una mayor altura de las vellosidades,
pues se incrementa la superficie de absorcion, favoreciendo la disponibilidad de
nutrientes y acelerando el crecimiento (M. Wang et al., 2020).

En la ganaderia es indispensable proveer a los animales de una nutricidon
adecuada para optimizar la produccién de carne, leche y huevos. La nutricion se
refiere al proceso mediante el cual un organismo utiliza los nutrientes provenientes
del alimento y los transforma en energia para desempefar sus funciones vitales,
reparar y crear tejidos. Los nutrientes son elementos o compuestos quimicos
organicos (carbohidratos, proteinas, lipidos y vitaminas) e inorganicos (minerales)
que cumplen funciones importantes para la vida de un organismo, por ejemplo, la
reproduccion, lactancia o crecimiento (Pond et al., 2005). La ganancia de peso y la
composicién corporal dependen de la regulacion del sistema nervioso y digestivo,

la interaccion entre ambos se regula mediante sefiales nerviosas, hormonas,
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neuropéptidos, nutrientes y metabolitos. De tal modo, el tracto gastrointestinal
genera las sefales para que el sistema nervioso central (SNC) detecte la ingesta de
alimentos y determine el estatus de la homeostasis energética (Solomon & Martinez,
2006). Los nutrientes pueden clasificarse como macronutrientes y micronutrientes,
los primeros se refieren a aquellos a partir de los cuales un organismo puede
obtener energia, formar tejidos, producir hormonas y moléculas de sefializacion y
transporte, estos son los carbohidratos, proteinas y lipidos, mientras que los
micronutrientes son las vitaminas y minerales, compuestos esenciales que
participan en mudltiples procesos metabdlicos, bioquimicos y fisioldgicos que
contribuyen al crecimiento, la reproduccién y la salud animal (Pond et al., 2005). Por
ejemplo, el calcio, el fosforo y la vitamina D son micronutrientes que estimulan la

formacion del hueso y favorecen la salud 6sea (Devi Upadhaya & Ho Kim, 2020).

2.7. Papel de la microbiota en el crecimiento animal

La microbiota intestinal esta compuesta por una variedad de aproximadamente
1000 especies de microorganismos y 1014 tipos de bacterias, entre las cuales
predominan el filo Bacteroidetes y el filo Firmicutes, conformados por bacterias
Gram-negativas y Gram-positivas respectivamente (Demirci et al., 2020). La
microbiota desempenfa funciones protectoras, metabdlicas y estructurales (Adak &
Khan, 2019), por ejemplo, incide en el metabolismo de la glucosa y de los lipidos,
dando lugar a metabolitos que funcionan como sustratos metabdlicos y moléculas
de sefalizacion (Schoeler & Caesar, 2019). Su composicién se ve influenciada por
multiples factores, tales como la genética del huésped, la edad, el medio ambiente,
variaciones hormonales, tratamientos con antibioticos y la alimentacion (Gorecki et
al., 2021). La dieta influye fuertemente la composicién de la microbiota intestinal
(Boerner & Sarvetnick, 2011), por ello es posible modificar su composicion mediante
la utilizacion de aditivos alimentarios como antibioticos, probidticos y prebioticos
(Angelakis, 2016).

Con el uso de AGP es posible optimizar la digestibilidad nutrimental y mejorar la

tasa de crecimiento de los animales de consumo debido a la modificacion que
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provoca en la diversidad de la microbiota (Lin, 2011). Sin embargo, su uso se ha
vinculado con la disbiosis de la microbiota intestinal, el desarrollo de genes de
resistencia a antibiéticos y el aumento de la sensibilidad a infecciones (J. Li et al.,
2017). Cambios positivos en la microbiota inciden en la fermentacion ruminal,
disminuyendo la produccion de metano e incrementando la sintesis de acidos
grasos volatiles como el propionato, acetato y butirato, particularmente el
propionato, lo cual se ha asociado a una mayor eficiencia alimentaria y crecimiento
(Valenzuela-Grijalva et al., 2017), por lo tanto, las alternativas ideales a los AGP
deberian mostrar los mismos efectos que los antimicrobianos para modular la
microbiota intestinal, mejorar la inmunidad y aumentar la disponibilidad de nutrientes
(Lillehoj et al., 2018).

La microbiota intestinal mantiene una relacion simbiotica con el huésped,
influyendo en su desarrollo, inmunidad y nutricion (Boerner & Sarvetnick, 2011)
mediante su interaccion con células no enterales como las células inmunitarias, las
células dendriticas y los hepatocitos, produciendo diversas moléculas, tales como
acidos grasos de cadena corta, derivados del indol, poliaminas y acidos biliares
secundarios (D’Amelio & Sassi, 2017). La disbiosis de la microbiota se ha
relacionado con mecanismos de autoinmunidad intestinal, obesidad y otras
enfermedades (Adak & Khan, 2019; Boerner & Sarvetnick, 2011). Por ejemplo, en
pacientes diabetes mellitus 1 se pueden encontrar niveles elevados de
Bacteroidetes y niveles reducidos de Firmicutes (Demirci et al., 2020) y en pacientes
con obesidad disminuyen los Bacteroidetes y hay una mayor abundancia de
Firmicutes y Actinobacteria (Boerner & Sarvetnick, 2011). Por otra parte, estudios
en roedores libres de gérmenes nacidos en condiciones estériles muestran
alteraciones en el desarrollo inmunolégico, la capacidad de respuesta al estrés, el
aprendizaje, la memoria y el comportamiento, denotando la importancia de la

microbiota intestinal en la salud (Gorecki et al., 2021).

El epitelio intestinal es una barrera revestida por mucosa selectivamente

permeable, esta regulada por los metabolitos microbianos y la sefializacion de los
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receptores de reconocimiento que responden a los microbios intestinales
simbidticos y patdgenos invasores (Ali et al., 2020). Los receptores tipo Toll (TLR)
son proteinas transmembrana asociadas a la respuesta inmune innata que
reconocen patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMP, por sus siglas en
inglés) (Demirci et al., 2020) y patrones moleculares asociados al dafio (DAMP, por
sus siglas en inglés) (Jialal et al., 2014). Constituyen uno de los primeros puntos de
contacto entre el entorno externo y la biologia interna, con su sefializacién controlan
la dinamica de las criptas, la permeabilidad intestinal, la produccién de moléculas
antimicrobianas, asi como la secrecion de citocinas y quimiocinas (Gorecki et al.,
2021). Los vertebrados poseen de 10 a 13 distintos TLR, por ejemplo, los humanos
portan TLR1-10 mientras que los ratones cuentan con TLR1-13 (Rehman et al.,
2021). Los TLR se expresan en células inmunitarias, hepatocitos, adipocitos y
células de musculo liso, ejerciendo funciones metabdlicas en células inmunitarias y
en organos implicados en el metabolismo, a nivel intestinal una de sus funciones es
proteger al huésped de la hiperinflamacion provocada por los metabolitos de cepas
bacterianas bloqueando su paso al inflamasoma e inhibiendo la activacién de NFkB

en el epitelio (Yiu et al., 2016).

La interaccion entre la microbiota intestinal y los TLR implica una regulacion
metabdlica e inmunolédgica, que se evidencia mediante la modificacion en la
conformacién de la microbiota intestinal y los defectos en el sistema inmunoldgico
causados por el silenciamiento de TLR que pueden ocasionar, por ejemplo,
incrementos de peso corporal y mayor adiposidad (Yiu et al., 2016). Los receptores
de deteccion de bacterias mas importantes son los TLR2 y TLR4, que reconocen
los fragmentos bacterianos acido lipoteicoico (LTA) y lipopolisacaridos (LPS),
respectivamente (Figura 4) (Grasa et al.,, 2019). Los LPS son los principales
componentes de la membrana externa de bacterias Gram-negativas (Demirci et al.,
2020) mientras que el LTA forma parte de la pared celular de las bacterias Gram-
positivas (Tominari et al., 2021). La mayor expresiéon de TLR2 y TLR4 se da en el
colon (Gorecki et al., 2021).
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TLR2 es capaz de controlar la colonizacion de cepas de bacterias, por ejemplo,
puede detectar el polisacarido A presente en Bacteroides fragilis y controlar su
colonizacion mediante el aumento de citocinas antiinflamatorias (X. Yang et al.,
2017; Yiu et al., 2016). Ademas, mediante la sefializacion de TLR2 es posible
estimular la proliferacion y el crecimiento de las células caliciformes e inducir la
remodelacion del epitelio y de la mucosa intestinal (Gorecki et al., 2021), se ha
observado que la exposicién colorrectal a Lactobacillus influye positivamente sobre
la funcion de barrera intestinal de manera dependiente de TLR2 (Ren et al., 2020).
Por otra parte, la sobreexpresion de TLR4 ocasionada por la administracion oral de
LPS en ratones C57BL/6 previamente tratados con antibiéticos orales de amplio
espectro ocasiona permeabilidad intestinal e induce una mayor translocacion
bacteriana a la circulacion, aumentando el riesgo de infecciones (Tang et al., 2021).
TLR2 y TLR4 se han asociado a la regulacién de la motilidad intestinal (Grasa et al.,
2019) y sus niveles de expresion cambian como resultado de alteraciones en la
composicion de la microbiota intestinal (Demirci et al., 2020). Cualquier sefalizacion
alterada de los receptores TLR puede ser una causa 0 una consecuencia de la

disbiosis, inflamacion e intestino permeable (Gorecki et al., 2021).

El propdsito evolutivo de la microbiota se relaciona con una optimizacion
energética del huésped, de modo tal que los cambios en la dieta y las
modificaciones de la microbiota intestinal influyen directamente en la expresion de
los TLR. Se ha comprobado que las dietas ricas en grasa y las enfermedades
metabdlicas como la obesidad ocasionan una mayor permeabilidad intestinal,
facilitando la penetracién de microorganismos y sus metabolitos a la circulacion, lo
cual genera inflamacion y toxicidad de bajo grado, activando los TLR para inducir la
activacion de la respuesta inmune. La regulacion metabdlica por via TLR a nivel
celular es compleja y sigue en estudio, se sabe que la principal fuente de energia
de las células dendriticas son los lipidos, sin embargo, al unirse los TLR a su ligando
se activa la via de la glucdlisis. Se ha observado que la desactivacion especifica de
TLR4 en los hepatocitos induce una mejor respuesta metabdlica ante una dieta alta
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en grasas, por el contrario, la supresion del TLR5 ocasiona aumento de peso y de
la glucosa en sangre en ayunas e higado graso (Yiu et al., 2016). La manipulacion
de la microbiota intestinal para regular el peso corporal requiere el entendimiento
del funcionamiento metabdlico e inmunolégico a nivel sistémico, pues la relacion
microbiota-huésped es compleja y a la fecha no se dilucida por completo. Por
ejemplo, el uso de antibidticos en agricultura estimula la ganancia de peso, sin
embargo, su uso en infantes en edades tempranas se asocia con obesidad infantil.
Por otra parte, los probidticos también pueden generar efectos contrarios con
respecto al peso, ya que aun cuando pertenecen al mismo género, la cepa de
Lactobacillus plantarum estimula la pérdida de peso, mientras que Lactobacillus
ingluiviei y Lactobacillus acidophilus provocan incremento de peso (Angelakis et al.,
2013).

f# Gram %’V’\l Gram
negativas positivas
> 7z

\ / TLR2

Activacién de la respuesta inmune innata

Figura 4. Reconocimiento de patrones moleculares de diferentes patdégenos
infecciosos por TLRs.

Los receptores TLR2 y TLR4 reconocen las moléculas LTAy LPS de las membranas
de bacterias gram positivas y gram negativas. Su union induce la activacion de la

respuesta inmunoldgica innata.
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2.8. Chile

El chile (Capsicum spp.) es una planta perteneciente a la familia de las
solanaceas (Lopez-Ortiz et al., 2019). Existen mas de 30 especies de chiles del
género Capsicum, de los cuales solo cinco corresponden a cultivos domesticados:
C. annuum, C. chinense, C. frutescens, C. baccatum y C. pubescens (Naves et al.,
2019). El chile Capsicum annuum L. es originario de las zonas tropicales y humedas
de América Central y del Sur (R. Wang et al., 2018). En México se reconocen
alrededor de 20 morfotipos de chile (Capsicum spp.), entre los cuales destacan:
Jalapefio, Ancho, Mirasol, Poblano, Serrano, Chilaca, Guajillo, Tabaquero,
Colorado, Pasilla, Puya, de Arbol, Costefio y Piquin (Chavez-Servia et al., 2016).
Diferencidndose debido a su tamafio, forma, el grosor del pericarpio y el color una
vez maduros (Palma et al., 2020).

Los frutos de Capsicum annuum L. contienen macro y micronutrientes (Tabla 1)
y compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes, antimicrobianas,
antivirales, antinflamatorias y anticancerigenas (Materska, 2014). Es fuente de
vitamina C, vitamina E, provitamina A, fenoles, carotenoides y capsaicinoides
(Materska, 2014).

Debido a su naturaleza picante, los chiles se han utilizado ampliamente en la
cocina tradicional como condimentos (Asnin & Park, 2015). Ademas, debido a sus
propiedades terapéuticas, el chile ha sido importante en la medicina tradicional de
Asia y América (Asnin & Park, 2015; Batiha et al., 2020). A la fecha se han
identificado mas de 200 fitocompuestos que le confieren al chile propiedades como
analgésico y antiinflamatorio, por lo que es efectivo en el tratamiento del
reumatismo, neuralgias, varices y se usa también para tratar dispepsia,
arterosclerosis, enfermedades cardiacas y otros padecimientos (Maji & Banerji,
2016).
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Tabla 1. Contenido de nutrientes y minerales de C. annuum L

Composicion Contenido
Ceniza 9.75%
Fibra 18.98%
Grasa 13.33%
Proteina 18.01%
Carbohidratos 32.89%
Minerales 100 g de racién
comestible
Co 0.1064 mg/100 g
Zn 0.42 mg/100 g
K 5.55mg/100 g
Na 4.05 mg/100 g
Fe 3.5mg/100 g
Mn 0.1300 mg/100 g
Ca 3.05mg/100 g
Mg 2.36 mg/100 g
Cu 0.17 mg/100 g
Ni 0.060 mg/100 g

Tomado de Khan et al., 2014

2.8.1. Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios (MS) son compuestos quimicos que resultan de
respuestas a factores estresantes tanto biéticos como abiéticos. En plantas, esos
metabolitos son Utiles para su adaptacion ambiental e interaccidbn con otras
entidades, por ejemplo, atraccion de polinizadores, alelopatia y defensa frente a
herbivoros o plagas (Chomel et al., 2016). Debido a sus efectos farmacolégicos,
algunos metabolitos secundarios pueden ser utilizados para la produccion de
farmacos, creacion de cosméticos, agroquimicos, bioplaguicidas, aditivos

alimentarios y suplementos (Guerriero et al., 2018; Tapas et al., 2008; Thakur et al.,
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2019). Sin embargo, la produccion natural de estos biocompuestos es muy limitada;
los MS constituyen aproximadamente el 1% del peso seco; por tanto, el uso de
elicitadores es actualmente una estrategia para estimular la biosintesis de los MS
(Thakur et al., 2019).

2.8.1.1. Capsaicinoides

Las plantas de chile producen una amplia diversidad de metabolitos
secundarios; se han descrito dos grandes grupos: capsaicinoides y capsinoides. Los
capsaicinoides se sintetizan principalmente en la placenta y en el septo del fruto
(Aza-Gonzalez et al., 2010; Luo et al., 2011), y son responsables de su pungencia
(Whiting et al., 2012). Los capsaicinoides se clasifican como alcaloides lipofilicos;
Su estructura quimica consiste en una vainililamina unida a un &cido graso de
cadena ramificada de 8 a 13 carbonos (Figura 5, Ay C) (Barbero et al., 2010; Kobata
et al., 2013). La capsaicina y la dihidrocapsaicina son los capsaicinoides mas
abundantes en el chile (90 %), y se pueden encontrar alrededor de 21 estructuras
de otros capsaicinoides en proporciones menores (Barbero et al., 2010; Naves et
al., 2019; Whiting et al., 2012). Se han informado varias actividades biolégicas para
los capsaicinoides, que incluyen efectos analgésicos (Chung & Campbell, 2016),
anticancerigenos (Clark & Lee, 2016), antiinflamatorios (C. S. Kim et al., 2003),
antimicrobianos (Mokhtar et al., 2017), y antioxidantes (Hamed et al., 2019).

La investigacion sobre los efectos farmacoldgicos de los capsaicinoides se ha
centrado principalmente en la capsaicina, ya que es el capsaicinoide mas abundante
en el chile (Whiting et al., 2012). La capsaicina tiene propiedades anticancerigenas
(Chapa-Oliver & Mejia-Teniente, 2016; Merritt et al., 2022), inhibe la peroxidacion
lipidica y la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Sahin et al., 2016),
estimula el metabolismo de las grasas y el gasto energético (Varghese et al., 2017),
mejora sensibilidad a la insulina (Panchal et al., 2018), tiene efectos analgésicos
(Arora et al., 2021; Campbell et al., 2021), es un agente neuroprotector (J. Liu et al.,

2020), es efectivo para aliviar la picazén (Zhang et al., 2017), y tiene actividad
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antimicrobiana (Adaszek et al., 2019). La capsaicina ha demostrado que podria
modular la funcién, composicion y abundancia de la microbiota intestinal,
favoreciendo el desarrollo de algunas bacterias grampositivas relacionadas con la
buena salud y disminuyendo los niveles de Bacteroidetes y Parabacteroides (Rosca
et al., 2020).

2.8.1.2. Capsinoides

Los capsinoides son anélogos quimicos de los capsaicinoides (de Moura e Silva
et al., 2021). La estructura quimica de los capsinoides consiste en un alcohol
vanililico unido por un enlace éster a un acido graso de cadena ramificada (Figura
5, B y D) (Barbero et al., 2010). Se encontraron capsinoides por primera vez en
pimientos dulces CH-19 (Kobata et al., 2013). Al igual que los capsaicinoides, los
capsinoides, se biosintetizan en la placenta (Vazquez-Espinosa et al., 2020). La
diferencia principal en su biosintesis se centra en el hecho de que la vainillina se
transforma en vainilllamina para la produccion de caspsaicinoides, mientras que
para los capsinoides se convierte en alcohol vanililico (Kobata et al., 2013). Esto se
debe a una mutacion en el gen putativo aminotransferasa (p-AMT) (Lang et al.,
2009; Tanaka et al., 2010).

El capsaicinoide mas abundante en el chile es el capsiato (Barbero et al., 2010).
Las actividades biolégicas descritas para los capsinoides incluyen efecto
antioxidante (Rosa et al., 2002), mejoran la sensibilidad a la insulina (Kwon et al.,
2013), promueven el metabolismo de las grasas (Hong et al., 2015), aumentan la
temperatura corporal y el consumo de oxigeno en humanos (Galgani et al., 2010) y
tienen efectos anticancerigenos, analgésicos, cardio y gastroprotectores (Gupta et
al., 2021). Los capsinoides no son pungentes, lo que los hace atractivos para
aplicaciones biotecnologicas en la industria alimentaria y farmacéutica (Barbero et
al., 2010; Luo et al., 2011; Tremblay et al., 2015).
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A) Vainililamina B) Alcohol vainillico

H,C-0 H,C-O
NH, OH
HO HO
C) Capsaicinoides D) Capsinoides
HyC-O Q HGO 9
HO CHy HO CHy
Capsdaicina Capsiato
HC-0 8 H,C-0 a
CHy CH,
U\HW/\( D/\O/K/\/\/\r
HO CH, HO CH,
Dihidrocapsaicina Dihidrocapsiato

Figura 5. Estructuras quimicas de capsaicinoides (capsaicina y dihidrocapsaicina)
y capsinoides (capsiato y dihidrocapsiato).

Los capsaicinoides (C) tienen un grupo vanililamina (A) y un acido graso unido por
un enlace amida (resaltado en amatrillo). Los capsinoides (D) incluyen un alcohol de

vanililo (B) y un acido graso unidos por un enlace éster (resaltado en verde).

Con respecto a la bioseguridad de estos compuestos, los estudios toxicolégicos
han mostrado que tanto los capsaicinoides como los capsinoides son seguros tanto
in vitro como in vivo (Kodama et al., 2008; Surh & Sup Lee, 1995; Watanabe et al.,
2008), sin embargo, en comparacion con la capsaicina, el capsiato es menos téxico,
aunque menos estable en condiciones acuosas (N. S. Li et al., 2012); y la exposicion
cronica a altas dosis de capsaicina puede potenciar el desarrollo de cancer de
higado, estdbmago, duodenal y prostata, e inducir Ulceras pépticas (Rosca et al.,
2020).
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2.8.2. Mecanismo de accion de los capsaicinoides y capsinoides:
receptor TRPV1

Los canales de iones de potencial receptor transitorio (TRP, por sus siglas en
inglés) son una familia de canales de cationes no selectivos, entre los cuales se
subdivide la familia de los vanilloides (TRPV) (Bujak et al., 2019). TRPV1 es a la
fecha la proteina mas estudiada dentro de la subfamilia de receptores vanilloides
TRPV (Bujak et al., 2019), estructuralmente se compone de seis dominios
transmembrana con un tramo hidrofébico formador de poros entre el quinto y el
sexto dominio transmembrana (Caterina et al., 1997). Este receptor se encuentra
principalmente en el hipotalamo, en las terminaciones de las neuronas sensoriales,
en los ganglios de la raiz dorsal, en el nervio trigémino, en los rifiones, el higado, la
vejiga y el pancreas (Adaszek et al., 2019). Aunque también se ha reportado en
mucosas, células epiteliales y del sistema inmune, tales como macrofagos, células

dendriticas y neutréfilos (Omari et al., 2017).

El canal TRPV1 es sensible a una amplia gama de estimulos que incluyen
sustancias quimicas, temperatura, el pH, ROS, toxinas bacterianas, estrés
osmotico, protones y compuestos quimicos como la capsaicina (Bujak et al., 2019;
Luo et al., 2011). La activacién de TRPV1 conduce a un rapido flujo iénico catiénico
de Na+ y Ca2+ y otros cationes monovalentes, lo que provoca la despolarizacién
celular y una sobrecarga de calcio (Thodeti et al.,, 2021), afectando multiples
procesos celulares, como la proliferaciéon, la apoptosis, la secrecién de citocinas y

la activacion de células T (Bujak et al., 2019).

El mecanismo de accién de los capsaicinoides y capsinoides puede darse a
través de la via dependiente del receptor TRPV1 y también de manera
independiente al receptor (Braga Ferreira et al., 2020; Luo et al., 2011) mediante la
alteracion de la fluidez de la membrana, el flujo de iones y los niveles de ROS en
las células (Braga Ferreira et al., 2020). La via dependiente actla sobre los canales
i6nicos TRPV1 (Palma et al., 2020; Tanaka et al., 2010), donde la unién molecular

con el receptor TRPV1 provoca la apertura del canal cationico, resultando en el flujo
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de cationes hacia la célula y su despolarizacion (Adaszek et al., 2019)- En el caso
de la capsaicina, el potencial activo pasa a la médula espinal y provoca la sensacion
de calor y dolor (Adaszek et al., 2019). Ademas, la union de la capsaicina a su
receptor provoca un aumento del calcio intracelular, estimulando la liberacion de
neuropéptidos como la somatostatina, la endotelina, la sustancia P y el péptido
relacionado con el gen del calcio (CGRP) (Reyes-Escogido et al., 2010). Contrario
a los capsaicinoides, la estructura quimica de los capsinoides impide que puedan
alcanzar el TRPV1 ubicado en la cavidad oral, por lo que no producen sensacion de
calor tras su ingesta pero pueden unirse al receptor en otros tejidos y activar sus

mecanismos al igual que los capsaicinoides (Luo et al., 2011).

2.9. Efectos de la administracién de capsaicinoides en nutricion

animal

Hay pocos estudios que evallen los efectos de las dietas suplementadas con
compuestos derivados de chile en la salud y el crecimiento de los animales de
granja. Desafortunadamente, la mayoria de los estudios evalian una mezcla de
capsaicina con otros extractos de plantas, por lo que no esta claro el papel de la
capsaicina como suplemento Unico en la nutricion animal. Por otro lado, se ha
sugerido que el uso de compuestos de caracter picante como la capsaicina puede
mejorar la respuesta inmune y estimular la sintesis de enzimas digestivas en los

animales de ganaderia (Rodrigues et al., 2019).

2.9.1. Pollos de engorde

La capsaicina se ha estudiado ampliamente en aves, ya que sus receptores
TRPV1 son menos sensibles a la capsaicina, evitando la sensacién pungente
caracteristica de dicho compuesto (F. Yang & Zheng, 2017). La capsaicina parece
beneficiar la salud y el crecimiento de algunas aves, reduciendo la incidencia de
infecciones bacterianas como Salmonella al inducir cambios morfologicos y de pH
de la mucosa cecal (Adaszek et al.,, 2019). Un estudio en pollos de engorde

alimentados con una dieta a base de trigo y suplementados con 300 ppm de un
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extracto vegetal compuesto por capsaicina, carvacrol y cinamaldehido, mostro una
mejora del peso corporal y de la digestibilidad ileal de nutrientes, aminoacidos y
nitrégeno (Saleh et al., 2018). Otro tratamiento de mezclas herbaceas con chile a
25, 50 y 75 ppm se aplico a la alimentacion de pollos de engorde durante 35 dias;
los resultados mostraron una mejora de la tasa de conversion alimenticia, mayor
peso corporal y masa muscular y una reduccion de la grasa (Saleh et al., 2018).
Ademas, la suplementacion con oleorresina de Capsicum en dosis de 2 mg/kg en
pollos parecié activar los genes de la respuesta inmunitaria innata y los genes

relacionados con el metabolismo de los lipidos y el cancer (D. Kim et al., 2010).

2.9.2. Cerdo

Hay estudios limitados sobre el uso y los efectos de las dietas suplementadas
con capsaicina en cerdos. Un estudio en cerdas con suplementos de capsaicina de
2,5 mg/kg mostré6 una mejora en la eficiencia de la ganancia durante la primera
semana posterior al destete y una tendencia a la baja en la ingesta de alimentos (P
= 0,11), lo que sugiere que esta dosis de capsaicina superé los niveles dietéticos
optimos (Rosa-Medina et al., 2021). Otro estudio en cerdos destetados expuestos
a E. coli y suplementados con 10 ppm de oleorresina de Capsicum mostro el
desarrollo de vellosidades intestinales mas largas, alivié los sintomas de diarrea y
disminuy6 el TNF-a, los glébulos blancos y los linfocitos en suero (Y. Liu et al.,
2013).

2.9.3. Rumiantes

Los fitonutrientes se han identificado como modificadores del rumen ya que
pueden cambiar la fermentacion del rumen a propionato y reducir la produccion de
amoniaco y metano (Oh, Wall, et al., 2017). En un estudio realizado en terneros
alimentados con una dieta a base de cebada y suplementados con una mezcla de
extractos de carvacrol, cinamaldehido y capsaicina al 5, 3 y 2%, respectivamente,
se observé una mejor eficiencia de ganancia de peso, menor ingesta diaria y

menores niveles de lactato con un mayor peso final aunque no fue estadisticamente
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diferente (Castillo et al., 2012; Hernandez et al., 2009). En cambio, la
suplementacién de carvacrol combinado con cinamaldehido (sin capsaicina), a la
dosis de 0,2 g/Kg en corderos en crecimiento no mostré efectos sobre el
comportamiento del crecimiento (Chaves et al., 2008). Por otro lado, se ha
demostrado que la oleorresina de Capsicum en vacas lecheras aumenta la
produccion de leche (Oh et al., 2015; Oh, Harper, et al., 2017) y mejora la eficiencia
alimenticia (Oh, Harper, et al., 2017).

2.10. Efectos de la administracion de capsinoides en nutricién animal

A nuestro saber, no existe evidencia cientifica sobre los efectos de la
administracion de capsinoides en animales de granja. Sin embargo, se han
efectuado multiples estudios in vivo e in vitro que muestran que el capsiato, analogo
de la capsaicina, es igualmente capaz de regular el metabolismo energético
mediante la eficientizacion del metabolismo lipidico (Hong et al., 2015), el
incremento de la temperatura corporal y del consumo de oxigeno (Galgani et al.,
2010), ademas, se ha destacado su efecto antioxidante (Rosa et al., 2002) e
antiinflamatorio, mejora la sensibilidad a la insulina (Kwon et al., 2013), promueve
el "pardeamiento” de la grasa blanca (Saito & Yoneshiro, 2013), genera efectos
antidiabéticos, anticancerigenos, analgésicos, cardioprotectores, gastroprotectores
y resulta efectivo en el tratamiento de enfermedades como la neumonia y la
dermatitis (Gupta et al., 2021). La capsaicina y el capsiato son agonistas de los
receptores TRPV1, sin embargo, la capsaicina induce la termogénesis y la
nocicepcién, mientras que el capsiato induce termogénesis sin nocicepcién en la
cavidad oral (Shintaku et al., 2012). Actualmente, debido a que los capsinoides
carecen del tipico sabor picante de los capsaicinoides, se han vuelto mucho mas
atractivos que la capsaicina para aplicaciones biotecnoldgicas en la industria
alimentaria y farmacéutica (Barbero et al., 2010; Luo et al., 2011; Tremblay et al.,
2015).

Mediante estudios de resonancia magnética se ha concluido que la infusion

gastrica de capsiato y capsaicina a través de la union con los receptores TRPV1
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activa regiones cerebrales en comuan, tales como los nucleos talamicos y el
hipotalamo, incluida el area predptica medial y el hipotdlamo ventromedial, a
diferencia de la capsaicina, el capsiato no activa la sustancia gris periacueductal, lo
cual podria marcar una diferencia fisiologica entre la administracién de ambos

compuestos (Tsurugizawa et al., 2013).

2.11. Modelo animal: Ratén

Los ratones y las ratas constituyen modelos animales ampliamente conocidos y
empleados en investigacion debido a su similitud anatomica, fisioldgica y genética
con los humanos (Bryda, 2013). Los ratones pertenecen al orden Rodentia, y la
mayoria de los ratones utilizados en la investigacion pertenecen al género Mus,
siendo el ratbn doméstico Mus musculus el méas utilizado (Suckow et al., 2001). Su
uso en investigacion data de la década de 1600 (Fox et al., 2006), siendo la cepa
endogamica C57BL/6 la mas conocida; creada a partir de la cepa C57BL por
Clarence Cook Little en 1920 (Mekada et al., 2009).

C57BL/6 es una cepa de uso general en investigacion, destacando sus usos en
biomedicina y genética (Mekada et al., 2009) desde la secuenciacion completa del
genoma de raton en 2002, pues debido a su similitud con el genoma humano se
han logrado identificar entre 30,000-40000 genes de ratdn con contrapartes en
humanos (Fox et al., 2006). Ademas, los ratones son ampliamente utilizados en
investigaciones sobre la biologia del desarrollo, la diabetes, la obesidad, el cancer,
la inmunologia, la toxicologia, el metabolismo, el envejecimiento y la investigacion
cardiovascular, por lo que existen antecedentes anatomicos, fisiolégicos y
bioquimicos (Tabla 2) que facilitan el desarrollo de investigacion con éste modelo

animal (Suckow et al., 2001).

Anatomicamente el cuerpo del raton se divide en regiones: Las regiones de la
cabeza, que se dividen en craneo y cara. En el tronco se localizan las regiones del
cuello, las regiones pectorales, las regiones abdominales y las regiones pélvicas.

Finalmente se encuentran las regiones de las extremidades toracicas y pélvicas,
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gue se nombran de acuerdo con los huesos ubicados en profundidad (Carretero et
al., 2017). Con respecto a su ciclo de vida, este se divide en tres etapas principales:
adulto maduro (3-6 meses de edad), mediana edad (10-15 meses de edad) y
anciano (18-24 meses de edad) (The Jackson Laboratory, n.d.-b) y su ganancia

promedio de peso por semana de edad se encuentra en la Tabla 3.

Tabla 2. Valores séricos normales en raton C57BL/6

Marcador Valores medios
Glucosa 106-278 mg/dl
Nitrégeno ureico (BUN) 19-34 mg/dl
Creatinina 0.5-0.8 mg/dl
Sodio 147-167 mEqg/L
Potasio 5-9 mEq/L
Cloro 104-120 mEqg/L
Calcio 9-12 mg/dl
Fosforo 6-13 mg/dl
Hierro 210-474 mg/dl
ALT 26-120 IU/I
AST 69-191 U/l
ALP 44-118 /1
Deshidrogenasa lactica  26.8-34.4  mu/ml
Proteina total 43-64 g/l
Albumina 20-47 g/l
Colesterol 63-174 mg/d|
Triglicéridos 71-164 mg/dl
Bilirrubina total 0.3-0.8 mg/dl

Traducido de (Suckow et al., 2001)
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Tabla 3. Peso por semana de edad del raton C57BL/6

Peso

(SeErr(lj:r?as) (gramos; promedio = DE)
Hembras Machos

3 10.1+1.7 10.6 £1.9
4 147+1.8 16.5+2.6
5 178+1.1 20.7x1.8
6 18.5+0.9 219+1.8
7 19.0+1.0 23.6+15
8 196+1.2 250+1.4
9 20.3+1.3 26.1+1.6
10 207+1.4 269+1.7
11 21315 27.7+£1.9
12 219+1.6 289+2.0
13 226+1.9 30.L0+x2.1
14 23.0+£2.0 30.8+2.2
15 23.5+2.3 31.6+24
16 23.9+23 32.1+24
17 24.1+25 32.8+2.6
18 245+ 2.6 33.3+2.8
19 24.8+2.8 33.7+28
20 25.3+2.8 34.2+29
21 25.8+3.2 34.6+2.9
22 26.1+3.2 35.1+3.2
23 26.5+3.3 35.8+3.2
24 269+34 36.3+3.4

(The Jackson Laboratory, n.d.-a)

El uso de roedores en investigacion tiene multiples ventajas:

Econdmicamente debido a su pequefio tamafio los requerimientos de
espacio y recursos para su mantenimiento son menores (Suckow et al.,
2001).

Alcanzan la madurez sexual a las cinco o seis semanas de edad, tienen un
tiempo de gestacién corto (de 19 a 21 dias) y alta prolificidad, por lo que es

facil reproducirlos en cautiverio (Bryda, 2013).
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Poseen una vida media de 27 — 29 meses, con un maximo cercano a los 36
meses de edad (Lifespan Extension Advocacy Foundation, 2022).

Es una especie social y poco agresiva, por lo que es posible mantenerlos en
grupos, aunque para establecer jerarquia pueden pelear entre si (Suckow et
al., 2001).

Son mamiferos y comparten similitudes biologicas con otros mamiferos,
siendo distintos de los rumiantes en el aparato digestivo (Suckow et al.,
2001).

Las consideraciones éticas y de respeto animal permiten con mas facilidad
la experimentacion en ratones que en animales mas grandes (Walker &
Eggel, 2020).
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3. HIPOTESIS

La adicidén de chile seco en polvo rico en capsiato en el alimento de raton de la
cepa C57BL/6 promueve el crecimiento animal, estimulando la ganancia de peso

corporal de manera anédloga a como lo hace la capsaicina.
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4. OBJETIVOS
4.1.0BJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la adicion de chiles secos en polvo ricos en capsiato y
capsaicina en un modelo de raton de la cepa C57BL/6 sobre su peso y composiciéon
corporal y comparar los posibles efectos secundarios tras su ingesta en marcadores
metabdlicos, morfolégicos, histologicos y expresion de genes TLR2 y TLR4

asociados al reconocimiento de DAMP y PAMP en intestino y colon.
4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

i. Establecer el cultivo de Capsicum annuum L. 509-45-1 para obtener el fruto
de chile rico en capsiato.

ii.  Cuantificar los capsinoides y capsaicinoides contenidos en los frutos de chile
productor de capsiato 509-45-1 (Capsicum annuum L.) y de chile habanero
(Capsicum chinense).

iii.  Caracterizar el contenido de compuestos fendlicos, capacidad antioxidante,
proteina, grasa y fibra de los chiles 509-45-1 (Capsicum annuum L.) y
habanero (Capsicum chinense).

iv.  Evaluar en un ensayo in vivo en un modelo de raton C57BL/6 alimentado con
dietas adicionadas con capsiato y capsaicina a partir de la adiciéon de chile
en polvo para evaluar la ganancia de peso, ingesta diaria y tasa de
conversion alimenticia.

v. Evaluar el efecto de las dietas adicionadas con chile productor de capsiato y
capsaicina en la composicion corporal (masa magra y masa grasa),
pardmetros metabdlicos (glucosa, colesterol, triglicéridos e insulina en
suero), morfolégicos (longitud de fémur), histolégicos (higado y yeyuno) y de
expresion de genes (TLR2 y TLR4 en yeyuno y colon) en un ensayo in vivo

en un modelo de ratbn C57BL/6.
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5. MATERIALES Y METODOS

El protocolo experimental con folio CEAIFI-179-2021-TP (Anexo 1) fue revisado
y aprobado por el comité de ética de la Universidad Autbnoma de Querétaro (UAQ).
El experimento se llevo a cabo en las instalaciones del Campus Amazcala, en el
campus aeropuerto y en la Facultad de Quimica de la UAQ, asi como en el bioterio
y el laboratorio de biologia de la reproducciéon del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion Salvador Zubirdn (INCMNSZ).

5.1. Establecimiento de cultivos

Se germinaron los chiles accesiéon L. 509-45-1 (Capsicum annuum L.) de
USDA/ARS/PGRU en charolas de 200 cavidades con sustrato peat moss premier
de Sphagnumy marca Pro-Mix® humedecido con agua potable. Se llenaron las
charolas con el sustrato humedo a un 80% de su capacidad, se compacto la tierra
y se hicieron cavidades de aproximadamente 5 mm en las que se plantaron las
semillas. Luego se completo el volumen de las cavidades con 20% de vermiculita
(Figura 6-A). Las charolas fueron almacenadas dentro de bolsas de plastico negras
para acelerar la germinacion, se revisaron diariamente hasta encontrar el primer
brote al dia 5, posteriormente las charolas se colocaron sobre una superficie lisa
con adecuada ventilacion e iluminacion, a temperatura ambiente (22°C + 2). Cada
charola se reg6 por aspersion cada 12 horas con 300 ml de fertilizante 17-17-17
Vigoro® al 1%. Al aparecer los primeros 4 nomdfilos, se afiadié promotor de
desarrollo radicular Rootex® al 1% a la solucién nutritiva y se incrementé el riego a
500 ml por charola cada 12 horas. Cuando las plantulas tuvieron la aparicion de sus
primeras 8 hojas verdaderas fueron trasplantadas. Se trasplanté un total de 230
plantas en bolsa para cultivo con sustrato de arenilla previamente humedecido con
agua potable y fueron regadas con solucion nutritiva preparada conforme a lo
indicado en la Tabla 2 en los siguientes horarios: 7, 9, 11, 12, 13, 14, 16 y 18 h,
durante 5-10 minutos, segun la humedad relativa. Para la preparacion de la soluciéon

nutritiva se emplearon las dosis de fertilizantes reportadas por Guevara-Gonzélez
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et al., 2018, con algunas modificaciones. La etapa | de la solucién nutritiva fue
aplicada hasta el inicio de la etapa de floracién, con la aparicion del primer brote

floral se hizo la transicion a la solucion nutritiva etapa 1.

Tabla 4. Solucion nutritiva para cultivo de chile Capsicum annuum L.

Compuesto Concentracion en Concentracion en
etapa | etapa Il
N 250 ppm 275 ppm
P 50 ppm 50 ppm
K 120 ppm 150 ppm
Ca 80 ppm 104 ppm
Mg 40 ppm 40 ppm
S 56 ppm 56 ppm
Fe 2 ppm 2 ppm
Mn 0.8 ppm 0.8 ppm
Cu 0.06 ppm 0.06 ppm
Zn 0.3 ppm 0.3 ppm
B 0.5 ppm 0.5 ppm
Mo 0.05 ppm 0.05 ppm

N (sodio), P (fosforo), K (potasio), Ca (calcio), Mg (Magnesio), S
(azufre), Fe (hierro), Mn (manganeso), Cu (cobre), Zn (zinc), B (boro),

Mo (molibdeno), ppm (partes por millén).
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Las plantas se mantuvieron bajo condiciones de invernadero desde el trasplante
hasta la cosecha (Figura 6-B); se obtuvieron tres ciclos de cosecha, iniciando la
primera cosecha a los 40 dias post antesis (Figura 6-C) y elicitando el cultivo tres
dias antes de cada cosecha mediante eliminacion del riego y aplicacion foliar de

peréxido de hidrogeno 200 mmol (Zunun-Pérez et al., 2017).

Figura 6. A. Semillas de chile accesion 509-45-1 en germinacion. B. Cultivo de chile

en condiciones de invernadero. C. Planta de chile en fase de antesis.
5.2. Cuantificacion de capsiato y capsaicina por HPLC.

Se utilizé la metodologia descrita por Satyavan Singh et al., 2009 con algunas
modificaciones. Todos los diluyentes empleados se filtraron con membrana de
celulosa 47 mm, con tamafo del poro de 0.45 pm marca Agilent® (Germany) con
bomba de filtrado. Se adquiri6 estdndar de capsiato y capsaicina Sigma-Aldrich®
(Suiza). Las extracciones se realizaron por triplicado y consistieron en colocar 500
mg de material seco y molido en tubos Eppendorf de 2 ml. Se afiadié 1 ml de
acetonitrilo grado HPLC a 6 muestras de chile Capsicum chinense y a 6 muestras
de Capsicum annum L., luego se sometieron a 4 ciclos de sonicacién en un bafio
de agua a 35°C por 30 minutos cada uno en equipo Elmasonic® E30H, con 1 minuto
de vibracion intensa con agitador Select Vortexer® entre cada ciclo. Posteriormente
se centrifugd a 12000 rpm durante 10 minutos a 4°C en centrifuga Dynamica®
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modelo Velocity 14. El sobrenadante se filtr6 en acrodiscos de poros de 0,45 umy
el filtrado se coloco en viales de color ambar. Los viales se almacenaron a -20°C
hasta que se procesaron en un sistema de HPLC Alliance® modelo Waters 2695.
Se utilizé una columna Zorbax Eclipse Plus C18 con tamafio de particula de 5 pm
(fase estacionaria), mientras que la fase movil se realizé con acetonitrilo: agua grado

HPLC en una relacion de 60:40 respectivamente.

5.3. Caracterizacion de chile productor de capsiato 509-45-1

(Capsicum annuum L.) y de chile habanero (Capsicum chinense)

5.3.1. Extraccion de compuestos fendlicos

Se pesaron 200 mg de cada muestra (seca) y se adicionaron 10 ml de
metanol en matraces, se cubrieron con papel aluminio y se sometieron a 1 ciclo de
sonicacion en un bafio de agua a 25°C por 30 minutos en equipo Elmasonic® E30H.
Posteriormente se transfirieron a viales de plastico y se centrifugaron a 5000 rpm
por 10 min a 4°C, se separo el extracto y se almacend a 4°C en oscuridad hasta su
uso (Cordoba et al., 2021).

5.3.2. Determinacion de fenoles totales

Se realizé la curva de calibracion con &cido galico (0.1mg/ml). Posteriormente
se determind el contenido de fenoles totales en cada muestra por triplicado
mediante la adicion de 40 uL de extracto metandlico con 460 uL de H20 destilada,
250 pL de FOLIN y 1250 pL de Na2COs al 20%, se agitaron en el vortex por 5
segundos y se incubaron durante 2 horas en oscuridad. Se colocaron 200 pL de la
solucién en cada pozo y se leyeron en el Multiskan® a 760 nm (Parola-Contreras et
al., 2021).

5.3.3. Determinacidn de taninos condensados

Se realiz6 la curva de calibracién con catequina. Los taninos condensados se
expresaron en miligramos de (+)-catequina equivalentes por gramo de muestra (mg

de taninos condensados/g) se cuantificaron en placa de 96 pocillos (microplaca). Se
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determind el contenido de taninos condensados en cada muestra por triplicado
mediante la adicion de 50 pL del extracto metandlico y 200 pL de reactivo de
vainillina (0,5 % de vainillina, 4 % de HCI en metanol). Los taninos condensados se
cuantificaron a 495 en un lector de microplacas (Thermo Electron Corp., Multiskan
Ascent, modelo 51118307) utilizando (+)-catequina (hasta 0,2 mg/mL) como
estandar de referencia. Para corregir la posible interferencia de los pigmentos
naturales del chile, se preparé una muestra en blanco sometiendo el extracto
original a las mismas condiciones de reaccion sin el reactivo de vainillina (Feregrino-
Pérez et al., 2008).

5.3.4. Determinacion de flavonoides totales

Se realizo la curva de calibracion con rutina. Posteriormente se determiné el
contenido de flavonoides totales en cada muestra por triplicado, se mezclaron pl del
extracto metandlico de chile (0,5 mg/ml) con 180 pl de agua destilada y 20 ul de una
solucion de 2-aminoetildifenilborato al 1 % (p/v). Los flavonoides totales se
cuantificaron a 404 nm en un lector de microplacas (Thermo Electron Corp.,
Multiskan Ascent, modelo 51118307) utilizando rutina como referencia. Los
resultados se expresan como mg equivalentes de rutina por g de muestra (Garcia-
Mier et al., 2015).

5.3.5. Determinacion de capacidad antioxidante (DPPH) (2-2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl)

La actividad de captacion de radicales (RSA) se determin6 mediante el
método DPPH de radicales estables. Todas las reacciones se realizaron en
microplacas de 96 pocillos. Se realiz6 la cinética de inhibicion con solucion de trolox
(ImM), se colocaron 20 pL de Trolox de cada concentracion por triplicado y se
adicionaron 200 pL de DPPH en menos de 1 minuto. Las lecturas de la placa se
realizaron a 520 nm en el Multiskan® a los tiempos 0, 4, 10, 30, 60, 90 y 120
minutos. Se tomo6 como referencia la lectura en el tiempo 60 minutos para graficar
las concentraciones de trolox (X) contra el porcentaje de inhibicion (Y) para verificar

la actividad de DPPH. Para determinar la capacidad antioxidante de las muestras,
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se colocaron por triplicado 20 pL de muestra en los pozos y posteriormente se
agregaron 200 puL de DPPH en menos de 1 min. Los controles contenian todos los
reactivos excepto extractos o sustancias de control positivo (Trolox). La inhibicién
de la absorbancia (%) se calculé como % de inhibicién con la férmula:

[(Abs Ctrl — Abs muestra)/Abs Ctrl] * 100
Donde:

Abs Ctrl = Absorbancia control a 520 nm

Abs muestra = Absorbancia muestra 520 nm (Feregrino-Pérez et al., 2011).
5.3.6. Digestion en microondas para analisis de proteina

Se pesaron 0.5 g de cada muestra por triplicado, se vertieron en los viales y
se agreg6 un agitador magnético en cada vial, se adicionaron 20 ml de HCI 6N. Tras
cerrar los viales, se colocaron en el microondas a 90°C por 5 minutos. Tras la
digestion, el liquido obtenido se colocd en matraces previamente identificados y se
adicionaron 20ml de NaOH 4N, se agitaron los matraces y se ajusto el pH a 7. Se
transfirié el liquido a tubos tipo falcén de 50 ml y se centrifugaron a 5500 rpm por 20
min. Se transfirié el sobrenadante y se almacend a 4°C hasta su uso (Zhong et al.,
2004).

5.3.7. Determinacién de proteinas (Método Bradford)

Se utilizo el reactivo de Bradford (Sigma®). Para la preparacion de la curva se
diluyé el estandar de proteina a las siguientes concentraciones: 50, 100, 200, 300y
400 pg/ml. Para las muestras se agregaron 100 pL sin diluir a cada tubo.
Posteriormente se agregé 1 ml del reactivo de Bradford a la curva, blanco y
muestras. Se mezclo y se dejo reaccionar por 5 minutos. Se transfirieron 250 pL por
triplicado a la microplaca y se ley6 a una absorbancia de 595 nm en el Multiskan®
(Bradford, 1976).
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5.3.8. Determinacion de fibra soluble e insoluble

Se pes6 1 g de muestra por triplicado, se agregaron 50 ml de buffer de fosfato
0.08M, y se ajusto el pH a 6.0+0.2 con soluciébn NaOH 0.275N. Posteriormente se
agregaron 0.1ml de amilasa termoestable a cada muestra y se sometieron a bafio
maria a 95°C por 30 min con agitacion vigorosa cada 5 minutos. Se ajusté el pH a
7.5 con solucién NaOH 0.275N. Luego se agregd 0.1 ml de proteasa (5mg/ml) a
cada muestra y se sometieron a bafio maria a 60°C por 30 min. Se ajusté el pH a 4
con solucion de HCI0.325M. Se agregaron 0.3 ml de amiloglucosidada a cada
muestra y se sometieron a bafio maria a 60°C por 30 min con agitacion continua.
Se enfriaron las muestras y se filtraron con papel Whatman No. 54, haciendo tres
lavados con 10 ml de agua caliente por lavado y agitando en vortex, se centrifugaron
a 9000 rpm por 10 min y se separ6 la fase soluble de la pasta (fibra insoluble). A la
parte soluble se agrego etanol al 78% en relacion 1:4 (vol.), se dejé reposar por 24
h a temperatura ambiente y se filtr6 con papel Whatman; mientras que la parte
insoluble se lavé con etanol al 78%, se centrifugd a 9000 rpm por 10 min y se
desecho el etanol. Se pesaron las muestras con una balanza Sartorius® y se
determind la fibra soluble e insoluble por diferencia del peso final de los tubos y

papel filtro menos el peso inicial (Association of Oficial Analytical Chemists., 2002).

5.4. Modelo animal

Veintiocho ratones macho recién destetados de la cepa C56BL6 (28 dias de
edad, peso: 18 + 0.33 g)., obtenidos del Bioterio del INCMNSZ, se alimentaron
segun un disefio experimental de 4 x 7 completamente aleatorizado, distribuyendo
los animales en grupos de 3 a 4 ratones por jaula. El manejo del experimento se
realizd6 de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana “NOM-062-Z00-1999” (Diario
Oficial de la Federacién, 2001) con acceso a agua y alimentos ad libitum durante 12

semanas.
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5.5. Disefio experimental

Todas las dietas experimentales se elaboraron con alimento estandar
peletizado para raton Labdiet® Picolab® 5053 (Tabla 3). Las dietas consistieron en
4 tratamientos aplicados a grupos de 7 individuos. El primer grupo (C) recibio dieta
control, el segundo grupo (H30) recibio dieta con chile habanero (capsaicina a 30
ppm), y el tercer (C30) y cuarto (C50) grupo recibieron dietas con chile productor de
capsiato (capsiato a 30 y 50 ppm respectivamente). Para las dietas con capsaicina
se utilizaron chiles habaneros secos en polvo (C. chinense) y para las dietas con
capsiato se utilizaron pimientos dulces secos en polvo accesion L. 509-45-1 (C.
annuum) de USDA / ARS / PGRU.

5.6. Formulacion de dietas enriquecidas con capsiato o capsaicina.

Los chiles 509-45-1 y los chiles habaneros se deshidrataron en una estufa
universal modelo 100-800 Memmert® a 40°C sin luz, durante 84 horas. Las muestras
de chile secas se molieron en un pulverizador marca Sagaon® de 3000 W, mientras
que el alimento estandar peletizado se moli6 en un molino de corte de alta

resistencia Thomas Wiley Mill® Modelo 4.

Las dietas consistieron en pimientos 509-45-1 y chiles habaneros pulverizados
mezclados y adheridos al alimento molido, cada uno por separado. Para el
tratamiento H30, al alimento se le adicionaron 0.49 gramos de chile habanero en
polvo (correspondiente a 30 ppm de capsaicina). El tratamiento C30 se adiciono con
7.6 gramos de chile en polvo 509-45-1 (correspondiente a 30 ppm de capsiato) y el
tratamiento C50 se adicion6 con 12.1 g de chile en polvo 509-45-1 (correspondiente
a 50 ppm de capsiato). Todas las dosis fueron calculadas por kilogramo de alimento.
Para distribuir uniformemente las particulas de chile en el alimento en polvo, la dieta
para cada tratamiento se mezclé en una batidora de pedestal Hobart® durante 5
minutos en seco, por cada kilogramo de alimento se agregaron 500 mililitros de agua
purificada como aglutinante y se mezclé por 5 minutos mas, la masa obtenida tras

la hidratacion se distribuyd en charolas de aluminio y se cortaron galletas de
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aproximadamente 1 x 2 x 1 cm; el alimento se extendioé en bandejas y se dejo secar
a temperatura ambiente durante 3 dias. El tratamiento control consistié en pienso
Labdiet® Picolab® 5053 molido y restituido (sin chile), a fin de lograr las mismas

caracteristicas de humedad y textura en todas las dietas.

Tabla 5. Analisis e ingredientes garantizados de Labdiet ® Picolab ® Rodent diet

20 5053
Componente Porcentaje
Proteina cruda (min) 20
Grasa cruda (min) 4.5
Extracto libre de nitrdgeno 53.5
Fibra cruda (méax) 6
Cenizas (max) 7
Humedad (méx) 12
Energia fisiolégica (kcal/g) 3.4

Ingredientes: Maiz molido, harina de soja sin cascara, harinillas de trigo, trigo
molido, harina de pescado, germen de trigo, pulpa de remolacha seca,
melaza de cafia, levadura seca de cerveza, avena molida, harina de alfalfa,
deshidratada, aceite de soja, suero seco, carbonato de calcio, sal, DL-
metionina, bisulfito de menadiona dimetrilpirimidol (vitamina K), cloruro de
colina, hidrocloruro de piridoxina, colecalciferol (vitamina D3), acetato de
vitamina A, acetato de DL-alpha-tocopherol (vitamina E), biotina, &cido folico,
mononitrato de tiamina, 6xido manganoso, suplemento de vitamina B12,
oxido de zinc, carbonato ferroso, acido nicotinico, suplemento de riboflavina,
pantotenato de calcio, sulfato de cobre, sulfato de zinc, yodato de calcio,

carbonato de cobalto, selenito de sodio.

5.7. Tasa de crecimiento

El experimento se desarrollé durante la fase de crecimiento de los ratones,

desde el destete (28 dias posnatales) hasta el sacrificio (112 dias de edad). Para
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evaluar la tasa de crecimiento se tomd como parametro el peso corporal. Cada ratdn
se peso diariamente a la misma hora con una bascula Ohaus CS200® (Figura 7). La
ganancia de peso (GP) fue determinada en relacion al tratamiento y a la semana

del experimento

Figura 7. Ejemplo de pesaje de raton C57BL/6.

5.8. Ingesta alimentariay factor de conversion de alimento (FCA)
La ingesta de alimento se registré diariamente mediante la siguiente formula:
Ingesta = Peso inicial del alimento (g) — peso del alimento remanente (g)

A fin de proporcionar mayor uniformidad en los datos, la ingesta alimentaria
se expreso en relacion a los gramos de alimento ingeridos sobre los gramos de peso

del animal.
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Para estimar el factor de conversion de alimento, se empled la siguiente férmula:
FCA = g alimento / g ganancia de peso
(Peters et al., 2009).

Tomando como referencia el promedio de la diferencia entre el peso final y el
peso inicial por semana y el promedio de gramos de alimento consumidos

semanalmente por raton.

5.9. Analisis de Composicién Corporal

El analisis de la composicion corporal para determinar la masa magra y masa
grasa de los ratones tras 12 semanas de tratamiento se realiz6 mediante una
resonancia magnética (RM), empleando un analizador de composicion de cuerpo
entero de 2 MHz (Echo Medical Systems, Houston, TX). Los ratones se colocaron
uno a uno en un tubo Perspex dentro del cual se insertd un tubo de diametro mas
pequefio con un contrapeso para asegurar la estabilidad del raton al fondo del tubo.
El tubo se colocé verticalmente dentro de la maquina de resonancia magnética
(Figura 8). Antes de iniciar el procedimiento, se escaneé una muestra de 30 g de

aceite de canola para calibrar el equipo (Castro-Rodriguez et al., 2020).

v

Figura 8. Raton C57BL/6 en tubo Perspex para la posterior determinacion de
composicion corporal por RM.
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5.10. Analisis de variables metabdlicas

Al final del estudio, los animales se mantuvieron en ayuno durante la noche por
6 horas, se anestesiaron con isoflurano por inhalacién y se sacrificaron mediante
puncién adrtica. Las muestras de sangre para el analisis de las variables
metabdlicas se recogieron en tubos vacutainer® con acido etilendiaminotetraacético
(EDTA) y se centrifugaron a 3200 rpm por 15 minutos en una centrifuga Hermle® Z
326 K para obtener el suero, el cual se almacend a -20°C hasta realizar mediciones
de glucosa, triglicéridos y colesterol (Castro-Rodriguez et al., 2020). Las mediciones
séricas de glucosa, triglicéridos y colesterol se determinaron enzimaticamente con
un autoanalizador SynchronCX® (Beckman Coulter, Fullerton, CA, EE. UU.)
(Zambrano et al., 2006).

5.11. Medidas de fémur, peso relativo del higado y distribucién de

grasas

El peso del higado y el peso de las grasas del esternén, mesentérica,
pancreatica, retroperitoneal y gonadal se tomaron inmediatamente después del
sacrificio con una bascula Ohaus Scout®Y se expresaron en peso relativo (peso del
organo / peso vivo del animal el dia del sacrificio). EI fémur se midio
longitudinalmente desde la cabeza del fémur hasta el surco rotuliano. Todos los
organos fueron identificados y almacenados a -70°C.

5.12. Histologia del higado e intestino delgado (yeyuno)

Se siguié la metodologia descrita por (Castro-Rodriguez et al., 2020) con
algunas modificaciones. El higado y el yeyuno fueron fijados en solucién tamponada
con formalina neutra al 4% para andlisis histolégico. Los tejidos incluidos en parafina
se seccionaron a un espesor de 4-5 um y se fijaron a portaobjetos de vidrio. Las
laminillas de higado y yeyuno fueron desparafinas y tefiidas, las de higado se
tineron con hematoxilina-eosina y las de yeyuno con acido peryodico-reactivo de

Schiff (PAS). Los cortes de higado fueron observados en microscopio a una
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amplitud de 40X para descartar alteraciones en los hepatocitos. Con respecto al
yeyuno, el tejido se observé a una amplitud de 10X para determinar el nimero de
células caliciformes, altura y ancho de las vellosidades, asi como la profundidad de
las criptas. Las mediciones se realizaron por triplicado por grupo, con el software
ImageJ. Los resultados de las células calciformes se expresaron como el numero

de células por area.

5.13. Analisis de la expresion génica mediante la reaccion en cadena
de la polimerasa cuantitativa en tiempo real con transcripcion inversa
(RT-qPCR)

El ARN total se aislo del yeyuno y del colon congelado a -70°C. Las muestras
fueron trituradas en mortero con nitrégeno liquido. Posteriormente se adicion6 1 ml
de TRIzol (InvitrogenTM), el nimero de réplicas independientes fue n = 7 por grupo.
El ADNc se obtuvo mediante transcripcion inversa de ARN total tratado con ADNasa
(1-3 pg) con el kit de sintesis de ADNc Transcriptor First-Strand (Roche
Diagnostics). El analisis de PCR cuantitativo se realiz6 empleando un instrumento
gPCR en tiempo real Light Cycler 2.0 (Roche). Se cuantificaron los genes receptor
tipo toll 2 (TLR2) y receptor tipo toll 4 (TLR4). Los resultados se presentaron como
medias + EE. Normalizado la expresion del gen blanco con el gen L32 utilizando el
método AACt (Livak & Schmittgen, 2001).

5.14. Andlisis estadistico

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el software GraphPad
Prism 9.0.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA). Los datos de pardmetros bioquimicos
se distribuyeron normalmente y las diferencias significativas se determinaron
mediante analisis multiples de varianza (ANOVA) de una via utilizando la prueba de
Tukey post hoc. Los datos se presentan como media + EE. Los valores de P < 0,05

se consideraron estadisticamente significativos.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Rendimiento del cultivo

De acuerdo a la metodologia propuesta y con base en los objetivos se establecio
el cultivo de chile productor de capsiato (Capsicum annuum L. accesion 509-45-1).
Se obtuvo un rendimiento promedio de 645 g de chile por cada planta (141.9 Kg por
un total de 220 plantas). No existen reportes previos de rendimientos para esta

variedad de chile.

6.2. Cuantificacion de capsiato y capsaicina por HPLC.

El andlisis del chile habanero mostré un contenido de capsaicina de 61.05 mg /
g muestra seca, 48.36 mg de dihidrocapsaicina / g muestra seca y capsiato no
detectable. En cuanto al chile productor de capsiato accesion L. 509-45-1, el
contenido de capsaicinoides no fue detectable, lo cual es comun en chiles no
pungentes (Al Othman et al., 2011), y se reporta una concentracion de 4.13 mg de
capsiato / g muestra seca, resultados no comparables con los reportados por Zunun-
Pérez et al.,, (2017), debido a las caracteristicas de la muestra en su estudio

(muestra fresca).

6.3. Caracterizacion de chile productor de capsiato 509-45-1
(Capsicum annuum L.) y de chile habanero (Capsicum chinense)

Los resultados de la caracterizacion del chile productor de capsiato y del chile
habanero se resumen en la Tabla 6 y se expresan por gramos de muestra seca. El
contenido total de fibra, proteina, fenoles, flavonoides, taninos condensados y
capacidad antioxidante varié en funcion del tipo de 6rgano vegetal, siendo el chile
productor de capsiato mas rico en fibra tanto soluble como insoluble y con mayor
concentracion de flavonoides y taninos condensados. Por otra parte, el chile
habanero posee un mayor contenido de proteina, fenoles y mayor actividad
reductora de radicales DPPH y ABTS.
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Tabla 6. Caracterizacion de chile productor de capsiato y chile habanero

Chile productor Chile
de capsiato habanero Unidades
Fibra Soluble 0.012 0.0093 mg/g
Fibra Insoluble 0.356 0.170 mg/g
Proteina
27.09 34.43 mg/g
(Bradford)
Fenoles 0.658 1.080 mg GAE/g
Flavonoides 5.458 3.199 mg RE/g
Taninos 0.039 DNC mg Eq Catequina/g
%AER DPPH 16.11486486 22.50422297 % AER DPPH
%AER ABTS 62.48189818 90.52021834 %AER ABTS

DNC: Detectable, no cuantificable, AER: Actividad de eliminacion de radicales

6.4. Tasa de crecimiento en el modelo animal

La tasa de crecimiento en el ratbn macho C57BL/6 (Figura 9) muestra que la
incorporacion en la dieta de chile productor de capsiato en polvo a dosis de capsiato
de 50 ppm logré una mayor ganancia de peso comparada con el grupo control desde
la semana 4 (p=0.03) hasta el final del estudio en la semana 12 (p=0.0029). Por otra
parte, a pesar de que los grupos que recibieron capsiato y capsaicina a dosis de 30
ppm mostraron una tendencia a ganar mas masa corporal que el grupo control, la
diferencia no fue estadisticamente significativa (semana 12, C vs C30 p=0.6743, C
vs H30 p=0.1908).

La efectividad de capsiato y capsaicina a 30 ppm parece tener una actividad
similar, sin embargo, a partir de la semana 6 se puede observar una disminucion en
el ritmo de la ganancia de peso en el grupo C30, al punto que, al término del estudio,
en la semana 12, el peso corporal promedio de los grupos C50 y C30 presenta

diferencia estadistica (p=0.04) (Figura 9).
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Figura 9. Grafica de ganancia de peso semanal de ratones C57BL/6 bajo los
distintos tratamientos. Datos expresados como la media + E. E. ANOVA de una via,
seguido de prueba de Tukey. Letras diferentes indican diferencia estadistica entre

grupos en cada punto del tiempo (P=0.05).

El promedio de la ganancia total de peso durante las 12 semanas del
experimento (Figura 10-A) fue de 8.85¢g para el grupo C, 10.97g para H30, 9.5g para
C30 y 13.45g para C50, existiendo diferencia estadistica significativa entre el
tratamiento C50 y el resto de los tratamientos, resaltando que contra el grupo control
la diferencia es importante (C vs C50, p=0.027) (Figura 10-A).
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Figura 10 Ganancia de peso e ingesta alimentaria. A. Ganancia de peso total por
tratamiento. B. Area bajo la curva del peso (peso acumulado g x total de dias). C.
Ingesta alimentaria (g alimento/g peso). D. Factor de conversion alimenticia (g
alimento/g de ganancia de peso). Datos expresados como la media £ E. E. ANOVA
de una via, seguido de prueba de Tukey. Letras diferentes indican diferencia

estadistica entre grupos (P=0.05).

En relacion al area bajo la curva del peso, existe diferencia estadistica
significativa entre el grupo C y C50 (p=0.0098), lo que indica que el grupo C50 tuvo
un peso acumulado superior al resto de los tratamientos (Figura 10-B) asociado a
una ingesta de alimento igualmente mayor que el grupo control (p=0.0284) (Figura

10-C). El factor de conversion alimenticia resultd con una variacion importante en
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todos los grupos, lo que ocasion6 que el error estadistico fuera amplio y no exista

una diferencia estadisticamente significativa en ningun caso.

Estos resultados muestran que la adicion de chile productor de capsiato en polvo
a una concentracion de capsiato de 50 ppm en la dieta de raton C57BL/6 estimula
el consumo de alimento, lo que se refleja en una mayor ganancia de peso. Nuestros
resultados utilizando chile en polvo difieren de los resultados reportados tras la
administracion de capsiato y capsaicina puros en ratones macho ddY de 5 semanas
de edad, donde se reporta una pérdida de peso asociada a un incremento en el
consumo de oxigeno y un aumento en la secrecion de adrenalina tras la
administracion de capsiato y capsaicina por sonda gastrica a dosis de 10mg/Kg de
peso (Masuda et al., 2003; Ohnuki et al., 2001). Mientras que coincide con los
reportes de aumento de peso en pollos de engorde en los que se administraron

mezclas y extractos herbaceos que contenian capsaicina (Saleh et al., 2018).

6.5. Ingesta alimentaria y factor de conversion de alimento

El promedio de ingesta de alimento por grupo muestra un incremento
significativo en el grupo que recibié el tratamiento C50, contrariamente a lo
reportado en otros estudios en ratones donde la administracion de capsiato no alterd
la ingesta alimentaria (Ohnuki et al., 2001), asi como en humanos, donde reportaron
no experimentar alteraciones en la sensacion de apetito (Ludy & Mattes, 2011). Con
respecto al factor de conversion alimenticia, a pesar de que el grupo H30 mostrd
una tendencia a un menor FCA que el resto de los tratamientos y que pudiese llegar
a indicar un mayor aprovechamiento de los nutrientes, no existe diferencia
estadistica significativa para ninguno de los tratamientos (Figura 10-D), contrario a
lo reportado en estudios en otras especies (pollos y rumiantes), en los que si se
observd una mayor eficiencia alimentaria tras la administracion de mezclas que
contenian capsaicina (Castillo et al., 2012; Hernandez et al., 2009; Saleh et al.,
2018).
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6.6. Analisis de composicion corporal

Tras el analisis de composicion corporal, no se reporta diferencia estadistica
entre los grupos (Figura 11-A y B), lo cual indica que la incorporacion en la dieta de
los capsinoides y capsaicinoides en su forma de chile en polvo no causa
alteraciones en la composicion corporal del raton C57BL/6 a las dosis y en el periodo
de tiempo evaluado. Estos resultados contrastan con los reportados por otros
autores, donde se refiere que el capsiato y la capsaicina promueven la oxidacion de
grasa en ratones, causando la supresion de la acumulacién de grasa abdominal
(Haramizu et al., 2011; Masuda et al., 2003; Ohnuki et al., 2001). La diferencia entre
los resultados puede estar relacionada con diversos factores, 1) la dosis empleada,
en el presente estudio la dosis maxima fue de 50ppm administrada gradualmente
en la comida, mientras que en los estudios que reportan disminucién de tejido
adiposo se administran dosis mas elevadas en una sola administracion, 2) el modo
de administracion del compuesto de interés, en el presente estudio la via de
administracion fue oral en conjunto con la dieta, mientras que en los otros estudios
la via de administracion es por sonda, 3) al administrarse en conjunto con la dieta,
el compuesto esta expuesto al conjunto de reacciones quimicas propias de la
digestién y a la interaccion con otros compuestos que pudiera suponer una menor
absorcion del compuesto de interés a nivel intestinal, contrario a la administracion
directa por sonda, donde el nivel de interaccion con otros compuestos puede ser

menor.

En cuanto a la masa magra (Figura 11-A), aun cuando la literatura refiere que la
activacion de TRPV1 en el musculo esquelético inducida por los capsinoides y
capsaicinoides puede provocar el incremento de la concentracion de calcio
citosolico que posteriormente activa la via de sefializacion Diana de rapamicina en
células de mamifero (MTOR, por sus siglas en inglés) y generar la hipertrofia
muscular a través de una mayor sintesis de proteinas (X. Wang et al., 2021), en

este estudio no existe diferencia estadistica entre los distintos tratamientos.
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Figura 11. Composicion corporal. A. Porcentaje de masa magra. B. Porcentaje de
masa grasa. Datos expresados como la media = E. E. ANOVA de una via, seguido
de prueba de Tukey. Letras diferentes indican diferencia estadistica entre grupos
(P=0.05).

6.7. Analisis de variables metabdlicas

La glucosa en suero fue mayor en el grupo C50 (Figura 12-A), encontrandose
dentro de parametros de normalidad para esta especie de ratén (106-278 mg/dl),
por lo que no es indicador de diabetes. Sin embargo, este resultado contrasta con
el efecto hipoglucemiante que se conoce que inducen los capsinoides vy
capsaicinoides (Baboota et al., 2018; Kwon et al., 2013) y en el caso del presente
estudio podria asociarse al mayor consumo de alimento que se observé en el grupo
C50. Es importante efectuar mas analisis para poder generar conclusiones al

respecto.

En cuanto al contenido de colesterol y triglicéridos en el suero no hubo diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos (p < 0.05) (Figura 12-B y C), a pesar
de la tendencia a la baja que muestran los grupos que recibieron capsiato. Los
resultados difieren del efecto logrado en estudios en ratones administrando dietas

altas en grasas, en los que se ha observado una disminucion del contenido de
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colesterol y triglicéridos en suero tras la administracion de capsinoides (Baboota et
al., 2018; Hong et al., 2015).
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Figura 12. Parametros bioquimicos. A. Glucosa, B. Colesterol y C. Triglicéridos en
suero de ratones al final del experimento. Datos expresados como la media + E. E.
ANOVA de una via, seguido de prueba de Tukey. Letras diferentes indican
diferencia estadistica entre grupos (P=0.05).

6.8. Largo de fémur, peso relativo de higado y distribucion de grasas

Los grupos H30 y C50 mostraron un mayor largo de fémur. Se ha reportado que
los osteoblastos de raton expresan TRPV1, y la capsaicina suprime la diferenciacion

de osteoclastos inducida por IL-1. Los estudios que refieren el papel de TRPV1
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dentro del metabolismo 6seo son controvertidos, por lo que la fisiologia ain no se
conoce claramente, sin embargo, se ha destacado el papel de la capsaicina en la
supresion de la actividad osteoclastica mediante la inhibicién de prostaglandinas y
enzimas proinflamatorias como la PGE2 y
MPGES-1 (asociadas a la resorcidon 0sea) tras la union con el receptor TRPV1;
ademas, la capsaicina inhibe la diferenciacion y formaciéon de osteoclastos
inducidas por IL-1 y LPS (Kobayashi et al., 2012). Los resultados del estudio actual
muestran que la capsaicina tiene un efecto mas potente que el capsiato dentro de
la actividad osteogénica en ratones, pues la capsaicina a una dosis de 30 ppm
mostro el mismo efecto que el grupo que recibioé capsiato a 50 ppm (Figura 13-A).
Sin embargo, se requieren hacer mas estudios para generar conclusiones solidas

en consideracion a estos resultados.

Debido a la pungencia del chile habanero y a los cambios en el pH que pueden
llegar a inducir los chiles tras su ingesta, se decidié monitorear cambios en érganos
implicados en el metabolismo. En relacién al peso relativo del higado no se
muestran diferencias significativas entre los grupos (Figura 13-B), lo cual indica que
la administracién diaria de chile en polvo en este modelo animal durante el periodo

y a las dosis administrados no genera alteraciones a nivel hepatico.
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Figura 13. Largo de fémur y peso relativo del higado. A. Largo de fémur. B. Peso

relativo del higado. Datos expresados como la media £+ E. E. ANOVA de una via,
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seguido de prueba de Tukey. Letras diferentes indican diferencia estadistica entre
grupos (P=0.05).
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Figura 14. Distribucion de grasas. E=Esternon, M= Mesentérica, P= Pancreética,
R= Retroperitoneal, G=Gonadal. Datos expresados como la media + E. E. ANOVA
de una via, seguido de prueba de Tukey. Letras diferentes indican diferencia

estadistica entre grupos (P=0.05).

La diseccion de grasas por segmentos mostro que el grupo H30 presenta mayor
proporcién de masa grasa en el esternon y grasa gonadal (Figura 14), lo cual
contrasta con los resultados de la resonancia magnética que indicaron que no hubo
diferencias en la composicion corporal de los ratones en los distintos tratamientos.
Es probable que la diferencia entre los resultados se deba a que la técnica de
resonancia magnética es mas especifica, incluyendo la grasa intramuscular, la cual
no se obtuvo en el método de diseccién. Sin embargo, los resultados contrastan con
el potencial termogénico y lipolitico que se ha asociado a los capsinoides y
capsaicinoides (Galgani et al., 2010; Hong et al., 2015). Por otra parte, el tejido
adiposo cumple también funciones endocrinas y es capaz de producir y secretar
hormonas, citocinas, proteinas inmunoldgicas y proteinas involucrados en el
metabolismo o transporte de lipidos; los esteroides gonadales se relacionan con el

control de la distribucién de la grasa corporal y pueden alterar la sefializacion de
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insulina, el metabolismo de lipidos y la produccion de adipoquinas (Wawrzkiewicz-
Jatowiecka et al., 2021). Por lo tanto, el incremento de grasa gonadal en el presente
estudio podria tener una implicacién positiva dentro del metabolismo de los ratones

gue recibieron capsaicina a 30 ppm.

6.9. Histologia del higado e intestino delgado

Tras el analisis histolégico del higado no se encontraron anormalidades en los
hepatocitos, por lo que podriamos decir que, a las dosis empleadas y tras un periodo
de 12 semanas de consumo, la incorporacion en la dieta de los animales de capsiato

0 capsaicina no genero dafio hepatico en ratones C57BL/6 (Figura 15).
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Figura 15. Histologia del higado. Fotografias tomadas con objetivo 10x.

Por otra parte, el anadlisis histologico de las vellosidades intestinales no
mostré cambios morfolégicos en ninguno de los parametros evaluados entre los
diversos tratamientos (Figuras 16 y 17). Lo cual indica que el efecto promotor de
crecimiento no esta relacionado a una alteracion de la morfologia intestinal que

pudiera indicar una alteracion en la absorcion de nutrientes.
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Figura 16. Andlisis histologico del yeyuno. A. Profundidad de las criptas. B. Largo
de la vellosidad. C. Ancho de la vellosidad. D. Numero de células caliciformes por
mm?2. Datos expresados como la media + E. E. ANOVA de una via, seguido de
prueba de Tukey. Letras diferentes indican diferencia estadistica entre grupos
(P=0.05).

72



6.10.

en tiempo real con transcripcion inversa (RT-gPCR)

Anadlisis de la reaccidon en cadena de la polimerasa cuantitativa

De acuerdo con la metodologia propuesta se determind la expresion de los

genes TLR2 y TLR4 en yeyuno y colon. Los resultados muestran que en yeyuno el

gen TLR4 exhibe una expresion a la baja para el tratamiento C50 comparado con el

grupo C, sin cambios estadisticamente significativos en la expresion del gen TLR2

en este tejido entre los grupos experimentales (Figura 18A 'y 18B). En relacién a los

resultados obtenidos en colon, el tratamiento C50 indujo un incremento significativo

en la expresion del gen TLR2, presentando una actividad dosis dependiente en este

gen, pues el tratamiento C30 no generé cambios significativos en la expresion el

gen TLR2. Por otra parte, el gen TLR4 se expreso a la baja para los tratamientos

C30y C50 (Figura 18C y 18D), mostrando inhibicion independiente de la dosis.
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Figura 18. Expresion génica de TLR2 y TLR4 en yeyuno y colon. Ay B) Yeyuno. C

y D) Colon. Datos expresados como la media £ E. E. ANOVA de una via, seguido
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de prueba de Tukey. Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa
(P=0.05).

Estos resultados dan un indicio del mecanismo de accion del capsiato como
promotor de crecimiento, debido a que la variabilidad en la expresion de estos genes
puede estar vinculado con un impacto benéfico a través del mejoramiento y
optimizacién de las respuestas inmunoldgicas y metabdlicas a nivel intestinal (Tang
etal., 2021, Yiu et al., 2016), ademas de una posible modificacion en la composicion
de la microbiota, favoreciendo el ratio de bacterias gram-positivas entre las que
pudieran encontrarse bacterias probiéticas como bifidobacterium y lactobacillus, sin
embargo, es necesario efectuar estudios para conocer el microbioma de los distintos

tratamientos y sustentar los resultados obtenidos en el presente estudio.
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7. CONCLUSIONES

El chile Capsicum annuum L., productor de capsiato a dosis de 50 ppm
promueve el crecimiento en ratébn C57BL/6 (Mus musculus L.) sin generar
alteraciones morfologicas en higado y yeyuno. Su efecto como promotor de
crecimiento favorece el incremento de masa corporal y el crecimiento 0seo, sin
causar alteraciones en la composicion corporal (masa magra y masa grasa). La
actividad inducida podria estar relacionada con la respuesta metabdlica producida
por la union a su receptor TRPV1y con la estimulacion de la expresion del gen TLR2

en colon y a la inhibicién del gen TLR 4 en colon y yeyuno.

El efecto promotor de crecimiento del chile productor de capsiato esta
condicionado a un patron dosis dependiente, pues la administracion de capsiato 30
ppm en la dieta de raton C57BL/6 no generé cambios significativos en los

pardmetros evaluados.
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8. PERSPECTIVAS

A partir del presente estudio surgen diversas incognitas que precisan generar
nuevos estudios a fin de solidificar y aclarar las conclusiones obtenidas gracias a
las evaluaciones previamente realizadas. Entre las cuales es deseable:

1) Probar el efecto de la adicion de capsaicina a 50 ppm para comparar
el potencial como promotor de crecimiento contra el capsiato a 50 ppm,asi
como evaluar el efecto de la administracion de capsiato y capsaicina puros a
la dosis equivalente a 50ppm, debido a que en el presente estudio piloto por
fines bioéticos no fue posible incluir estos tratamientos, que permitirian
esclarecer que el efecto generado por el chile productor de capsiato esté
relacionado meramente al capsiato y no a otros compuestos nutracéuticos y
nutricionales contenidos en la matriz del chile.

2) Efectuar estudios de los cambios en microbioma provocados por los
distintos tratamientos, a fin de generar evidencia de los cambios en las
poblaciones bacterianas intestinales que pudieran estar ejerciendo
actividades sobre los genes TLR.

3) Evaluar el efecto de la adicion de chile en polvo en animales de
produccién.

4) Evaluar el efecto de la adicion de chile en polvo en condiciones de
enfermedad, pues los cambios vistos sobre el largo de fémur y los genes
TLR2 y TLR4 pueden generar informacion de interés médico para el

tratamiento de enfermedades osteogénicas, metabdlicas y proinflamatorias.
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10. ANEXOS
10.1. Anexo 1. Aprobacion de protocolo experimental por el comité de

ética

FACULTAD DE INGENIERIA
COMITE DE ETICA

Fi

C. U, 6 de septiembre de 2021

Diana Vanesa Gutiérrez Chavez

Estudiante de Maestria en Ingenieria en Biosistemas
Expediente 221818

Presente

El Comité de Etica Aplicada para la Investigacién de la Facultad de Ingenieria ha
revisado el protocolo del trabajo de tesis:

CEAIFI-179-2021-TP
Determinacion de actividad promotora de crecimiento de chile
Capsicum annuum L. productor de capsiato
Con apego a los lineamientos éticos de beneficencia, no maleficencia, justicia y

autonomia, este comité ha dado el siguiente dictamen:

Aprobado éticamente

El presente dictamen tiene vigencia de un afio a partir de su fecha de emision.
Sirva esta carta para los fines académicos que al interesado convengan.

Atentamente
“El Ingenio para Crear, No para Destruir”

Dr"a‘.\%{mér\a’ efat Diaz
Presidente del CEAIFI
afemat@uaq.mx

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
RRO DE LA AMPANAS S/N, L. LAS CAMPANAS

NOTA: Al efectuar la fase experimental in vivo en el modelo animal de ratén
C57BL/6 en las instalaciones del bioterio del INCMSZ, cualquier publicacion futura
en relacion a este trabajo requerira también la aprobacion del comité de bioética del
INCMSZ.
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