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RESUMEN

Los aditivos colorantes sintéticos son sustancias ampliamente utilizadas por
la industria alimentaria, agregadas a los alimentos y bebidas con el fin de hacer
mas atractivo el producto y dar uniformidad en el color ya que este sirve como un
indicador visual de calidad de los mismos, sin embargo a parte de sus ventajas
tecnologicas su consumo también puede contribuir al desarrollo de enfermedades
como el cancer. Los aditivos colorantes sintéticos tartrazina y azul brillante han sido
identificados con mayor frecuencia, en alimentos y bebidas de mayor consumo en
la ciudad de Querétaro encontrando un efecto genotdxico para ambos aditivos
colorantes en las células meiéticas de Tradescantia.

Se ha descrito un efecto carcinogénico inducido por los colorantes del grupo
azo y los relacionados con el grupo amino, los cuales al parecer se unen a la
cadena del ADN alterando la informacién genética, dando lugar a células
anommales. Cabe hacer notar que tartrazina pertenece a los colorantes del grupo
azo y que azul brillante ha inducido la formacién de tumores en rifién de rata, por lo
que la presencia de dichos aditivos en los alimentos representa un riesgo para la

salud.

Hay evidencias cientificas de que mutaciones cromosémicas pueden
conducir al desarrollo de un cancer, pudiendo evitar esto, mediante la exposiciéon a
organismos que contengan compuestos quimioprotectores, como la microalga
Spirulina maxima que posee un espectro favorable de aminoacidos, acidos grasos,
polisacéridos, vitaminas, nutrimentos inorgdnicos y pigmentos (clorofilina, &-
caroteno y ficocianina). Por esta razén, en base a la probleméatica que implica el
consumo de estos aditivos y a las propiedades de esta microalga, fue objeto de
estudio evaluar su potencial antigenotoxico sobre la genotoxicidad inducida por
tartrazina y azul brillante, empleando el sistema de micronlcleos en células
meibticas de Tradescantia.

Se realizaron estudios preliminares, con los aditivos colorantes sintéticos
tartrazina y azul brillante, via inflorescencia para determinar las concentraciones
que presentaran un efecto genotoxico sobre las células meidticas de Tradescantia,
tomando como referencia las cifras de Rojas, 1992 encontrando como 6ptimas las
concentraciones de 0.0024 mg/ml y 0.014 mg/ml para cada aditivo colorante,
respectivamente.

L a capacidad antigenotdxica del extracto acuoso de Spirulina maxima y sus
pigmentos clorofilina, B-caroteno y ficocianina aplicados tanto individual como en
mezcla se determiné mediante la inhibicién de la frécuencia de micronicleos
(indicador de dafic al material genético) inducida por los aditivos colorantes
sintéticos tartrazina y azul briliante.
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Se obtuvo el extracto acuoso del pulverizado de Spirufina maxima a la
concentracion de 168 mg/mi, asimismo el pigmento ficocianina a partir del
pulverizado de {a microalga, mediante e! método descrito por Gantt y col. (1979) a
una concentracién de 112761.02 mgfkg = 112.76 gikg Se emplearon estandares de
clorofifina y R-caroteno de acuerdo a las concentraciones identificadas por Paz
(1997) en el extracto acucso de Spirulina. El tratamiento antigenotoxico fue via
inflorescencia depositando primeramente 15 pl de la muestra de estudio (extracto
acuoso, pigmentos clorofilina, R-caroteno y ficocianina sélos y en mezcla) para lo
cual se extrajeron 2 o 3 yemas apicales, para facilitar la aplicacion de la muestra,
una vez absorbida esta se agregaron 15 ul de tartrazina o azul brillante
considerandose a partir de esta aplicacién el tratamiento de 30 h, continuando con
ta metodologfa descrita por Ma (1983) para la obtencion de preparaciones y lectura
de tétradas. Los datos sobre los ensayos genotdxicos y antigenotdxicos se
conformaron por tres experimentos independientes con ires repeticiones cada uno,
aplicando el andlisis de varianza y la prueba de Dunett comparando tratamientos
con un control negativo (agua destilada) (p< o.05)-

Se obtuvo el % de inhibicion del extracto acuoso y pigmentos de S. maxima
sobre el dafio genotdxico inducido por tartrazina y azul brilante. Los resultados
obtenidos muestran que el extracto acuoso inhibié del dano genotdxico inducido por
tartrazina en un 43.35% y en 40.88% con azul brillante y con los pigmentos, la
clorofilina presentd el mayor efecto antigenotéxico en las células meidticas de
Tradescantia para ambos aditivos colorantes y fue de 51.06% y 47.85%
respectivamente. La mezcla clorofilina + -caroteno dio la mas alta proteccién al
material genético en un 46.67% para tartrazina y de 43.11% con azul brillante. Al
aplicar la mezcla de los tres pigmentos se redujo el % de inhibicién sobre la
frecuencia de microntcleos hasta un 41.48% y un 36.59% para tartrazina y azul
brillante respectivamente.

De acuerdo con estos resultados se puede concluir que la microaiga
Spirulina maxima puede ser utilizada como un alimento funcional por proteger al
material genético del dafio genotéxico inducido por sustancias presentes en la dieta
como son los aditivos colorantes sintéticos, particularmente tartrazina y azul
brillante, atribuyendo esto a sus compuestos quimioprotectores principalmente
clorofilina y 8-caroteno que pudieron haber actuado atrapando radicales libres por
funcionar como antioxidantes y una ligera proteccién antigenotodxica del pigmento
ficocianina, ademas de sus pigmentos con propiedades quimioprotectoras, su alta
calidad nutricia (aminoacidos esenciales y no esenciales, acidos grasos, vitaminas
como tiamina, riboflavina, piridoxina, cianocobalamina, entre otras, nutrimentos
inorganicos entre ellos calcio, hierro zinc) y la ventaja de no presentar efectos
téxicos hacen a la microalga Spirufina maxima un recurso de origen natural muy
atractivo como complemento alimenticio, entre otros usos.
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| INTRODUCCION

ADITIVOS ALIMENTARIOS

Desde tiempos prehistoricos, se han utilizado los aditivos en alimentos con
distintos fines. Los avances tecnolégicos en el procesado de alimentos ha
aumentado la variedad y el uso de estas substancias lo cual ha conllevado a
diversificar la cantidad de productos industralizados a la venta del consumidor
(Branen, 1990).

La inocuidad de los alimentos que consumimos es una preocupacion
generalizada, el uso de aditivos en su formulacion nos plantea interrogantes sobre
el tipo y la cantidad de compuestos que se estan utilizando, mas aun si
consideramos que este tipo de alimentos son ingeridos diariamente y a veces en
cantidades considerables (Rosetta, 1990)

La necesidad de conservar los alimentos para poder cubrir los
requerimientos de un mundo creciente presenta ventajas y desventajas, los
diferentes métodos de conservacion aumentan {a vida atil de los alimentos pero en
multipies ocasiones esto va aunado a un deterioro tanto nutrimental como
organoléptico de los mismos. La adicién de aditivos puede contrarrestar parte de
estos problemas (Valdés, 1991).

El uso de aditivos en la industria alimentaria es cada vez mayor. Sin
embargo para la incorporacion de estas substancias, se deben tener en cuenta
varias consideraciones de tipo toxicolégico para evitar que en lugar de constituir
una ventaja, se conviertan en un inconveniente ocasionando riesgo a la salud del
consumidor.

La toxicologia de los aditivos alimentarios surge como disciplina en 1960 en
los Estados Unidos, con la publicacion de las pruebas necesarias para una
evaluacién segura de los mismos ya que los niveles de exposicion a tales agentes,
para el humano varian ampliamente pudiendo ser ingeridos continuamente por
largos periodos de tiempo y por lo tanto representar un peligro potencial a la salud
(Haveland-Smith y Combes, 1980).

Un aditivo se define como una substancia o mezcla de substancias que
normalmente no se consume como alimento por si sola. Se agrega
intencionalmente a los alimentos durante su produccién, procesamiento,
almacenamiento y empaque de! mismo, con el propésito de mejorar su apariencia,
textura, sabor y calidad nutricia (Concon, 1988; Branen, 1990).




Los aditivos utilizados por la industria alimentaria, pueden ser de diferentes
tipos: conservadores, nutrimentales, colorantes, saborizantes, edulcorantes,
texturizantes y miscelaneos (Rosetta, 1990).

Como consecuencia de la necesidad de contar con organizaciones due
legislaran el uso de aditivos en alimentos, surgieron diversas agrupaciones que se
han encargado de reglamentar la utilizacion de estos, encontrandose: La Secretaria
de Salud: Laboratorio Nacional de Salud Publica, Direccién de Control Sanitario de
Bienes y Servicios; Universidad Auténoma de México: Facultad de Quimica;
Camara Nacional de la Industria y la Transformacién; Dectan, S.A; H.Konsthamm,
S.A; Pyosa, S.A. de C.V,; Spectrum, S.A.; Warner Jenkinson, S.A. de C.V. y en
México se cuenta con el Reglamento de la Ley General de la Salud en materia de
control sanitario de actividades, establecimientos, productos y servicios (Diario
Oficial de la Federacién Mexicana, 1985).

La solicitud para el uso de algun aditivo se realiza mediante un documento
que debe contener: datos generaies del producto (nombre del aditivo), informacién
cientifica en cuanto a composicién, propiedades fisicoquimicas, proceso de
obtencién, métodos de analisis (criterios de identidad), sélo o en alimentos a que se
adiciona, calidad microbiolégica con sus respectivos resultados indicando el tipo de
pruebas toxicoldgicas, incluyendo estudios patoldgicos y sus datos sobre consumo.

Entre los parametros que se legislan en relacion al uso de aditivos en
alimentos se pueden mencionar: inocuidad, pureza y riesgo nutricio del aditivo.

Para asegurarse de que un aditivo es adecuado para su consumo en
alimentos es necesario una evaluacion toxicologica. En general las pruebas a las
que son sometidos son las siguientes:

*Pruebas de toxicidad aguda
*Pruebas de toxicidad crénica
*Pruebas de toxicidad a corto plazo
*Pruebas de toxicidad a largo plazo
*Absorcién y digestion intestinal de los aditivos
*Accibdn in utero

(Loomis, 1974; Valdés 1991).

Conforme a las pruebas de toxicidad aguda y crénica se establece la Ingesta
Diaria Aceptada (IDA) la cual se calcula en relacion al peso corporal e indica la
concentracién maxima que podria ser consumida diariamente sin representar
riesgo alguno para la salud. El célculo de fa IDA se realiza como un factor de
seguridad, el cual consiste en utilizar una concentracién 100 veces menor que la
dosis bajo la que no se detectaron efectos adversos en los estudios toxicoldgicos

(Valdés, 1991).



El CODEX Alimentarius en la actualidad pretende fijar un nuevo nivel de
ingesta maxima, la Dosis Diaria Potencial (DDP), la cual debe basarse en
resultados reales y potenciales de consumo, calculada en base a la concentracion
empleada por la industria y en la ingesta potencial de los grupos expuestos,
principalmente nifios y mujeres embarazadas (Valdés, 1991).

Existe un grupo de substancias con el nombre de GRAS (Generally
Recognized As Safe) consideradas seguras para su uso en alimentos basandose
en la desicion de cientificos expertos en la evaluacién de la seguridad de los
compuestos quimicos. Las diferencias que existen entre los aditivos de alimentos y
substancias GRAS son dos: 1. Las substancias GRAS no requieren de pruebas
adicionales para ser consideradas seguras. 2. Dichas substancias no se incluyen
en la clausula Delaney.

Esta clausula indica que ningln aditivo debe ser considerado como seguro si
se encuentra que induce cancer cuando es ingerido por el ser humano o animales o
si al utilizar ensayos apropiados para la evaluacidn de la seguridad de aditivos
alimentarios que puede conducir al cancer en los mismos.

La cfausula Delaney no se aplica a los aditivos que inducen cancer sdlo a
concentraciones altas y que a dosis bajas sean inocuas y ademas su uso sea en
cantidades insignificantes (Smith, 1984).

La FDA y la Flavor and Extract Manufacturers’ Association (FEMA) han
considerado importante llevar a cabo una re-evaluacion a intervalos regulares de
tiempo completo de las substancias previamente enlistadas como GRAS. Dichas
re-evaluaciones se basan en el conocimiento de cambios en los niveles actuales de
uso y patrones de consumo, datos toxicolégicos reportados en la literatura cientifica
y aln en resuitados significativos de estudios no publicados (Senti, 1981; Kolbye y
col., 1983; Oser y col., 1984; Smith, 1984).

2. ADITIVOS COLORANTES

Entre los aditivos méas ampliamente utilizados por la industria alimentaria en
la preparacion de alimentos y bebidas se encuentran los colorantes, los cuales son
adicionados con el propdsito de presentar alimentos mas atractivos a la vista del
consumidor. Estos aditivos no deben ser empleados para disimular una alteracién o
para hacer creer la presencia de un constituyente de calidad (Valdes, 1991).

El color es tan comin en nuestro medio ambiente como el aire que
respiramos, es muy importante en los humanos como un medio de identificacion.
Es la primera cualidad sensitiva a través de la cual son juzgados los alimentos,
presenta una estrecha relacién con el sabor y la apariencia de calidad de los
mismos, siendo los colorantes los principales encargados de realzar el atractivo
estético de los alimentos (Rosetta, 1890).




El aspecto de un alimento es la primera clave de su identificacién y con
frecuencia predice el grado de satisfaccion que se obtendrd al comerlo.
Probablemente el color es el mas importante de los factores visuales responsable
de la aceptacion o rechazo asi como la primera apreciacion de la calidad de un
alimento por parte del consumidor (Desroisier, 1983; Marmion, 1984; Newsome,
1986).

El color que presentan los alimentos se debe en algunos casos a la
presencia natural de pigmentos y en otros a substancias intencionaimente anadidas
como aditivos colorantes. La lista de los que en un momento u otro se han utilizado
para pigmentar los alimentos es muy larga pero el nimero de los legalmente
permitidos en la actualidad es muy pequefio.

En general las reglas que rigen el uso de los aditivos colorantes son
complejas y cambian constantemente, por lo tanto colorantes considerados seguros
en un pais, pueden no ser considerados seguros en otras partes del mundo (Hart y
‘Fisher, 1971; Valdés, 1991).

Un aditivo colorante de acuerdo con la Food and Drug Administration (FDA)
es cualquier colorante, pigmente o substancia obtenida por sintesis, extraida o
aislada a partir de un vegetal, animal, mineral u otra fuente y que al ser adicionada
a los alimentos, drogas, cosméticos por si misma (sola o a través de una reaccion
con otra substancia) en capaz de impartir color (Hart y Fisher, 1971).

2.4 CARACTERISTICAS QUE DEBEN CUBRIR LOS ADITIVOS COLORANTES
PARA SER UTILIZADOS EN ALIMENTOS

o Estar legalmente permitidos
Ser seguros a l6s niveles y bajo condiciones de uso, ser quimicamente
consistentes y libres de impurezas.

o No impartir ninguna propiedad indeseable; deben ser insipidos, inodoros
y compatibles con otros aditivos e ingredientes de los alimentos.

« Ser estables bajo las condiciones normales de proceso, en particular
resistentes a los efectos del calor, {uz, oxidacién y reduccion.

.« Tener gran fuerza tintdrea y estar disponibles en un amplio rango de
tonos.

e Ser barato, disponible y de facil manejo

aldés, 1991).




2.2 BENEFICIOS QUE APORTAN LOS COLORANTES EN EL ALIMENTO

» Restablecen su apariencia original cuando los colorantes naturales han
sido destruidos por el procesamiento con calor.

» Garantizan la uniformidad en ef color cuando se presentan variaciones
naturales en la intensidad de! color de los alimentos.

« Intensifican el color natural presente en el alimento cuando este es mas
débil al que el consumidor asocia con un producto de cierto tipo o sabor.

« Ayuda a proteger el sabor y las vitaminas sensibles a la luz durante el
almacenamiento.

e Le da apariencia atractiva a los alimentos que sin color pueden
observarse inapetecibles.

« Ayuda a preservar la identidad o las caracteristicas por las cuales son
reconocidos los alimentos.

¢ Sirve como un indicador visual de la calidad.

(Newsome, 1986; Branen, 1990; Valdes, 1991).

2.3 CLASIFICACION DE LOS ADITIVOS COLORANTES

Para clasificar a los colorantes hay diferentes criterios estos son: en base a
su origen o procedencia, la naturaleza quimica o en su certificacion por la FDA
(Branen, 1990).

En base a su origen se dividen en naturales y sintéticos o artificiales,
considerando su naturaleza quimica se agrupan en funcién de su solubilidad o de
su reactividad por ejemplo, los colorantes azoicos, los derivados polifendlicos, las
estructuras tetrapirrolicas, etc. De acuerdo a la FDA se dividen en dos grupos: los
que no requieren certificacion (incluye colorantes obtenidos de fuentes naturales y
a los compuestos sintetizados con formulacién idéntica a los de origen natural) y los
colorantes sujetos a certificacién (corresponden a los sintetizados quimicamente,
incluyen tinturas y lacas) (de Saint Blanquat, 1988; Rosetta, 1990 ).

2.3.1 ADITIVOS COLORANTES NATURALES

Los colorantes naturales son fos obtenidos de fuentes animales, vegetales o
minerales (Newsome, 1986; Branen, 1990). En la actualidad se utilizan cultivos de
tejidos para la produccion de pigmentos naturales (llker, 1987), también se pueden
utilizar algas y microorganismos, se han usado las especies Monascus ankay M.
purpureus, Streptomyces echinoruber y Penicilium purpurogenum los cuales
producen pigmentos rojos (Francis, 1987). Los colorantes naturales incluyen
antocianinas, carotenoides, xantofilas, clorofilas, betalainas, riboflavina, caramelo,
especias, carmin de cochinilla, tumerico, paprika, crocetina (Newsome, 1886, de
Saint Blanquat, 1988; Branen, 1990; Rosetta, 1990).




2.3.2 ADITIVOS COLORANTES IDENTICOS A LOS NATURALES

Los colorantes llamados idénticos a los naturales son compuestos de
esfructura similar a los naturales pero obtenidos por sintesis quimica, de tal manera
que ya estan disponibles comercialmente carotenoides puros, incluyendo
cantaxantinas, apo-carotenal y B-caroteno. Todos han pasado pruebas
toxicolégicas y son permitidos por la FDA para su uso en alimentos (Newsome,
1986, Dziezak, 1987). '

2.3.3. ADITIVOS COLORANTES SINTETICOS

Los aditivos colorantes sintéticos son compuestos que se sintetizan
quimicamente con un alto grado de pureza. Son los mas ampliamente usados por
fa industria alimentaria y corresponden a los que requieren de una certificacion. En
este grupo se incluyen: las lacas y las tinturas.

2.3.3.1 LACAS

Las lacas son sales de aluminio o calcio de! pigmento correspondiente
extendidas sobre una base insoluble, hidrato de aluminio, lo que las hace insolubles
en la mayorfa de fos solventes incluyendo el agua, por lo tanto colorean por
dispersion. Generalmente dan brillo, estabilidad quimica y térmica més que as
tinturas.

2.3.3.2 TINTURAS

Las tinturas son compuestos solubles en agua que colorean por disciucion,
se pueden producir en forma de polvos, granulos, liquidos, mezclas, pastas y
dispersiones. Pertenecen a una de cuatro clases quimicas: Azo (FD&C amarillo No.
5, FD&C amarillo No. 8, FD&C rojo No. 40, FD&C rojo citrico No. 2y naranja B);
trifenilmetano (FD&C azul No.1, FD&C verde No. 3); indigoide (FD&C azul No. 2) y
xanteno (FD&C rojo No. 3) (Meggos, 1984; Newsome, 1986; Dziezak, 1987,
Branen, 1990; Rosetta, 1990).

24 EVALUACION LEGISLATIVA DE LOS ADITIVOS COLORANTES
ALIMENTARIOS

En los E. U. de norteamerica la FDA (1976) establecié que un aditivo
colorante debe ser estudiado escrupulosamente y determinar su potencialidad para
inducir cancer, efectos en la reproduccion o en el feto, al igual que otros efectos
téxicos, antes de ser propuesto para su uso. En 1977 se establecié analizarse
pericdicamente realizando estudios dentro de los cuales se encuentran: estudios
de dosis agudas y subcrénicas, generalmente en ratas o ratones incluyendo
estudios in utero, estudios teratogénicos en ratas y de reproduccién en diversas
especies, ademas de otros tipos de estudios tales como pruebas metabdlicas o de
mutagenicidad (Fishbeing, 1979).
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Existe una tendencia a examinar frecuentemente la toxicidad de los
colorantes sintéticos utilizados como aditivos en alimentos. Como resultado de esto
algunos colorantes salen de la legislacion y otros se encuentran bajo control debido
al riesgo potencial que representan para los consumidores. Los estudios en el
hombre consisten en una cuidadosa observacion de sujetos que han absorbido la
substancia de prueba, mas que en la experimentacién con dosis predeterminadas.
Los toxicolégos estan particularmente interesados en dos casos, el de los
individuos expuestos profesionalmente a los aditivos o que han absorbido
accidentalmente grandes dosis y el de las poblaciones consumidoras de grandes
cantidades de un aditivo dado. (Newsome, 1986; de Saint Blanquat, 1988; Valdes,

1991).

2.5 ESTUDIOS TOXICOLOGICOS RELACIONADOS CON ADITIVOS
COLORANTES SINTETICOS

Dentro de los estudios que se han realizado se encuentra el de Hueper y
Conway (1964), Clayson y Garner (1976), quienes detectaron un efecto
carcinogénico inducido por los colorantes del grupo azo y los relacionados con los
grupos amino, los cuales al parecer se unen a la cadena del acido
desoxirribonucleico, alterando de esta manera la informacidon genetica vy
desarrollando por lo tanto células anormales (Fishbeing, 1979).

Se ha visto que algunos colorantes sintéticos pueden causar varios
problemas de salud, a continuacion se mencionaran algunos colorantes, sus usos y
acciones toxicologicas.

2.5.1 Amaranfo

Utilizado para colorear la cascara de naranja y del cual hay reportes donde
se sugiere que puede ser carcinogénico, por ejemplo se encontré que ratones
hembra inyectados subcutaneamente con este colorante tenian un incremento de
tumores malignos tales como adenocarcinomas de puimones y linfosarcomas
(Sharratt y col., 1966). También se ha observado incremento de tumores malignos
en la vejiga de ratones después de la implantacion de una pastilla del colorante
(Clayson, 1968). Se ha encontrado actividad mutagénica con este a través de la
prueba de Ames después de la reduccién quimica del colorante (Combes y
Haveland-Smith, 1981).

Es aprobado por la FDA y por la legislacion mexicana solamente para
colorear la cascara de naranjas que no se van a procesar (Concon, 1988).

2.5.2 Eritrocina

Se han realizado varios estudios en diferentes especies animales y sélo en
ratas macho que recibieron dosis altas de este colorante (4% 6 2462 mg/kg/dia) se
observaron efectos carcinogénicos presentando estas una alta incidencia de



tumores tiroideos. No se encontraron efectos adversos cuando se utlllzaron dosis
de 0.1, 0.5y 1% ({IRDC., 1892).

Los estudios subcrdnicos indicaron que este colorante inhibe la conversion
de tiroxina a triyodotironina y esto provoca una incremento en la secrecién de
tirotropina (Newsome, 1986).

L.a laca de este colorante fue excluida de la lista de ¢olorantes permitidos por
ta FDA en enero -de 1990 (Duxbury, 1990). La Legislacion Mexicana no Ia
contempla en la lista de los colorantes permitidos en alimentos (Diario Oficial de la
Federacién Mexicana, 1995).

2.5.3 Carmoisina

La Asociacion de Manufactura de Colorantes Certificados (CCMA) en
Estados Unidos a pedido la aprobacion de este colorante, ya que es utilizado
ampliamente en Centro y Sudamérica, tambien en Europa (Newsome, 1986).

Este colorante ha demostrado no ser mutagénico en varios sistemas
bacterianos (Combes y Haveland-Smith, 1981). Presenta similitud y estabilidad al
FD&C rojo No. 2 o amaranto en tintura. La Legislacion Mexicana permite el uso de
éste colorante en alimentos (Diario Oficial de la Federacién Mexicana, 1995).

2.5.4 Rojo ailura

La FDA aprobé el uso de este colorante basandose, en los datos obtenidos
de un experimento que termind a los 21 meses cuando [as ratas en
experimentacion murieron de neumonia antes de concluir el experimento, a pesar
de esto, la FDA considero que los datos eran suficientes para aprobar su uso. Otros
estudios revizados a partir de 1974, han sido favorables, sin embargo esta
prohibido en el Reino Unido, Suecia, Suiza y los paises de la Comunidad
Econémica Europea (CEE) (Newsome, 1986).

No se encontrd efecto mutagénico de este con la prueba de Ames con y sin
activacion metabolica (Chung y cotl., 1981; Prival y col., 1988).

En los Estados Unidos Mexicanos si se permite su uso en alimentos (Diario
Oficial de la Federacion Mexicana, 1995).

2.5.5 Naranja B

En un estudio realizado por la FDA en 1971, no se encontraron efectos
adversos al ser administrado en concentraciones dietarias de 5% en ratas, 5% en
ratén y 1% en perros. Estudios teratogénicos ralizados en ratas y conejos, al igual
que uno de reproduccién en tres generaciones de ratas no presentaron efectos
adversos en la reproduccion a una concentracién de 500mg/dia, ademas no hubo




evidencia de teratogenicidad en ratas a niveles de 1500mg/kg/dia y en conejos a
500mg/kg/dia (Hatchcock, 1982).

l.a FDA permite que se utilice unicamente en la superficie y la envoltura de
los embutidos, mientras que en la legislacibn Mexicana no esta permitido.
(Newsome, 1986; Diario Oficial de la Federacion Mexicana 1995).

2.5.6 Verde rapido

Estudios crénicos efectuados por la FDA en 1966 en ratas utilizando
concentraciones dietarias de mas del 5% demostraron que este colorante no tiene
efecto genotdxico, ademas de no encontrarse efectos adversos con dosis de 2% en
ratones y de 1% en perros, de donde se establecié una ingesta diaria aceptada de
2.5mg/kg de peso corporal y la DL50 oral en ratas es >2g/kg.

Esta pemmitido por la FDA y también en México para usarlo en alimentos
(Hatchcock, 1982; Diario Oficial de la Federacion Mexicana, 1995).

2.5.7 Indigotina

En 1966 la FDA establecié que este colorante a niveles de 1% en ratas no
provocan efectos adversos y en 1868 recomendé una Ingesta Diaria Aceptada de
0.63 mg/kg de peso corporal. En un estudio sobre reproduccién multigeneracional
realizado en 1974 por la FDA no se encontraron efectos adversos al administrarse
a ratas niveles de 250 mg/kg/dia (Hatchcock, 1982).

Un estudio realizado también en ratas sobre toxicidad crénica, en el cual se
incluyé accién in utero, se encontré que este colorante no presentd efectos
carcinogénicos al administrarse en dosis dietarias de 0.5, 1y 2 % (Borzelleca y col.,
1985).

No se ha visto que tenga efecto mutagénico en células procariotas o
eucariotas (Combes y Haveland-Smith, 1981).

Actuaimente la FDA y la Legislacion Mexicana permiten su uso en los
alimentos. (Newsome, 1986; Diario Oficial de la Federacion Mexicana, 1995).

2.5.8 Amarillo Sunset

La FDA realiz6 un estudio en ratas alimentandolas toda su vida con este
colorante, el resuttado fue un alto nimero de ratas hembra con lesién renal
proliferativa cuando {a administracién del amarillo No. 6 fue en dosis altas. Sin
embargo, se consideré que las dosis dietarias del colorante (5% o 3926 mg/kg/dia)
eran demasiado altas, al administrar concentraciones dietarias de 1.25-2.5%
durante 4 meses no se encontré ningun efecto. En base a estos experimentos se
ha concluido gue no es carcinogénico (Newsome, 1986; Concon, 1988).




Es permitido por la FDA pero no por la Legislacion Mexicana para usarlo en
alimentos (Newsome, 1986; Diario Oficial de la Federacién Mexicana, 1995,

2.5.9 Tartrazina

Este colorante a concentraciones minimas de 0.15 mg puede provocar un
ataque asmatico agudo. Se han reportado varios tipos de reacciones aiérgicas
provocadas por este colorante, como el caso de pacientes que desarrollan urticaria
después de la exposicion a este. (Chaffe y Settipane, 1967).

Se ha demostrado una reaccién de sensibilidad cruzada entre la aspirina y la
tartrazina, aunque no se presenta en todos los casos (Samter y Beers, 1867).
Existen reportes de sintomas tales como: alergia, asma y rinitis en individuos
sensibles. Tales sintomas aparecen mas frecuentemente en individuos asmaticos,
alérgicos o intolerantes a la aspirina (Miller, 1982). Algunas sugerencias indican
que las impurezas del colorante son las responsables de las reacciones
mencionadas, mas que la tartrazina por si misma, sin embargo, esto no ha sido
comprobado (Simon, 1984). También se ha reportado como entre colorantes azo y
ofros componentes quimicos de los alimentos {Samter y Beers, 1967).

En la actualidad, la Legislacién Mexicana permite su uso en alimentos {Diario
Oficial de la Federacién Mexicana, 1995).

2.5.10 Azut brillante

Este aditivo colorante sintético se ha evaluado frecuentemente. Estudios
realizados en 1966 por la FDA demostraron que a concentraciones dietarias del 5%
en ratas y 2% en perros no se presentaron efectos adversos, de aqui que la FDA
establecié6 una Ingesta Diaria Aceptada (IDA) de 5mg/kg de peso corporal.
Basandose en resultados de estudios teratogénicos y de reproduccion
multigeneracional se concluyd que no presenta efectos adversos (Hatchcock,
1982).

Actualmente este colorante es permitido por la Legisiacion Mexicana para su
uso en alimentos (Diario Oficial de la Federacién Mexicana, 1995).

2.6 ESTUDIOS DE GENOTOXICIDAD REALIZADOS EN JUGOS, DULCES Y
REFRESCOS

La Legislacién Mexicana con respecto a los aditivos y a los colorantes
sintéticos en particular, es muy variada y no existen estudios sistematicos en lo que
a nivel y tipo de colorantes en alimentos se refiere en fa Ciudad de Querétaro. Por
lo que en el Departamento de Mutagénesis Ambiental del CEACA-UAQ se
emprendi6é un programa para identificar y cuantificar colorantes sintéticos en
bebidas no carbonatadas, no alcohélicas (jugos) (Rojas, 1992), dulces (Gémez,

10




1994) y bebidas carbonatadas no alcohdlicas (refrescos) (Martinez y Velazquez,
1995) y evaluar su posible actividad genotéxica en el sistema de microntcleos en
células meidticas de Tradescantia (MCN-TRAD).

Los resultados obtenidos muestran la presencia de varios colorantes
sintéticos siendo los mas frecuentes en los productos estudiados tartrazina y azul
brillante, colorantes sintéticos permitidos por la FDA (Newsome, 1986) y por la
Legislacion Mexicana (Diario Oficial de la Federacion Mexicana, 1995). Sin
embargo, en lo que respecta a estudios genotéxicos realizados con aditivos
colorantes sintéticos utilizados en alimentos, farmacos y cosméticos, es dificil
explicar las discrepancias entre los diferentes ensayos de mutagenicidad. Por
sjemplo en el caso de tartrazina resulté negativa en el ensayo de Ames (Combes y
Haveland-Smith, 1982; Ishidate y col., 1984), pero contrastan con los efectos
clastogénicos en células de mamiferos y en células fibroblasticas de hamster
(Cameron y col., 1987). El azul brillante desde 1969 no ha sido enlistado en forma
permanente para su uso, en un reporte final expedido por la FDA en 1881
(Newsome, 1986) basado en reportes recibidos sobre estudios teratoldgicos y de
reproduccion multigeneracionales emitié que no se encontraron efectos adversos;
en Canad4 se revisaron los estudios desarroliados por la FDA y conciuyen que no
hay evidencias razonables para establecer la no carcinogenicidad hasta 100ppm
(Hatchcock, 1984). Otros autores han descrito que induce la formacién de tumores
en rifién de ratas por fo que los estudios mas profundos y extensos in vivo podrian
demostrar el probable potencial carcinogénico de este colorante (Cameron y col.,
1987).

Los estudios preliminares realizados con el bioensayo de MCN-TRAD con
tartrazina y azul brillante indican un efecto genotéxico via inflorescencia a la
concentracion de 0.0024mg/ml y 0.014mg/mi respectivamente. Se ha comprobado
que éste sistema resulta ser adecuado para evaluar el efecto genotéxico de
bebidas no carbonatadas, no alcohdlicas; dulces; y bebidas carbonatadas no
alcohdlicas asi como de otros agentes quimicos y fisicos (Ma y col., 1983; Rojas,
1992: Gémez, 1994; Martinez y Veldzquez, 1995), ademas de ser econoémico y
sencillo de manejar, que proporciona informacién disponible sobre el riesgo
potencial que pudieran tener los agentes evaluados sobre el hombre.

En los anexos 1 y 2 se presentan las caracteristicas fisicas y quimicas (lgoe,
1983) asi como la estructura quimica (de Saint Blanquat, 1988; Furia, 1990) de
estos aditivos colorantes sintéticos identificados con mayor frecuencia en jugos,
dulces, y refrescos respectivamente (Rojas, 1992; Gomez, 1994; Martinez y
Velazquez, 1995).



3 GENOTOXICIDAD

E! término "genotdxicidad" ha sido utilizado algunas veces como sinénimo de
mutagenicidad, sin embargo, existen substancias no mutagénicas que pueden
causar metilaciones aberrantes en el ADN (Kolbye y col., 1983).

3.1 GENES Y CROMOSOMAS

tos genes son unidades de ADN que tienen la capacidad de producir
réplicas exactas de ellas mismas (autoreproduccién), se organizan en secuencias
lineales en los cromosomas. Por lo general los cromosomas son unidades
independientes en las células de la reproduccion (évulo y espermatozoide)
(Gardner, 1980).

El ADN es una macromolécula constituida de subunidades denominadas
nuciedtidos. A su vez cada nucleétido se forma de tres partes: un grupo ortofosfato
unido a un anillo de desoxirribosa, uniendose ésta a una base nitrogenada. El
ortofosfato y la desoxirribosa tienen una estructura Unica, la base nitrogenada
puede ser de cuatro tipos distintos: puede estar formada por un anillo hexagonal
unido a un anillo. pentagonal, en cuyo caso de denomina base purica, con dos tipos
principales la guanina y la adenina o bien puede estar constituida de un sélo anillo
hexagonal llamandose base pirimidica con las otras dos: timina y citosina. Una vez
que se demostré que el ADN era la molécula responsable de la conservacion y
transmision de la informacidn hereditaria de los seres vivos se hizo evidente que no
sélo su constitucion quimica era importante, sino también fa estructura espacial de
los componentes de la misma (Levine, 1974).

En 1953, Watson y Crick publicaron un articulo en el cual daban a conocer
una estructura para el &cido desoxirribonucleico. Sostenian que el ADN era una
molécula con un arreglo tridimensional de doble hélice complementaria, de tal
manera que las bases de una cadena se enfrentan con las complementarias de su
homéloga formando asi su estructura estereoquimica (Freeland, 1981).

De acuerdo con Watson y Crick las dos cadenas se encuentran entrelazadas
entre si a modo de escalera de caracol, o sea, de dos hélices enrrolladas una sobre
ia ofra. El esqueleto de cada una de las dos cadenas esta formado por las
moléculas de ortofosfato y desoxirribosa alternadas. Los peldafios de la escalera
estan constituidos por las bases nitrogenadas, puricas y pirimidicas, de una y otra
cadena enfrentadas entre sf unidas mediante un tipo especial de enlace quimico
denominado enlace por puente de hidrégeno. La estructura de las bases
nitrogenadas es tal que frente a la adenina, (purica) s6lo puede colocarse
normaimente !a timina, (pirimidica) (Levine, 1974).

La entidad puede ser una proteina, una molécula de ARNt (ARN de
transferencia), una enzima o un cierto ARN que finaimente llegue a formar parte de
un ribosoma. Sea cual fuere el componente, en la molécula helicoidal de! ADN
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estara el gen correspondiente. La organizacién de todas las entidades dan lugar a
la formacion de un organismo con todas sus caracteristicas (Hofstadter, 1982).

Los cromosomas son estructuras celulares constituidos por los genes, son
corplsculos presentes en el nicleo celular, que durante la mitosis adquieren forma
de bastoncillos, esfera o de V (uve). El nimero de cromosomas es constante para
cada especie, el material genético en el humano consta de 46 cromosomas, de
estos 44 se denominan autosomas y 2 son cromosomas sexuales; la mujer tiene 2
cromosomas X y el hombre un cromosoma X y un Y. Los autosomas o cromosomas
homélogos poseen caracteristicas idénticas y en los cromosomas sexuales o
heterocromosomas son diferentes.

3.2 MUTAGENESIS

Un mutageno es un agente ambiental, ya sea fisico o quimico capaz de
inducir cambio en el ADN de un organismo.

Se considera como mutacién una modificacién en la secuencia de ias bases
nitrogenadas que constituyen e! material genético (ADN) este cambio puede ocurrir
en los genes (unidades de informacién) o en los agrupamientos de genes
{cromosomas) (Cortinas y coi., 1880).

La mutagénesis, incluye la induccién de dafio al ADN y toda clase de
alteraciones genéticas, clasificadas desde cambios en uno o varios pares de bases
del ADN (mutacién genética), gruesos cambios en la estructura de cromosomas
(aberracidn cromosomica) o cambio en el nimero cromosdmico, de este modo
cualquier agente capaz de producir esta alteracion es considerado mutageno
(Casarett-Douli, 1991).

El dafio producido por diversos factores al material genético, a través de fa
mutagénesis, es uno de los riesgos toxicolégicos que no se han vaiorado
suficientemente, a pesar de su repercusion en la salud de los individuos afectados
y sus descendientes. Algunos estudios sugieren una relacién causal entre la
mutagénesis y la transformacién maligna de las células (carcinogénesis) y ciertas
alteraciones del desarrolio (teratogénesis) (Kalter, 1971; Trosko y Chang, 1978).

El término "clastogénesis” (produccion de un rompimiento) complementa al
de mutagenesis para designar el proceso de cambios genéticos el cual aparece
microscopicamente como una adicién, deleccion o rearreglo de partes de
cromosormas en especies de eucariotes.

Las mutaciones se pueden manifestar clinicamente como padecimientos
congénitos (teratogénesis) y carcinogénesis (Infante y col., 1976; Corbett, 1976).

Actualmente existen mas de 2000 enfermedades hereditarias.
Aproximadamente el 3% de todos los recién nacidos son portadores de anomalias
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congénitas que requieren atencidn médica y cerca del 60% de los abortos que
ocurren en 3er. trimestre del embarazo, son consecuencia de aberraciones
cromosémicas. Esto pone de manifiesto la contribucion de las alteraciones
genéticas a la patologia humana (Shepard y col., 1975; Ramel, 1978, Fabricant y
col., 1978).

Recientemente se ha propuesto que el peligro en la salud por eventos
mutacionales que involucra tejidos somaticos y germinales, puede conducir a varios
desérdenes somaticos, efectos teratogénicos y padecimientos hereditarios.
Ademas la evidencia directa del origen mutacional de enfermedades somaticas en
humanos es limitada, pero inferencias realizadas de resultados experimentales en
otros organismos soportan la idea de que algunas enfermedades tienen su origen
en mutaciones, esto es particularmente cierto por la relacion entre mutaciones
somaticas y cancer, ya que en afios recientes los andlisis de la activacion
oncogénica indican fuertemente que las alteraciones especificas del ADN vy
cromosomas estdn intimamente involucrados con el proceso carcinogénico.
Basandose en lo anterior se concluye que datos experimentales en mutagénesis y
carcinogénesis indican que los factores mutagénicos son importantes en el proceso

carcinogénico.

Hay evidencia considerable de que mutaciones cromosomicas y genéticas
son factores importantes en carcinogénesis, y que ciertos canceres humanos
pueden ser prevenidos por la ideftificacion de agentes mutagénicos en el medio (
Ames, 1979; Ramel y col., 1988), por lo tanto la incidencia de cancer puede ser
reducida al proteger al humano de la exposicion a tales agentes (Ames, 1979).

3.2.1 TERATOGENESIS

Se refiere a las alteraciones estructurales y funcionales del desarrollo, desde
la formacion de los gametos hasta el adulto, y por ende, un teratégeno es un factor
endégeno (gene mutante) o exégeno (biologico, fisico o quimico) que impide el
desarrollo arménico de! individuo (Leonard, 1975).

L a teratogénesis en casos extremos, puede conducir a la muerte embrionaria
total, aunque no todas estas muertes son atribuidas al mismo proceso. Ademas
existen factores cuya accién no se considera teratogénica, ya que unicamente
producen una reduccién en el crecimiento (toxicidad embrionaria o fetal) o lesiones
reparables en el sentido patolégico usual (fetopatégenos), sin distorsionar el
desarrollo (Zimmerman, 1975).

3.2.2 CARCINOGENESIS

Ei cancer o transformacion maligna de las células les confiere la capacidad
de crecer indefinidamente, provocando la formacién de grandes poblaciones que
pueden invadir otros tejidos distintos del origen (Cortinas y col., 1980).
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Se han propuesto dos tipos de hipotesis sobre el origen de este
padecimiento: el primero sefiala como factor causal a las alteraciones genéticas,
basado particularmente en los casos de predisposicion hereditaria al cancer y en la
observacién de que la mayoria de los agentes carcinogénicos producen
mutaciones, el segundo propone mecanismos epigenéticos apoyados en la
evidencia de reversiones tumorales y en la incapacidad de algunos carcinégenos
para producir mutaciones (Trosko y Chang, 1978).

Los diversos cénceres en el ser humano son padecimientos que se originan
a partir de la alteracion de una de las muchas células del cuerpo, la cual empieza a
dividirse en forma autdonoma dando lugar a millenes de células como ella capaces
de autorreplicarse e invadir e} organismo. De acuerdo con el lugar en el que se
producen las células, las diversas variedades de cancer se agrupan en:
carcinomas, sarcomas, leucemias y linffomas. Los primeros son los predominantes,
ya que representar alrededor del 90% de los casos de cancer.

Existen evidencias clinicas que sefialan que la mayoria de los canceres en el
ser humano muestran algin tipo de alteracion relacionada con la diferenciacion
celular y en muchos de ellos se ha descrito que el proceso de carcinogénesis se
inicia con alteraciones pre-neoplasicas, como metaplasias, displasias o papilomas,
en las que la célula muestra anomalias en la diferenciacion (Fay, 1978).

3.2.2.1 MECANISMOS DE CARCINOGENESIS QUIMICA

En 1940 se propuso que el proceso de carcinogénesis estaba formado de
dos étapas: INICIACION y PROMOCION. En la primera, la administracién de lo que
se conoce como un iniciador da lugar a un cambio que predispone a la célula a la
transformacion maligna, que se lleva a cabo hasta que la célula se ve expuesta
repetidamente a una cantidad suficiente de un agente o una sustancja promotora
(Doll y Peto, 1981). Ademas de la iniciacion y promocion, se considera que hay una
tercera étapa en el proceso de carcinogénesis denominada PROGRESION. Los
patolégos han reconocido una gran heterogeneidad en la morfologia tumoral,
asociandose a la progresién de los tumores con cambios irreversibles e
independientes de una célula a otra, que dan lugar a la multiplicidad de tipos
celulares.

La dinamica de la progresion tumoral incluye entre otros, una amplia
variedad de alteraciones cromosémicas numéricas y estructurales en diversos
tumores, asi como una heterogeneidad en los patrones de metilacion del ADN, lo
que trae consigo cambios en la expresion génica. Consecuentemente en las fases
terminales del cancer se observan diferencias en la capacidad invasiva de las
células cancerosas, .en su transplantabilidad y en la sensibilidad a hormonas y
farmacos. También se observan cambios en la fosforilacion de proteinas, lo que se
asocia con la cantidad de sus enzimas, a ia vez que se detectan cambios en sus
antigenos de superficie (Fugita y col., 1985).
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Algunos compuestos quimicos pueden participar en las étapas de iniciacién
y progresion del proceso de carcinogénesis al ocasionar alteraciones en el material
genético de las células debido a su capacidad mutagénica, es decir, existe la
posibilidad de que un compuesto mutagénico sea también carcinogénico. Incluso,
adn cuando este, por si s6lo no provoque alteraciones en el ADN, al asociarse a
ofros compuestos o bien al sufrir transformaciones dentro del organismo, se puede
convertir en mutagénico (Miller y Skiner, 1983; Ames y col., 1887, Leon y col,
1988).

3.2.2.2 RELACION DE LOS HABITOS DIETETICOS CON EL DESARROLLO DEL
CANCER

Ei cancer, que en su etiologia multicausal, incluye a la alimentacion,
mediante procesos de genotdxicidad, deficiencia inmunitaria y participacion de
radicales libres entre otros, también puede ser un indicader de las consecuencias
de la ingestion de alimentos en forma no adecuada, por ejemplo, hoy en dia los
habitos dietéticos se caracterizan por el exceso de calorias aportadas por grasa
saturada, colesterol y azicares, las frutas y verduras en lugar de frescas se
consumen enlatadas o previamente cocidas, por lo cual el contenido de fibra
disminuye (Lowering, 1985; Connor y Connor, 1989; Sabaté, 1995).

Por lo general el consumo de productos industrializados es alto, la pobiacién
rural ha tenido progresivamente mayor disponibilidad de productos con mas sabor
y de facil preparacién, sobre todo los de trigo, arroz y las grasas y azucares. En
poblaciones urbanas ha disminuido la demanda de varios alimentos de origen
vegetal y por esta razon se ha incrementado la de alimentos de origen animal y el
de productos industrializados incluyendo a los refrescos y a todos los productos del
tipo “chatarra” (Chavéz y col., 1993a) que a parte de ser ricos en sal, aztcar y
grasa, contienen aditivos colorantes sintéticos que en la mayoria de los alimentos
no se menciona el tipo y concentracién de estos y en ocasiones la concentracion
para algunos alimentos puede ser mayor a la recomendada (Vargas y col., 1996).

El nimero total de calorias consumidas puede alterar el grado de division
celular en cualquier 6rgano en el cual las células estan sufriendo mitosis. La grasa
total de la dieta influencia el riesgo de cierfos tipos de cancer. mama, prostata y
colon. La grasa saturada.y el colesterol han estado ligados con las enfermedades
cardiovasculares. Una ingestién excesiva de alimentos, pero especialmente de
aquellos ricos en calorias y en grasa produce obesidad, la cual da origen a otros
padecimientos como la diabetes, hipertension, hiperlipidemias y aterosclerosts
{Flores y Nicola, 1993; Sabaté,1995).

Estudios epidemiolégicos indican una interrelacion de diversos factores de la
dieta en el desarrollo de cancer de la mucosa gastrica (Howson y col., 1986;
Weisberger, 1986). Las pruebas disponibles sugieren que la mucosa se dafie por
una dieta rica en sal, lo que aumenta la vulnerabilidad a un carcinégeno derivado
de una dieta alta en nitratos y nitritos (aditivos empleados en el proceso de curado).
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Al parecer la iniciacion y progresion de la enfermedad puede inhibirse si se
-consumen frutas y verduras frescas, en especial las que confienen vitamina C, que
se ha demostrado que inhibe la formacién de nitrosamina. La reaccion de N-
nitrosacién también se inhibe con el tocoferol (Mirvish, 1986).

Hay suficiente evidencia para aceptar que el consumo de nitritos, presentes
principalmente en las cames ahumadas y procesadas (jamén, salchicha, efc.) es
un factor de riesgo para desarrollar cancer gastrico. Asf como se ha observado que
el consumo de sal es mas frecuente entre pacientes con este tipo de cancer
comparados con sujetos sanos (Lépez, 1995).

Se sugiere que no es un Gnico nutrimento o una sola clase de alimento, lo
que significativamente representa un riesgo para la mayoria de las neoplacias, sino
que mas bien es el patrén distético o la mezcla de un variado numero de
compuestos que se encuentran presentes en muy baja concentracién en el aire,
agua y alimentos que se consumen diariamente, en estos casos la presencia de
sustancias toxicas se debe principalmente a la contaminacién microbiana, residuos
de plaguicidas y aditivos de alimentos (Ames y col., 1987; Pariza, 1989, Flores y
Nicola, 1993).

La tendencia de consumir en general, alimentos refinados o procesados,
disminuye la ingestion de vitaminas, ciertos nutrimentos inorganicos, asi como de
fibra que contienen los alimentos en su estado mas natura! (Lowering, 1985;
Connor y Connor, 1989; Sabate, 1995).

Por tal razén es importante tomar en cuenta los habitos de alimentacion de la
poblacién en general, considerando el alto consumo de productos industrializados,
sin olvidar que el uso de aditivos colorantes sintéticos, ademas de nitratos y nitritos
pueden llegar a desarroliar un cancer por su capacidad de alterar el ADN de las
células.

Los tumores malignos han aumentado considerablemente en nuestro pals,
ocupando el primer lugar como causa de muerte en gran parte de la poblacion
femenina ya que abarca las edades desde 25-64 afios {cuello uterino, traquea,
bronquios, pulmén y mamay), el segundo lugar en personas de 65 anos y mayores
(cuello uterino, estémago, traquea, bronquios, pulmén y préstata) asi como en
mujeres de 15-24 afios (leucemia) y en personas de 15-14 afios (leucemia), el
tercer lugar corresponde a hombres de 45-64 afios (traquea, bronquios, pulmén y
estomago), el cuarto lugar a hombres de 15-24 arfios (leucemia), el quinto a
hombres de 25-34 afios (leucemia y estémago), el sexto es para hombres de 35-44
afios (estdmago, leucemia, traquea, bronquios y puimoén) y en personas de 14
afios (leucemia) (Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica, INEG!,
1999) (Tabla I).
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Tabla I. REGISTRO NACIONAL DE TUMORES MALIGNOS, LUGAR QUE OCUPAN COMO
CAUSA DE MUERTE SEGUN SEXO Y EDAD.

. _ _ _ Y EDAD {ANOS )
Cueilo uterino, estémago, traquea, bronquios y pulmén| F
Prc‘)stata, traquea, bronguios y pulmén 2° M 65y >
1Cuello uterino, traquea, bronquios, puimén y mama 1° F 45-64
i Traquea, bronquios, pulmén, estémago 3° M 45-84
[Cuello uterino 10 F 35-44
f Estéomago, leucemia, traquea, bronquios y pulmén 8° M 3544
[Cuello uterino y mama 1° F 25-34
Leucemia y estémago_ 8° M 25-34
|Leucemia 2° F 15-24
jLeucemia 4° M 15-24
] eucemia 2° FyM 5-14
Leucemia 6° FyM 1-4
Tumores malignos 18° FyM < 1

Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica, 1998.

Las comparaciones internacionales de los datos de incidencia y mortalidad,
los estudios de caso-control, han apoyado la hipétesis de que algunos tumores se
refacionan con ia dieta. En México es prevailente el cancer gastrico, principalmente
en sujetos que no consumen frutas ni verduras frescas. El cancer de vesicula y vias
biliares es mas frecuenfe en mujeres obesas, diabéticas o con antecedentes de
colelitiasis. La dieta rica en grasas saturadas y baja en fibras dietéticas, se ha
asociado con el cancer de colon, endometrio y vesicula biliar (Carrada, 1992).

Aproximadamente el 90% de todos los canceres, se correlacionan con los
factores ambientales, incluyendo los habitos alimentarios (Armstrong y Doll, 1875;
Wynder y Gori, 1977; Doll, 1992; Potter, 1992). Aunque datos publicados sugieren
que el 60% de los canceres en mujeres y mas del 40% en hombres, se relaciona
con los habitos dietéticos (Doll y Peto, 1981), y el porcentaje actual probablemente
depende de un nimero de factores, incluyendo el tipo de tumor examinado y la
ingestion relativa de nutrimentos esenciales y no esenciales. Estimaciones mas
recientes de estudios epidemiolégicos describen que aproximadamente el 35% de
todas las muertes por cancer pueden relacionarse con la dieta (Eddy, 1986).

4. ANTIMUTAGENOS Y ANTICARCINOGENOS
Se denominan antimutagenos, a ciertos quimicos con propiedades que

directa o indirectamente reducen o eliminan la actividad mutagenica de ofros
quimicos. De hecho este término fue usado para describir aquellos agentes que
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reducen la frecuencia o velocidad de mutacion espontanea o inducida,
independientemente del mecanismo involucrado (Novick y Szilard, 1952).

La investigacion de antimutagenos y anticarcinégenos se encuentra en pleno
desarrollo y ha aportado evidencia de la existencia de una gran variedad de
sustancias, naturales o sintéticas, que pueden antagonizar la accidén de iniciadores
o promotores. Dichas sustancias han sido clasificadas, de acuerdo con la étapa del
proceso de carcinogénesis en el que ejercen su accion, en agentes que:

* inhiben la formacién de carcindégenos a partir de sus precursores, como el
Acido ascérbico que impide la reaccion de nitritos y aminas, evitando la formacion
de nitrosaminas (Piper y col., 1985).

* Bloquean el acceso de los agentes cancerigenos a los érganos blanco
donde actGan, ya sea impidiendo su activacién metabdlica (disulfiran), aumentando
la actividad de enzimas detoxificadoras {antioxidantes) o la de conjugacién de los
compuestos, 0 bien eliminando la forma reactiva de los carcinégenos (glutation)
(Reddy y Lafwuani, 1983).

* Suprimen la expresion de genes que condicionan la transformacién de
células iniciadas (retinoides, inhibidores de proteasas, etc.) (Hooper y col., 1987).

Recientemente muchos compuestos provenientes de la dieta normal han
mostrado inhibir el dafio mutagénico y se refieren a ellos como antimutagenos.
Componentes de nuestros alimentos tales como vitaminas, acidos grasos, fenoles,
fibras, elementos trazas, productos de fermentacién y porfirinas han manifestado
tener actividad antimutagénica en diferentes ensayos in vitro (Tabla Ii)

Los compuestos antimutagénicos pueden ser clasificados de acuerdo a la
étapa durante la cual exhiben sus efectos protectivos, y se pueden apreciar en [a
tabia 1ll, recordando que Waters y col., en 1990 hacen incapié en la importancia de
distinguir entre los agentes antimutadgenos que actiian fuera de la célula, llamados
desmutagenos y que causan una modificacién quimica o bioguimica del mutageno
antes de que el ADN se darie; y aquellos agentes que ejercen su funcion dentro de
ia céluia se llaman bioantimutdgenos y reducen la frecuencia de mutaciones gque
interfieren con el proceso celular.

Los agentes que actUan fuera de la célula {extracelular) reciben el nombre
de desmutégenos y causan una modificacidén quimica o bioquimica del mutageno
antes de que el ADN sea danado. Por otra parte los que actGan dentro de la célula
(intracelular) se llaman biomutagenos y su funcién es reducir la frecuencia de
mutaciones que interfieran con el proceso celular (Waters y col., 1980).

Solo una parte de los componentes alimenticios poseen propiedades

antimutagénicas y anticarcinogénicas y esta doble actividad se le atribuye a las
vitaminas antioxidantes y a la fibra (Sugimura, 1986).
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Tabla II. COMPONENTES ALIMENTICIOS CON ACTIVIDAD ANTIMUTAGENICA

ll | | -arteno, oc—tooferol, cido scérbico
ACIDOS GRASOS _ Acido linoleico

. __ ) _ A cloroénico, cafeico, elaic,

e — Celulosa, salvado .
-

PRODUCTOS DE FERMENTACION:

lorofilina, hemina '

Fragmentos de la pared celular de
lactobacilos y estreptococos '

PRODUCTOS DE REACCION: ____|[Melanoidinas, dicarbonilos i

Aeschabacher, 1989,

Tabla HI. CLASIFICACION DE ANTIMUTAGENOS SEGUN SU MECANISMO DE ACCION

{A. EXTRACELULAR

l* Inhibidores de la formacién endégena de mutagenos
* Inhibidores de la absorcion de mutagenos
I* Inactivacion de promutagenos o mutagenos

iB. INTRACELULAR

i Agentes blogueadores: impiden a los mutdgenos reaccionar con
i sitios blancos

- Inhiben 1a conversion al carcinégeno final
- Incrementan la actividad de enzimas destoxificantes
- Reaccionan directamente con electréfilos

i* Atrapadores de radicales
i* Agentes supresores que previenen la expresion neopiasica de

i células iniciales

8* Agentes moduladores que afectan el sistema de reparacion det ADN

Ramel col., {16) Waters y col., 1990). S o '
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4.1 ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes son compuestos o substancias que se encuentran
naturalmente en los alimentos o los hay en forma sintética, evitan o reducen la
. intensidad de las reacciones de oxidacion {adhesioén de oxigeno a una molécula) (

Uri, 1961; Mahan y col.,1895)

Los radicales libres: son atomos o moléculas reactivas inestables porque
tienen electrones no apareados en sus 6rbitas y tienden a formar enlaces con las
moléculas que se encuentran alrededor (Diplock, 1992; Tejero, 1994).

Tipos de radicales fibres: Radical hidréxilo (OH), radical superéxido (Og),
peréxido de hidrogeno (H.0.), oxigeno molecular, radical tiol, hipoclorito,
triclorometil oxido nitrico (Wahle y col., 1990; Diplock, 1992; Tejero, 1984).

Se cree que ef mayor efecto potencialmente daiiino del oxigeno, debe ser la
formacién y la actividad de las especies reactivas de oxigeno, que actdan como
oxidantes, esto es, componentes con tendencia a donar oxigeno a otras sustancias.
Las especies reactivas de oxfgeno son producidas continuamente en el cuerpo
humanc, como consecuencia el proceso metabdlico normal. Si los radicales libres
no son inactivados, su reactividad quimica puede dafar todos los tipos de
macromoléculas, incluyendo, proteinas, hidratos de carbono, lipidos y acidos
nucleicos. Varios de los dafios provocados por estas moléculas reactivas estan
implicados en la causalidad de enfermedades degenerativas. Por ejemplo, los
efectos destructivos de las proteinas, puede jugar un papel en el desarrolio de
cataratas, el dafo en et ADN, esta involucrado en proceso de cancer y los efectos
en los lipidos contribuyen aparentemente a ia aterosclerosis (Hennekens y
Gaziano, 1983).

Los antioxidantes naturales son aquellas sustancias que estan normalmente
presentes en los sistemas bioldgicos y previenen el dafio oxidativo. Estos pueden
ser:

* Enzimas: Superdxido dismutasa, glutation peroxidasa y catalasa.
* Nutrimentos: f-caroteno, tocoferoles, acido ascorbico, selenio, etc.
* Metabolitos: Glutation, &cide drico.

Los antioxidantes sintéticos pueden ser: Aditivos y medicamentos
{Diplock, 1992; Packer, 1994},

Las funciones antioxidantes estan asociadas con la disminucion del dafio al
ADN, reduccion de la peroxidacion lipidica, ademas epidemioclogicamente se
relacicnan con la disminucidbn de la incidencia de ciertos tipos de cancer y
enfermedades degenerativas, como las enfermedades isquemicas y las cataratas
(Marshall y Van Elswyk, 1995).
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4.1.1 PROPIEDADES DE ALGUNOS ANTIOXIDANTES NATURALES

Los antioxidantes juegan un importante papel en el sistema de defensa in
vivo en contra del estress inducido por los radicales libres y por algunas especies
de oxigeno. El B-caroteno, ia vitamina E y la C son conocidos por su particular
importancia en el mantenimiento de la salud y la prevencion de enfermedades (Nili
y col., 1995).

4.1.1.1 CAROTENOIDES

Los carotenoides son un grupo de pigmentos (rojos, naranjas y amarillos)
que se encuentran en los alimentos de origen vegetal, particularmente en frutas y
verduras y en los tejidos de animales que se alimentan de plantas. Algunos
carotenoides pueden actuar como precurscres de la vitamina A y otros no. Esta
propiedad no se relaciona con su actividad antioxidante. Importantes carotenos
dietarios incluyen: B-caroteno, licopeno, leutina, zeaxantina y B-criptoxantina. El
caroteno beta no es toxico y puede proteger por un mecanismo independiente de
su accién como precursor de la vitamina A como antioxidante protector, es capaz
de atrapar radicales organicos libres toxicos y moléculas de oxigeno Unico. Datos
limitados en animales sugieren que sus suplementos reducen la frecuencia de
tumores inducidos quimicamente (Temple y Basu, 1887).

4.1.1.2VITAMINAE

El término “vitamina E" es un nombre colectivo de numerosos y diferentes
tocoferoles y tocotrienoles, los cuales comparten la misma actividad bioldgica. Esta
vitamina es una substancia liposoluble. Es el mayor antioxidante de las membranas
celulares y es un protector de los &cidos grasos poliinsaturados en contra de la
oxidacion. Se ha dado atencidon a ésta vitamina porque su funciébn como
antioxidante intracelular puede proteger contra el dafo cromosdmico inducido por
carcindgenos. Datos epidemiologicos muestran una relacién inversa entre los
valores séricos de vitamina E y el desarrollo subsecuente de cancer (Knekt, 1988).

4.1.1.3 VITAMINA C

La vitamina C (acido ascérbico) es una substancia soluble en agua. Se
piensa gue es el mas importante de los antioxidantes en los fluidos extracelulares y
también en la actividad intracelular. Las propiedades antioxidantes del acido
ascorbico también pueden influir en la tumorigénesis. En modelos animales este ha
mostrado inhibir la formacion de nifrosaminas carcinogénas. Estudios
epidemioldgicos refieren que un aumento en la ingestién de frutas y verduras ricas -
en acido ascérbico protege contra el céncer, en particular de estbmago y esdéfago
(Glatthaar y col., 1986).



La Tabla IV muestra las fuentes de alimentos donde podemos encontrar las
vitaminas antioxidantes (carotenoides, vitamina E y vitamina C).

Tabla IV. FUENTES ALIMENTARIAS DE VITAMINAS ANTIOXIDANTES

VITAMINA A

1(Retinol, carotenos:

jalfa, beta y gamma) Higado, rifidn, grasa de la leche, yema
de huevo, verduras amarillas y verde
oscuro, albancoues, meién, duraznos. |

Germen de ftrigo, aceites vegetales,
verduras de hoja verde, grasa de la
leche, yema de huevo, nueces.

(Acido ascorbico) Fruta citrica, tomate, melén, pimientos, |
' co cruda gua aba, fresas lﬁa patata. |

Mahanyoo! 1995,

4.1.2 IMPORTANCIA DE LOS ANTIOXIDANTES EN LA DIETA

Los antioxidantes son esenciales en la salud humana, en general, sus
funciones estan asociadas con la disminucion del dafio al ADN, reduccién de la
peroxidacion lipidica, ademas estan asociados epidemioldgicamente con la
disminucién de la incidencia de ciertos tipos de cancer y enfermedades
degenerativas como las de tipo isquémico y [as cataratas. Protegen atrapando los
radicales libres reaccionando con ellos antes de que puedan reaccionar con
moléculas lipfdicas (Marshall y Van Elswyk, 1995).

Los antioxidantes juegan un papel importante en el sistema de defensa in

vivo en contra del estress oxidativo inducido por los radicales libres o por algunas
especies de oxigeno (Nili y col., 1995).
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4.1.3 MECANISMOS DE PROTECCION DE ALGUNOS ANTIOXIDANTES

Las vitaminas antioxidantes desempenan funciones interesantes de
proteccién al organismo contra ciertas patologias, a continuacién se mencionan las
principales funciones de estas:
4.1.3.1 CAROTENOIDES:

- Relacién inversa entre la concentracion de caroteno en plasma
y el riesgo de padecer cancer de pulmén, vesicula, estomago y
enfermedades vasdioculares

- Desactiva el O»----anuladores o extinguidores fisicos

- Proteccion a membranas contra la peroxidacién lipidica

- Disminuye la susceptibilidad de las lipoproteinas y otras
moléculas vulnerables a sufrir dafio

- Fotoproteccion a células-—-disminucidn en el % de mutaciones
y formacioén de células precancerosas

- Incrementa la comunicacion celular

- Previene e! crecimiento autonomo del dafio celular

(Tejero, 1994, Ensminger y col., 1995)

El p-caroteno es la fuente mas importante de la provitamina A y puede servir
como antioxidante del cuerpo, es ademas un colorante natural muy utilizado
(Temple y Basu, 1987; Schuep y Schietle, 1997).

4.1.3.2 VITAMINA E:

- Primera linea de defensa contra la peroxidacion de acidos
grasos poliinsaturados de fosfolipidos de membranas
plasmaticas y subcelulares

- Retarda la rancidez de grasas en los alimentos y tracto
digestivo

- Mas efectiva en la neutralizacion de radicales libres en la
membrana dando estabilidad y con esto la interrupcion de la
cadena

- Evita la destruccion de &cidos grasos insaturados y vitamina A
en el tracto intestinal y en los tejidos aumentando la
actividad de esta

- Protege a las membranas de las sustancias toéxicas formadas
cuando existe oxidacion de los acidos grasos insaturados

- Protege a las células del pulmén del dafio que puedan causar
los componentes del smog, ozono, bidxido de nitrégeno

- Regulador de la sintesis de ADN

- Suplementacién de Vitamina E----Disminuye 50% el riesgo de
cancer oral

1 (Ensminger y col., 1985).

.
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La vitamina E es un antioxidante que debe consumirse regularmente como
parte de la dieta humana, por sus inumerables funciones de proteccion al cuerpo
humano.

4.1.3.3 VITAMINAC

- Actia en el metabolismo como coenzima o cofactor

- Aumenta la absorcion del hierro

- Participa en la sintesis de colageno

- Reduce el riesgo de infecciones

- Es esencial para la oxidacién de fenilalanina y tirosina

- Participa en la hidroxilacion de ciertos esteroides

- Interviene en la conversion de triptéfano a 5-hidroxitriptéfano

4.1.4 MECANISMOS DE ACCION DE LOS ANTIOXIDANTES

A pesar de la complejidad de interacciones y del laberinto de posibles
mecanismos por los cuales los compuestos naturales pueden ejercer un efecto
conjuntamente para proteger al hombre del cancer, ademas la gran mayoria de los
compuestos discutidos en ia Tabla Il poseen propiedades antioxidantes naturales,
que pueden actiar por diferentes mecanismos y a distintos niveles del organismo
(Tabla V) para dar la méaxima proteccién contra el dafio mutagénico-carcinogenico
(Bartsch y col., 1982; Gichner y Veleminsky, 1988).

Tabla V. MECANISMOS DE ACCION DE LOS COMPUESTOS ANTIOXIDANTES
1. INHIBICION DE FORMACION DE NITROSAMINAS | |

Competicion con reaccion electrofilica de nitrito con aminas
_secundarias

COLECTOR DE MOLECULAS REACTIVAS

} Atrapa metabolitos electrofilicos cargados positivamente o
|___colector eradrcalesomeno ____

2 MODULACION DE MONOOXIGENASA/SISTEMA ENZIMATICO "DEFENSA
ERADICAL"

_ Altec;én de electrones de NADPH ]

4. ANTIPROMOCION

__Radicales fibres involucrados en la | promocion del tumor______
Aesd1xabacher (1989)
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4.1.5 ESTUDIOS CON ANTIOXIDANTES RELACIONADOS CON LA
PREVENCION DEL CANCER Y OTRAS PATOLOGIAS

Se ha comprobado que personas con una alta ingesta de vitamina E, tienen
un menor riesgo de enfermedades coronarias. La suplementacién con esta vitamina
100 Ul por dos o mas afos fueron asociadas con una disminucion del 37% del
riesgo al ataque cardiaco en hombres y del 48% en mujeres (Stampfer y col., 1993,
Rimm y col., 1993).

Algunos investigadores han presentado evidencia de que la vitamina E y
otros antioxidantes fendlicos retardan el envejecimiento y previenen el desarrollo de
cancer (Sortwell, 1995).

Otros estudios han demostrado que la vitamina A (acido retinoico y
retinoides), al igual que la vitamina E (tocoferol) y la vitamina C (acido ascérbico)
desarrollan un importante papel como factor regulador e influye en el crecimiento,
diferenciacion y regresion de células cancerigenas, aun mas, puede revertir las
células cancerosas normales en varios tipos fenotipos tanto in vivo como in vitro

(Lupescu, 1993).

La vitamina A, B-carotenos (provitamina A), E y C, reducen y detienen de
manera significativa la incidencia de cancer en piel, colon, estémago, eso6fago,
glandula mamaria, vejiga y pulmén (Lupescu, 1993).

Los carotenoides, especialmente los p-carotenos poseen un efecto
antitumoral en muchos tipos de cancer en animales y humanos, de lo cual se
deduce que el poder quimiopreventivo no esta relacionado a su conversién a
vitamina A (Lupescu, 1993).

Resultados de numerosos estudios epidemiolégicos y de laboratorio
sugieren que los carotenoides pueden ser importantes en la prevencion de varios
tipos de cancer (Krinsky, 1993; Gerster, 1993; Van, 1993) y el consumo de una
dieta rica en carotenoides y después un diagnostico de cancer ha sido asociada
con un pronostico mas favorable (Ingram, 1994; Jain y Miller, 1994).

En Lixian, China la administraciéon de 15 mg de p-caroteno sintético, 50 mg
de selenio y 30 mg de a-tocoferol por dia durante 5 a 6 afios redujo la incidencia de
cancer del tracto gastrointestinal alto, comparado con otras combinaciones de
vitaminas y nutrimentos inorganicos en una gran poblacién de adultos desnutridos
(Blot y col., 1993).

Investigaciones de laboratorio han mostrado que la oxidacion de lipidos

puede promover aterogénesis y que los antioxidantes pueden retardar este proceso
(Steinberg y col., 1984). Estudios prospectivos han sugerido que los individuos con
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altas ingestiones de p-caroteno y vitamina E tienen mas bajo riesgo de enfermedad
coronaria y ataque cardiaco (Gaziano y col., 1894).

Estudios en los cuales se utlizaron conejos como animales de
experimentacion mencionan que los efectos antihipercolesterolemicos de f-
caroteno y los efectos antioxidantes del alfa-tocoferol pueden beneficiar a estos
animaies alimentados con una dieta aterogénica, por la inhibicién del desarrollo de
lesiones ateroscleroticas (Jidong y col., 1997).

Otro estudio indica que el 8-caroteno en la dieta disminuye significativamente
las lesiones ateroscleroticas aorticas en conejos hipercolesterolemicos (Shaish y
col., 1995).

La importancia de la vitamina E en la inhibicibn de las lesiones
ateroscleroticas ha sido reportada por varios investigadores (Prasad y Kalra, 1993;
Lafont y col., 1995; Kazdova y col., 1995).

Smith y col., en 1994 demostraron que la inyeccion intravenosa de B-
caroteno disminuye la progresion de aterosclerosis, observando una menor area de
placa aterosclerotica en ia aorta toraxica de cerdos alimentados con este
antioxidante (Ziemlanski y Panczenko-Kresowska, 1994).

De acuerdo a estos estudios mencionados se puede observar que no soélo
existen substancias dafiinas en la dieta (aditivos colorantes sintéticos) sino que los
alimentos también poseen componentes que contrarrestan cierto tipo de patologias.
Estudios experimentales y epidemiolégicos han demostrado que el aito consumo de
una dieta rica en frutas, verduras, cereales y nueces ha sido asociada como factor
de proteccion contra efectos carcinogénicos y relacionados con mutagenos y
actividad clastogénica de agentes genotoxicos (Bjelke, 1874; Graham y col.,, 1978;
Shu y col., 1989), debido at contenido de vitaminas, entre ellas A, E y C que
pueden actuar como alimentos antioxidantes preventivos contra el cancer y
aterogénesis. Estudios realizados por Abbey y col., en 1995, demostraron que una
dieta suplementada con B-carotenos y vitamina C proveniente de frutas y verduras
presentd un efecto protector sobre la oxidacién de las LDL-colesterol. En estudios
longitudinales la vitamina E ha mostrado una asociacién inversa con la enfermedad
cardiovascutar (Ishidate y col., 1984). La cantidad requerida para evitar Ia oxidacion
de las LDL-colesterol es dificil de alcanzar sin un aumento en el consumo de grasa
en la dieta; por lo tanto algunos autores recomiendan que la incorporacion sea por
medio de complementos alimenticios (Combes y Haveland-Smith, 1982; Martinez y
Velazquez, 1995).

Es de suma importancia seguir investigando sobre compuestos naturales
que permitan disminuir la incidencia de diversas patologias, entre ellas el céncer.
Tal es el caso de algunas microalgas como Chorella spp., Dunatiella spp.,
Scendesmus spp., Aphanizomenon flos-aguae y Spirulina como fuente de alimento
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para humanos, es una opcién que han considerado los paises sobrepoblados, y se
han estudiado extensivamente para ser utilizadas como aiimento.

La microalga del género Spirulina, en especial las especies S. maxima y la
S. platensis, han sido investigadas (Clement y col., 1967, Devi y col., 1979,
Santillan, 1982; Becker, 1988; Lacaz-Ruiz y Mos, 1990; Dillon y Phan, 1983) como
alimento y como fuente de ciertos tipos de compuestos debido a que representan
un potencial de uso muy amplio como complemento alimenticio.

Existen reportes en los cuales se manifiesta el uso de S. maxima y S.
platensis como alimento, los datos mas antiguos son de hace 1000 afios, y eran
precisamente los Aztecas quienes la consumfan ordinariamente (Diaz del Castillo,
1928), datos mas recientes del consumo de Spirulina son los obtenidos en 1940 en
Chad, Africa (Bourges y col., 1971).

Este trabajo se enfocara a estudiar el género Spirulina, especie maxima, con
el fin de corroborar su inocuidad para las células de Tradescantia y de proponer
este recurso de origen natural como un alimento funcional, los cuales se definen
como aquellos que intervienen en la prevencién y tratamiento de diversas
enfermedades y que al ser ingeridos regulan los procesos corporales, aumentando
los mecanismos inmunoldgicos, participan en prevencidn de enfermedades
especificas como el cancer, retardan los procesos de envejecimiento, entre otros
(Milner, 1994) y como complemento alimenticio, siendo una fuente alternativa de
vitaminas antioxidantes como p-carotenc y tocoferol, cuyas funciones en el
organismo son necesarias para prevenir cierto tipo de patologias, entre ellas el
cancer. Ademas contiene otros nutrimentos como @mincacidos esenciales y no
esenciales, acidos grasos esenciales, por mencionar algunos.

5. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA MICROALGA Spirulina maxima

El término alga se aplica a la mayoria de las plantas con clorofila, con
excepcion de aguellas en las que el cigoto normalmente comienza su crecimiento y
desarrolio como un parasito de la planta progenitora (Cronquist, 1986).

Las algas verde-azuladas se definen como procariotas, que de ordinario
tienen clorofila y pigmentos de ficobilina liberando éxigeno como resuitado de la
fotosintesis. Su estructura protoplasmatica procariotica las distingue de todas las
otras algas y el sistema fotosintético que poseen las diferencia de las bacterias.
Dichas algas se encuentran en todo el mundo, tanto en aguas duices como
saladas, como en habitats subaéreos hiimedos, son més abundantes cerca de la
superficie que en las profundidades de mas de unos cuantos metros (Cronquist,

1988). -

Spirulina maxima es una microalga perteneciente a la famitia
Oscillatoriaceae, la cual se caracteriza por cadenas de células en forma espiral,
parece ser la propiedad mas distintiva que permite separar los géneros
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pertenecientes a Oscillatoriaceae. Del género Spirulina se conocen diversas
especies, siendo las mas estudiadas Spirufina maxima y Spirulina platensis (Ciferri
y Tiboni, 1985).

La clasificacién propuesta por Trainor en 1978 es la siguiente:

Reino: Monera

Division: Cyanophyta
Familia: Oscillatoriaceae
Género: Spirulina
Especie: maxima

El alga Spirulina maxima es una cianobacteria Gram (-), fotoautotrofa,
pluricelular, esporulada que tiene un habitat acuoso con alta salinidad y alcalinidad,
por cultivarse en soluciones fuertemente alcalinas no se contamina faciimente con
organismos patogenos ¢ sapréfitos. Pueden obtenerse cultivos en masa a nivel de
laboratoric (Gallegos, 1993; Lemoine y col., 1893; Tredici, 1983).

Las algas verde-azules comunmente almacenan alimentc en forma de
pequefios granulos de carbohidrato en combinacién quimica con proteinas. La
fraccién de carbohidrato de estos granulos se conoce como almidén cianoficeo, el
cual se ha comparado con frecuencia con el glicogeno proveniente de los animales
y es un poliglucano ramificado, que frecuentemente contiene cantidades pequefias
de pentosas y otros azucares hexdsicos (Weisz, 1872; Cronquist, 1986).

Existen dos métodos muy conocidos para cultivar el género Spiruina
particularmente S. maxima y S. platensis: uno de ellos es artificial y otro
seminatural, éste dltimo fue desarroilado por la compafiia Mexicana Sosa Texcoco
y consiste en aprovechar la alcalinidad natural de los estanques del Lago de
Texcoco, a los cuales se les agrega fertilizante para aumentar la produccion; este
método arroj6 buenos resultados durante los afios 1973-1982 logrando obtener
aproximadamente 3000 toneladas durante este periodo, es decir, una produccion
de casi 2.7 kg/m; por afio (Santillan, 1982).

Este microorganismo puede crecer en medios que normalmente no se
emplearian para fines agricolas, incluyendo areas desérticas, areas con aguas que
contienen pH altos (Trainor, 1978; Ciferri y Tiboni, 1985) y zonas acuosas con altas
concentraciones de sal; el cultivo de microalgas no contribuye a la erosién del
suelo, en ocasiones requiere de pequefias cantidades de pesticidas o herbicidas o
puede prescindir de estos, ademas necesita una minima energia para cultivaria y
procesarla; puede secarse al sol, por calor o por congelacion. De tal manera que
esta microalga puede crecer y desarrollarse en cualquier pais usando materiales
simples y sin tecnologia sofisticada.




5.1 COMPOSICION QUIMICA DE Spirulina maxima.

En la Tabla VI se muestra la composicion quimica del alga Spirulina maxima
seca.

Tabla VI. COMPOSICION QUIMICA DEL ALGA Spirulina maxima SECA

PROTEINA 70.00%
AMINOACIDOS ESENCIALES
Isoleucina : 4.13%
Leucina , 5.80%
Lisina i 4.00%
Metionina j 2.17%
Fenilalanina ;' 3.95%
Treonina I 4.17%
Triptéfano | 1.13%
Valina 6.00%
AMINOACIDOS NO ESENCIALES
Alanina | 5.82%
Arginina ' 5.98%
Acido aspartico i 6.43%
Cistina { 0.67%
Acido glutamico ; 8.94%
Histidina [ 1.08%
Prolina 2.97%
Serina 3.18%
LISINA DISPONIBLE = 85.00%
LIPIDOS 7.00%
ACIDOS GRASOS 5.70%
Ladrico 229mg/kg
Miristico 644mg/kg
Palmitico 21,141mg/kg
Palmitoleico 2,035mg/kg
Heptadecanoico 142mg/kg
Estearico 353mg/kg
Oleico 3,009mg/kg
Linoleico 13,784mg/kg
a-Linolénico 11,970mg/kg
y-Linolénico 427mg/kg
Otros 699mg/kg
CENIZAS 9.00%
Calcio 1,315mg/kg
Fosforo 8,942mg/kg
Hierro 580mg/kg
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Continuacién...(Tabla V1)

Sodio 412mg/kg
Cloro 4,400mg/kg
Magnesio 1,915mga/kg
Manganeso 25mg/kg
Zinc 39mg/kg
Potasio 15,400mg/kg
Otros 57,000mg/kg
CAROTENOIDES 4,000mg/kg
B-caroteno 1.700mg/kg
Xantofilas i 1.600mg/kg
CARBOHIDRATOS J} 16.50%
Ramnosa ' 9.00%
Glucano ; 1.50%
Ciclitoles | 2.50%
{GLUCOSAMINA Y ACIDO MURAMICO | 2.00%
Glicégeno | 0.50%
Acido Sialico y otros | 0.50%
ACIDOS NUCLEICOS | 4.50%
Acido ribonucleico 3.50%
Acido desoxirribonucleico : 1.00%
VITAMINAS
Biotina i 0.40mg/kg
Cianocobalamina } 2.00mg/kg
d-Ca-pantotenato 11.00mg/kg
Acido félico | 0.50mgl/kg
Inositol | 350.00mg/kg
Acido nicotinico i 118.00mg/kg
Piridoxina 3.00mg/kg
Riboflavina 40.00mg/kg
Tiamina 55.00mg/kg

Tocoferol

Santillan (1982)

5.2 ESTUDIOS RELACIONADOS CON EL VALOR NUTRICIO DE Spirulina
maxima EN ANIMALES Y HUMANOS

Robles y col., en 1975 evaluaron el valor nutricio de la harina de S. geitlen,
sinébnimo de S. maxima en cerdo ya que esta microalga representa una fuente
alternativa de proteina (65%) ademas de un completo perfil de animoécidos y se
pretende emplear como sustituto de pastas, oleaginosas y de harinas de pescado;
las dietas de los animales que ordinariamente estan compuestas de pasta de soya
se sustituyeron por pulverizado de Spirulina y por una mezcla de L-lisina en base
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de sorgo-puiverizado de Spirulina, estimando parametros de importancia tales
como fase de crecimiento y finalizacién, asi como caracteristicas de la canal (largo,
grosor de la grasa dorsal, porcentaje de jamon, lomos) los resultados de este
estudio indican la factibilidad de emplear Spirulina maxima como fuente dé proteina
suplementaria en la alimentacion de cerdos.

Con los datos anteriormente obtenidos por Robles y col., en 1975 sobre el
posible uso de S. maxima y conciente de la alta demanda econdmica para la
alimentacion animal, en 1976 Calderdn y col., deciden probar {a misma harina de
Spirulina (proporcionada por Sosa Texcoco) como fuente de proteina para
rumiantes (borregos y becerros) enriqueciendo sus dietas con diferentes
porcentajes de Spirulina; determinando ganancia de peso, crecimiento y conversion
alimentaria. Los resultados logrados indican que el pulverizado de Spirufina maxima
puede sustituir completamente a las pastas proteicas comunmente empieadas
(pastas de ajonjoli y de soya) en raciones para becerros y borregos adultos.

En la avicultura, un problema de gran importancia es la pigmentacion de la
yema del huevo debido a que la coloracion de ésta depende exclusivamente de la
concentracion de xantdfilas en el alimento. Un microorganismo que posee
cantidades significativas de xantéfilas es Spirulina (siendo este de 1600 mg/kg)
(Mendoza y Pino, 1964).

Con estos antecedentes Avila y Cuca en 1974, llevan a cabo un estudio con
gallinas para comparar biolégicamente el efecto pigmentante de la harina de
Spirulina maxima, en relacion con la harina de flor de cempasuchil, esta Ultima es ia
fuente natural mas rica de xantdfilas y provee de coloracién aceptable a los
productos avicolas; las xantéfilas se administraron a los siguientes niveles 15, 30 y
45 mgfkg de harina de Spirulina y de harina de flor de cempasuchil
respectivamente, valorando ia coloracién de la yema de huevo mediante el abanico
colorimétrico de Roche. Los resultados que arroj6 este estudio indican una vez mas
que S. maxima es una buena fuente de xantéfilas y es biologicamente mas potente
como pigmento que la harina de flor de cempasuchil, a pesar de que ésta ultima es
mas rica en xantéfilas.

El estudio anterior sirvi6 de pauta para la evaluacion de Spirufina como
sustituto de la pasta de ajonjoli o de soya de las dietas para gallinas de postura y
su valor pigmentante comparado con el de carotenoides sintéticos tales como
carofil amarillo y carofil rojo, estos son los usados por algunos avicultores para la
fabricacion de alimento debido a la coloracion aceptable que proveen a la yema,
investigacion realizada por Bezares y col., 1976. La Spirulina se afiadid en niveles
de 0, 1, 2, 3, 4y 5 % en sustitucion de la pasta de ajonjolf; los resultados de esta
investigacién apoyan la idea del uso de Spirufina maxima para reemplazar parte de
la fuente proteica de la dieta y a la vez impartir pigmentacion a la yema, ya que es
una buena fuente de proteina y de pigmento en dietas para gallina, recomendando
el uso de 2 a 3% de Spirufina en las dietas para obtener una coloracién aceptable
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al mercado (niveles mas altos deben limitarse debido al color que imparten a la
yema de huevo).

Existe otro estudio, en el cual se determind la eficiencia proteica (PER) y la
utilizacion neta de las proteinas (NPU) de S. maxima y de S. plafensis, con el fin de
evaluar la composicion quimica del alga y estimar la calidad proteica asi como la
tolerancia de esta en las dietas de ratas. La obtencion satisfactoria de resultados
con respecto a la composicion quimica, tolerancia animal y calidad de proteina
indican que las dos especies de esta alga pueden ser un excelente alimento para
animales, especialmente para la avicultura, pero es sélo el principio para tratar de
desarrollar productos para mejorar la nutricién humana (Bourges y col., 1971).

Los estudios mencionados anteriormente que han sido desarrollados en
diferentes animales (ratas, cerdos, gallinas, borregos y becerros) en los cuales
Spirulina fue afiadida en su totalidad o parciaimente a las dietas comines,
confirman el uso de Spirulina para consumo animal recalcando ia aceptacién de
esta microalga por los animales, pero haciendo énfasis especial en la ausencia de
reportes de efectos toxicos.

Pruebas indiscutibles del uso de Spirulina por el hombre, son los datos
reportados por Dangeard (en 1940 y las revisiones realizadas en Meéxico
precortesiano) y recopilados por Ciferri, 1983 donde se manifiesta el uso similar
que dan a Spirulina estas poblaciones, lo que permite suponer que esta alga no
tiene propiedades téxicas.

Estos datos sirvieron de base para incluir Spirulina en dietas humanas, se
tienen reportes de Pirie en 1975 quien cita resultados de experimentos efectuados
en México, donde atletas mexicanos ingerian dosis de aproximadamente 20 a 40 g
de esta microalga en seco (pulverizado) diarios durante dos periodos de 30-45 dias
obteniendo excelentes resultados.

Reportes similares son los citados por Durand-Chastel (1980) sobre pruebas
efectuadas en nifios quienes sufrian severa desnutricion de tercer grado y a los
cuales se les administré Spirulina por lo menos un afio obteniendo mejores

resultados que con la soya.

Un estudio mas amplio es realizado en 1976 por Sautier y Tremolieres en
Paris, Francia, donde evaluan la aceptabilidad alimentaria de Spirulina maxima en
humanos, realizando desde encuestas basicas sobre: su aspecto e impresion
general en productos culinarios tales como sopas, omelettes, cremas y postres; asi
como un estudio dirigido a la evaluacion nutricia de esta microalga, el cual consistio
en la administracién de una suspensién de Spirulina durante 4 a 6 dias mediante
sonda gastrica a cinco adultos desnutridos, fa suspension contenia 15, 30 y 50% de
Spirulina para complementar la tasa proteica requerida. Los resultados fueron
favorables, obteniendose una significativa ganancia de peso y observandose un
balance de nitrégeno positivo; en otros pardmetros biologicos evaluados se reportd
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un modesto incremento de acido Urico en el suero pero no en la orina y no hubo
reportes sobre efectos adversos ni toxicos.

Se realizaron estudios con Spirulina en una poblacién infantil, demostrando
que esta microaiga es un buen alimento para nifios sobre todo mezclada con un
poco de leche (Bourges y col., 1971).

La evaluacién de la composicién quimica de Spirulina y los numercsos
estudios relacionados a sus caracteristicas nutricias, confirman que el pulverizado
de S. maximay S. platensis representan una valiosa fuente de proteina alimentaria
- que si bien presenta un contenido de metionina+cisteina y lisina ligeramente menor
a las proteinas de referencia tales como la lactoalbumina y el patrén proteico de la
FAO (Food and Agricultural Organization).

En la tabla VIl se observa el contenido de aminodacidos de Spirulina del Lago
de Texcoco (México), asi como la del Lago Chad (Africa) comparada con la
proteina patrén de la FAQ.

Tabla VIL. CONTENIDO.DE AMINOACIDOS DE Spirulina SECA DE LOS LAGOS DE TEXCOCO Y
CHAD (mg/100 mg proteina)

Valina

Triptofano
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Como puede observarse, existen ciertas diferencias entre las proteinas de
ambos tipos de alga que pueden deberse a que pertenecen a distinta especie o a
que son diferentes en el medio de cultivo o en el proceso de secado.

En comparacién con el patrén de la FAO la Spiruiina africana esta limitada
por su contenido en lisina (74% del patr6n), mientras que la mexicana es pobre en
lisina, metionina y triptéfano (85%, 93% y 80.7%) de! patrén respectivamente, por
tanto, aunque es pobre en tres aminoécidos en ninguno alcanza la pobreza de
lisina del alga africana y asi la “calificacion quimica” que es un parametro de
calidad y que se expresa como la calidad porcentual del aminoacido mas limitante
en relacibn a un patrén como el de la FAQ, la proteina del huevo, efc. es
ligeramente mayor en el alga de Texcoco, 85.7% que en el alga de Chad, 76.1%.

La Spirulina seca es un verdadero concentrado proteico (64-74% de la masa
total) y lo que es especialmente importante, que su proteinafiene una composicién
de aminoacidos que le confiere una alta calidad relativa (74-81% del patrén)
{Bourges y col., 1971).

Ensayos in vitro indican que la proteina proveniente de Spirulina maxima es
nutrioldgicamente superior a las proteinas de las leguminosas entre ellas la soya,
pero inferior a fa proteina carnica (Becker y Venkataraman, 1982).

As| parece que la alta concentracién de proteina, junto con la composicion
de aminoé&cidos hace de Spiruiina una muy buena fuente de estos nutrimentos de

interés considerable.

En la actualidad a nivel mundial, las algas son utilizadas para diferentes
propésitos, destacandose la obtencion de ficoloides y su empleo directo en la
alimentacién humana (Chapman y Chapman, 1880). E] habito de ingerir algas y la
preparacién de ellas varia en forma importante de un pais a otro. La gran
variabilidad de debe principalmente a las materias primas disponibles y a la
idiosincracia y preferencias de cada pais o region.

Con respecto a las algas comestibles de Chile, las que se consumen en
forma tradicional por e! hombre pertenecen a las algas pardas (Cochayuyo y Ulte),
verde (luche verde) y rojas (luche rojo). E! cochayuyo (Familia Durvilleaceae,
Especie Durvillea antarctica) se obtiene a partir de las frondas secadas al sol; el
ulte es el talo y parte del disco adhesivo de la Durvillea antarctica, que se lava y se
somete a ebullicién con el objeto de ablandarlos y se comercializa cocido y fresco.
En menor escala se consumen el Juche verde (Familia Ulvaceae, Especie Ulva
lactuca y el luche rojo (Familia Bangeaceae, Especie Porphyra columbina) que se
expenden generalmente a! estado precocido en forma de panes (Instituto Nacional
de Normalizacién 1984; Schimidt-Hebbel, 1981).

Las especies Ulva lactuca y Porphyra columbina se encuentran a fo largo de
toda la costa chilena y la Durvillea antarctica se distribuye entre la zona central y
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sur central del pais. La ingesta de algas es en general baja en nuestro pais, salvo
en zonas determinadas donde existe el habito de su consumo, en forma de |
ensaladas, sopas y guisos.

Desde hace varios miles de afios las algas contribuyen a ser un alimento
muy estimado y consumido en el mercado oriental. En Occidente no existe una
tradicion analoga. El empleo de algas como alimento especifico se abandond en
general en Europa y America del Norte durante el siglo pasado (Organizacion de
las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion 1976). Actualmente,
también es estos paises se estan apreciando "vegetales marinos como una fuente

de alimentos naturales”.

5.3 CARACTERISTICAS TERAPEUTICAS DE Spirufina maxima

Es de interés describr algunas de las actividades terapéuticas que sobre
Spirulina se han reportado.

Esta microalga debido a sus componentes ha llamado la atencion de los
investigadores por las caractetisticas terapéuticas que ofrece. Belay y Ota en 1993
al revisar investigaciones clinicas en las cuales se emple6 Spirulina elaboran un
resumen referente a los efectos terapéuticos que proporciona al organismo.

5.3.1 Efectos sobre el metabolismo de lipidos

Estudios realizados por Nayaka y col., en 1988, donde tomaron dos grupos
de hombres con las mismas caracteristicas clinicas de hiperlipidemia, atto
colestero! y ligera hipertension; afiaden igual cantidad de Spirulina a sus dietas sin
modificacién alguna de éstas, siendo el periodo de tratamiento de 8 semanas
continuas para un grupc y de 4 para el otro; mostrando una disminucion
significativa de colesterol sérico al ingerir Spirulina constantemente, mientras que ia
interrupcién del tratamiento origina una disminucion en el nivel de colesterol sérico
para posteriormente regresar al valor inicial, asi los investigadores concluyen que
Spirulina reduce el colesterol sérico y promete tener efectos favorables sobre
enfermedades del corazén como aterosclerosis, sin presentar efectos adversos.

En 1990 Iwata y col, tratan ratas hiperlipidemicas inducidas por la
administracién oral de fructosa al 68% con 5, 10 y 15% de Spirulina, observandose
ganancia de peso, inhibicion en el incremento de colesterol, fosfolipidos y
triglicéridos debido al aumento significativo de la actividad de la lipoprotein-lipasa.

5.3.2 Estimulante de} sistema inmune

En 1984 Quereshi y col., estudiaron la actividad de un extracto acuoso de
Spirulina sobre el sistema inmune, el extracto aplicado en cultivos de macréfagos
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ocasiona una mejor respuesta de estas células en la fagocitosis asi como en la
secrecion del factor tumoral.

Una investigacion muy completa es la efectuada en ratones por Hayashi y
col., en 1994, quienes emplearon sistemas in vivo e in vitro para demostrar que
Spirulina y un extracto de ésta mejoran la respuesta inmune; los animales
alimentados con dietas que contenian 10 y 20% de Spirulfina mostraron un
incremento en las células productoras de anticuerpos, en el porcentaje de células
fagociticas y en la proliferacion de células del bazo. Los estudios in vitro efectuados
con un extracto acuoso de Spirulina, muestran un incremento en la proliferacion de
cultivos de células del bazo.

El conjunto de estos resultados insinuan que Spirulina mejora la respuesta
inmune, particularmente la respuesta primaria por la estimulacién de la funcion
macréfago, fagocitosis y produccion de Interleucina-1.

Evets, en 1994 realizd un estudio en la poblacion infantil que habita en areas
altamente radiactivas, encontrando incrementados sus niveles de inmunoglobulinas
E; estos nifios al ser tratados diariamente con Spirufina durante 6 semanas,
normalizaron sus niveles de inmunoglobulinas E y consecuentemente disminuyo la
frecuencia de alérgias, mientras que al grupe al cual no se le administré Spirulina
no mostré cambios en sus niveles.

5.3.3 Efecto anticancerigeno y antitumoral

Existen estudios que clasifican a la Spirufina como anticancerigeno y
antitumoral, Schwartz y col., en 1988, compararon la eficiencia en la prevencion del
desarrolio de tumores en la bolsa bucal de hamster y en ratén posiblemente por
estimulacion de la respuesta inmune (Babu, 1995), en dietas ricas en cantaxantina
y B-caroteno y de un extracto de microalgas Spirulina-Dunatiella administrado
topicamente; los resultados muestran una ausencia completa de tumores gruesos y
microcopicamente la bolsa bucal presenta areas localizadas de displacia asi como
destruccion temprana del carcinoma "in situ” de los animales tratados con el
extracto, mientras que los tratados con cantaxantina exhiben una reduccion
significativa en el tamafio y nimero de tumores.

Spirulina maxima posee nutrimentos que son de interés para los
investigadores, tal es el caso de los pelisacaridos, los cuales pueden inhibir la
proliferacion de células asciticas de hepatoma de ratén (Lisheng, 1991).

5.3.4 Efecto protector a la radiacién

Sabiendo que la radiacién ionizante es un mutdgeno potente, en 1989
Qishen y col., demostraron que un extracto alcohélico de Spirulina administrado
oraimente a ratones horas antes de irradiarlos con rayos gamma; reduce la
frecuencia de eritrocitos policromaticos nucleados en médula osea, lo que indica
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que el extracto actia como radioprotector y disminuye el daio inducido por la
radiacion.

Debido al desastre de Chernobyl, miliones de personas viven en peligrosas
zonas radiactivas a causa de la contaminacion en un darea de 11,000 millas
cuadradas de agua, tierra y alimentos, es por eso que éstas victimas del
envenenamiento radiactivo presentan enfermedades congénitas de nacimiento,
leucemia, cincer alteraciones de la tiroides, anemia, pérdida de la visidh y del
apetito, asi como la depresién del sistema inmune. Un programa desarrollado por el
Instituto de Medicina de la Radiacién en Minsk Bielorusia, demostrd que los
elevados niveles de radiontclidos tales como Cesio-137 y Estroncio-80 presentes
en los organismos de nifios, se reducen en un perfodo de 20 dias al administrarles
diariamente Spirulina, sugiriendo que ésta microalga actie como un sorbente
natural de estos radiontclidos y asi poder dar mas y mejor vida a estos pequerios
(Loseva y Dardynskaya, 1993).

5.3.5 Reduccion de nefrotoxicidad debida a drogas y metales pesados

Fukino y col., en 1990, observaron que la toxicidad renal causada por
mercurio era suprimida a! afiadir Spirufina a las dietas de ratas y un extracto acuoso
de Spirufina reduce significativamente la toxicidad renal causada en ratas por
drogas de uso farmacéutico como para-aminofenol (empleado para aliviar el dolor)
y cisplatino (droga anticarcinogénica) concluyendo que el pigmento azul contenido
en el extracto es el que provee fa mayor parte del efecto protector contra fallas
renales causadas por mercurio y drogas farmacéuticas.

5.3.6 Actividad contra el virus del SIDA

‘ El programa del Instituto Nacional de los Estados Unidos de Norte América,
esta encargado de descubrir nuevos agentes antitumorales y antivirales de origen

‘ natural; en los estudios in vitro realizados en 1989 por Gustafson y col., como parte
de este programa, encontraron que un amplio nimero de extractos de algas verde-

azules, ricos en sulfolipidos exhibian una notable actividad contra el virus del SIDA,

ademas las células T-Helper (auxiliadoras) expuestas a los extractos sulfolipidicos

de estas algas fueron protegidas de la infeccién por VIH-1. Esto hace suponrer que

Spirulina pueda presentar una actividad similar, ya que también posee suifolipidos,

por lo tanto esto conileva a posteriores investigaciones.

5.3.7 Efectos farmacoldgicos y antitoxicolégicos

En la literatura hay informes de que Spirulina presenta algunas propiedades
farmacolodgicas entre las que descatacan su efecto hipocolesterolemiante (lwata y
col., 1990), hipoglucemiante (Takai y col., 1991), y en el restablecimiento del
sistema inmune. Se ha encontradoc que el consumo de Spirulina reduce la
concentracion de colesterol en suero y en higado, ademas hay disminucion del
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peso corporal de pacientes obesos sin alteraciones clinicas ni bioquimicas (Becker,
1986; iwata y col., 1990).

Los estudios crénicos, subcrénicos y de Toxicologia de reproduccién que se
han realizado demuestran que la cianobacteria esta excenta de toxicidad,
teratogenicidad y genotoxicidad. Aun cuando la Spirulina se ha consumido por
tiempos prolongados, se ha observado que en los hamster en gestacién no se
producen nacimientos de fetos deformes, ni reabsorciones embrionarias o
disminucién del peso al nacer, ademéas tampoco ocasiona efectos adversos sobre
la fertilidad, a duracion de la gestacién ni sobre diferentes indicadores del
desarrollo de neonatos (Salazar y col., 1996; Chamorro y col,, 1996). Otros
estudios realizados en ratas demostraron que Spirulina no presenté datos de
toxicidad en estos animales después de un tratamiento subcrdnico {Salazar y col.,
1998).

Ei resurgimiento y uso de estas cianobacterias se debe al enorme potencial
que representan para la investigacion de nuevos principios con actividad
terapéutica, ademéas de la importancia médica, econémica y social que ofrecen
(Patterson y col., 1993). Otras investigaciones realizadas en ratas demostraron que
Spirulina no presenté datos de toxicidad en estos animales después de un
tratamiento subcrdnico (Salazar y col., 1998).

Las algas tienen un papel importante econémicamente, ofreciendo diversos
beneficios, los cuales dependen de sus caracteristicas y cualidades; entre estos se
mencionan la capacidad de fertilizar suelos, obtencién de pigmentos para uso
industrial tales como B-caroteno, xantéfilas, clorofila, algunas otras algas sintetizan
vitamina D y otras aportan cantidades apreciables de vitamina B, C y K (Pelczar,
1988).

Ademas de las aportaciones mencionadas Spirulina maxima es una buena
fuente de pigmentos (clorofilina, B-caroteno y ficocianina) los cuales podrian ser
empleados como colorante de origen natural para alimentos: pastas, barras de
dulces, goma de mascar, frituras, bebidas ademas como complemento alimenticio
en forma de tabletas, capsulas y liquidos (Kay, 1991), razones que la hacen
atractiva para las industrias alimentarias y aquellas interasadas en cuidar [a salud.

De acuerdo a los estudios que se han mencionado con Spirulina maxima en
relaci6n a sus propiedades nutricias y terapéuticas es importante ampliar los
conocimientos sobre su inocuidad, asi como también de su posible efecto de
quimioproteccién sobre genotbxicos presentes en la dieta humana como algunos
aditivos colorantes sintéticos para lograr su aceptacién y poder garantizar su uso
como complemento alimenticio y su accién terapéutica de origen naturai, en bien de
la salud publica.
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Es de gran interés investigar sobre los alimentos con propiedades
antimutagénicas y/o anticarcinogénicas asi como de otros beneficios a la salud, por
ejemplo, disminucién en la incidencia de enfermedades crénico-degenerativas por
mencionar el cancer. Por este métivo se estudiara la microalga Spirufina maxima ya
que una de las metas de nuestro pais es mejorar el proceso de la nutricion y
contribuir a reducir la tasa de mortalidad debida a ciertas patologias relacionadas
directa o indirectamente con la alimentacién. Esta microalga es un recurso natural
poseedor de varios compuestos necesarios para el organismo y algunos de sus
nutrimentos (aminoacidos, acidos grasos, B-caroteno, tocoferol, calcio, hierro, zing,
etc.) desempefian un papel importante con la disminucion del cancer y ofras
enfermedades por ejemplo: desnutricion, aterosclerosis, hipercolesterolemias,
enfermedad coronaria, infecciones virales, entre otras). Es asi que este
concentrado de proteinas y otros nutrimentos, ademas de pigmentos, pudiera
usarse como complemento alimenticio por ser un alimento muy completo desde el
punto de vista nutricio, ademas como alimento funcional ya que permite prevenir
contra el dafio génico causado por contaminantes ambientales a los cuales el
hombre esta comunmente expuesto.

En la actualidad, las investigaciones realizadas con Spirufina maxima giran
en torno al posible uso de esta como complemento alimenticio para animales y
humanos principalmente.

6. ENSAYOS BIOLOGICOS PARA IDENTIFICAR GENOTOXICOS

Como se mencioné anteriormente es importante evaluar la capacidad
mutagénica de las substancias quimicas como un indicador de riesgo de cancer
(Kolbye y col., 1983; Ames y col., 1987; Lijinsky, 1989).

Por lo cual es necesario realizar pruebas de genotéxicidad en relacion a lo
que frecuentemente se expone el ser humano y de esta manera poder prevenir
dafios o enfermedades a corto, mediano y fargo plazo.

Las pruebas de genotdxicidad tienen por objetivos demostrar
cualitativamente la presencia o ausencia de capacidad mutagénica o carcinogénica
de agentes quimicos y fisicos, servir de gufa para la evaluacion y cuantificacion del
riesgo genético humano por la exposicién a tales agentes, asi como evaluar los
efectos reproductivos y teratogénicos (Vega, 1985).

Las numerosas pruebas para evaluar la actividad genotéxica de los agentes
quimicos permiten determinar distintos tipos de alteraciones genéticas tanto en
células somaticas como reproductoras, in vivo e in vitro (Vega, 1985).

Algunas de las pruebas han sido mas utilizadas que ofras, constituyéndose

en bases de datos-para calcular su grado de sensibilidad y especificidad. Se
entiende por sensibilidad la proporcion de agentes genotdxicos conocidos que dan
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resultados positivos en el sistema de prueba; y por especificidad, la proporeion de
compuestos no genotoxicos que dan resultados negativos en el sistema de prueba.

Existen dos pruebas de genotoxicidad. Las pruebas de larga duracion, que
apuntan a evaluar la carcinogenicidad y teratogenicidad, en periodos que van
desde meses hasta aiios; se efectuan fundamentalmente in vivo, en mamiferos.
Las de corta duracion son disefiadas para demostrar, en un término de dias hasta
meses, segun la prueba, la capacidad mutagénica de la substancia esfudiada
(Vega, 1985a; Ma, 1986).

La forma mas eficaz de determinar el riesgo para los seres humanos de
desarrollar cancer como resultado de la exposicién a agentes quimicos es a través
de estudios epidemiolégicos, los cuales involucran la comparacion del estado de
salud de individuos que han estado expuestos a la substancia en cuestion con un
grupo que no ha estado expuesto. Sin embargo, ésta via presenta serias
dificultades, es demasiado lenta, y cuando se detecta un agente como carcinogeno,
ya ha ocasionado un grave dafio a la salud (Schramm, 1984; Ames y col., 1987).

La importancia de la mutagénesis en el origen del cancer ha impulsado el
disefio de ensayos rapidos para determinar la capacidad mutagénica de los
productos quimicos (Kolbye y col., 1983; Leon y col, 1988), entre ellos se
mencionan la prueba de Ames, la transformacion neoplasica de fibroblastos, el
ensayo de microniicleos en eritrocitos de ratén, el ensayo de cromosomas de rana,
el ensayo de microndcleos en células meidticas de Tradescantia (OPS, 1980; Vega,
1985b; Ma, 1986; Lijinsky, 1989; Ruiz y col., 1992).

A continuacion se nombran las pruebas mas usuales en la identificacién de
mutagenos:

* Pruebas en ADN aislado
* Pruebas en microorganismos
- Virus
- Bacterias (Pba. de Ames, reversion Trp+ en Escherichia coli)
- Hongos
* Pruebas en células de mamifero en cuitivo
* Pruebas en plantas (“hierba del pollo") Tradescantia
paludosa, cebolla coman (Alium cepa) y el haba (Vicia faba).
* Pruebas en insectos
* Pruebas en mamiferos no humanos
* Pruebas en humanos

Diversas investigaciones (Gichner y col., 1994; Foltinova y Gones, 1996;
Hoogenboom y Kuiper, 1997) sugieren que algunos ensayos a corto plazo que han
sido utiles en la deteccion de mutagenos, pueden ser efectivos e la identificacion en
la identificacién de antimutagenos, de esta manera, un modo alternativo para
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disminuir la tasa de mutacién y consecuentemente la incidencia de cancer, puede
ser identificando antimutagenos efectivos e incrementar nuestra exposicién a ellos
(Ramel y col., 1986; Thebaudin y col., 1997; Stoner y col., 1997) especialmente a
través de nuestra dieta (Gaziano y Hennekens, 1996).

Entre los ensayos a corto plazo se encuentra el sistema de micronticleos en
células meitticas de Tradescantia. Se pueden utilizar varias especies, variedades y
clones de Tradescantia. Esta investigacion se realiz6 con el clone 4430 de
Tradescantia, un hibrido interespecifico de T. subcalis y T. hisutiflora, su nimero
cromosomico es pequefio, florece todos los dias por un periodo de 5 meses, sus
flores se forman de 3 pétalos azules, 3 sépalos y 6 estambres.

6.1 Tradescantia

Tradescantia pertenece a la familia de las commelinaceas, es una planta que
se puede propagar por reproduccién vegetativa, florece diariamente por varios
periodos de tiempo, sus flores son moradas, es herbacea con hojas estrechas que
terminan en punta. Las inflorescencias se localizan en |a parte terminal de la rama,
forman un conjunto de 16 yemas florales que se mantienen en diferentes étapas de
desarrollo (Fig. 1). En cada uno de los 6 estambres hay un par de anteras en las
cuales se localizan las células del polen (Ruiz y col., 1992).

Figura 1. Tradescantia
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Es importante conocer la duracién de cada una de las étapas de la meiosis,
lo cual nos permite seleccionar los tiempos de tratamiento y recuperacion o
meidtico que comprenden el estado de desarrollo mas sensible de la planta. (Ma,
1983).

En este bioensayo se utilizan las células meidticas como células blanco y los
micron(icleos son el punto final. Se basa en la alta sensibilidad que presentan los
cromosomas vegetales de la meidsis a los agentes fisicos y quimicos (Sax, 1938).
Estudios realizados por Ma y col, en 1983, al ciclo meidtico de Tradescantia
demostraron que la Profase | es la étapa mas susceptible a la accién de los
agentes agresores originando micronlcleos, los cuales se forman a partir del
rompimiento de cromosomas, cromosomas enteros dafados en su centrémero o
inactivados por alteracion al uso meiético produciendo asi material nuclear excluido
del niicleo principal, observandose claramente en la étapa de tétradas del mismo
ciclo.

Este sistema se ha utilizado para el monitoreo in situ de mutégenos
gaseosos y radiacion; bioensayos de clastogenicidad de contaminantes
ambientales liquidos, drogas y aditivos comunes (Ma, 1983).

Esta prueba revela directamente la magnitud del dafio cromosémico de las
células germinativas de un eucariote, y es considerada como una de las mas
eficientes de nuestros tiempos capaz de detectar compuestos genotoxicos, la cual
fue desarrollada durante los afos 1976-1978 y su estandarizacion y validacion
fueron efectuadas por Ma en 1981 comprobando que esta prueba es apropiada
para la rapida evaluacién de mutagenicidad causada por agente fisicos y quimicos
tanto en fase liquida como gaseosa, farmacos, bebidas comunes (Ma y cal., 1983)
y en la deteccién de contaminantes en agua potable, residual (Ma y col., 1983; Ruiz
y col., 1992), bebidas refrescantes no alcohodlicas (Ruiz y col., 1983), para el
ensayo de genotdxicidad de colorantes presentes en productos carnicos (Ledezma
y Alvarez, 1990) y aditivos colorantes sintéticos (por ejemplo tartrazina y azul
brillante) empleados en jugos, dulces y refrescos (Rojas, 1992; Gémez, 1994,
Martinez y Velazquez, 1995).

Con éste sistema también se han realizado estudios para evaluar el efecto
antigenotéxico de fenoles presentes en frijol (Estrada, 1995), igualmente con
extractos y pigmentos: B-caroteno, clorofilina y ficocianina obtenidos de alga
Spirulina maxima (Paz, 1997), obteniendose de un 38 a un 78% de inhibicién en la
frecuencia de micronicleos inducida por el mutdgeno (hidrazida maleico). Estos
resultados muestran la eficiencia de! sistema lo que le permite ser una herramienta

Gtil para éste tipo de estudios.
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Il HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

E! extracto del alga Spirulina maxima ejerce efecto antigenotéxico sobre la
accion de agentes inductores de genotoxicidad. |

1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el potencial antigenotéxico de Spirulina maxima para inhibir la
genotoxicidad inducida por algunos componentes comunmente presentes en
alimentos como son los aditivos colorantes sintéticos (tartrazina y azul brillante)
mediante el sistema de micronticleos en células meitticas de Tradescantia (MCN-
TRAD).

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Corroborar el efecto genotdxico de los aditivos colorantes sintéticos
mediante el sistema de microntcleos en células meidticas de Tradescantia por via

inflorescencia.

Evaluar el efecto antigenotoxico con el sistema de MCN-TRAD del extracto
de Spirulina maxima asi como de sus pigmentos y sus diferentes mezclas a las
concentraciones identificadas en el pulverizado de Spirulina mediante la inhibicidn
de ia frecuencia de micronticieos en células meidticas de Tradescantia inducida por
los aditivos colorantes sintéticos (tartrazina y azul brillante).
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Ill MATERIAL Y METODOS

La microalga Spirulina maxima, utilizada en la presente investigacion fue
cultivada y cosechada seminaturalmente en los estanques de la Compafia Sosa
Texcoco: una vez cosechada la Spirufina se rompe por homogenizacion o
sonificacién de las células y el fluido obtenido es pasteurizado para eliminar
contaminacién microbiolégica y el producto fina! se seca por aspersion, siendo este
un fino polvo verde-azu! conocido también como pulverizado de Spirulina maxima, y
fue proporcionado por el Laboratorio de Investigacion Preclinica de la Escuela
Nacional de Ciencias Biol6gicas del Instituto Politécnico Nacional.

1 OBTENCION DEL EXTRACTO POLAR (ACUOSO) A PARTIR DEL
PULVERIZADO DE Spirulina maxima

Se colocaron 10 g del pulverizado de Spirulina maxima en 100 ml de agua
destilada, manteniendose en agitacion continua durante 13 h a temperatura
ambiente (TA), posteriormente la muestra se colect6 y se centrigufé a 4500 RPM en
una centrifuga Beckman Modelo JZ-21 durante 20 minutos-a temperatura de 23°C,
el extracto asi obtenido contenia una gran cantidad de particulas no disueltas, por
consiguiente se eliminaron los sélidos suspendidos mediante otra centrifugacién. El
sobrenadante obtenido se concentré en un rotavapor (Caframo W 2000-Heidolph
WB 2000) a temperatura de 60°C eliminando agua hasta una concentracion de 168
mg/ml (168 mg de materia extractable por mi de extracto) la cual se calculd
llevando hasta sequedad el extracto y pesando la materia extractable. El
sobrenadante se recolect6 y almacené bajo condiciones apropiadas de temperatura
(4°C) y en ausencia de iuz hasta su estudio Bioldgico (Fig. 2)
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10 g de pulverizado de alga S. maxima.

100 ml de agua destilada

v
Agitacion continua 13 ha TA

A4
Centrifugacion (Centrifuga Beckman Modelo JZ-21)
a 4500 RPM/20 min a 23°C (2 veces)

Concentrar el sobrenadante obtenido en
un rotavapor (Caframo VV 2000 Heidolph
WB 2000) a 60°C hasta 168mg/mi

Almacenar ! sobrenadante a 4°C y protegido de la luz

Figura 2 DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA OBTENCION DEL EXTRACTO POLAR (ACUOSO) A
PARTIR DEL PULVERIZADO DE ALGA Spirulina maxima
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2 IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE FICOCIANINA EN EL
PULVERIZADO DE Spirulina maxima

El pigmento ficocianina, se obtuvo mediante el método descrito por Gantt y
col., 1979 aplicandolo al pulverizado de Spirulina maxima. Se colocaron 2 g del
pulverizado en 40 m! de buffer de fosfato de potasio (0.01 M, pH = 7),
posteriormente se agitd por 20 minutos a TA 'y se centrifugé a una velocidad de
3500 RPM en una centrifuga Clay Adams Modelo Dynac por 10 minutos a TA,
después se agregaron 40 ml de buffer al sedimento agitando y centrifugando bajo
las condiciones antes mencionadas, este procedimiento se repitio 3 veces mas
hasta completar 200 m! de extracto. Finalmente el exiracto se centrifugd a 21000
RPM empleando una centrifuga refrigerada Beckman Modelo JZ-21 durante 1 h a
TA. Al sobrenadante obtenido se le agregé sulfato de amonio hasta obtener una
saturacién del 50%, posteriormente se coloco en hielo hasta la formacion de un
precipitado azul y se centrifugé a 5000 RPM en una centrifuga refrigerada por 15
minutos a 0°C, el precipitado obtenido se disolvié en agua destilada fria (4°C) y se
almacend a 4°C en ausencia de luz para su posterior identificacion.

La identificacion y cuantificacién del pigmento ficocianina en el extracto
acuoso asi como en su extraccién a partir del pulverizado de Spirulina maxima se
realiz6 espectrofotométricamente efectuando un barrido (desde 300 a 700 nm} ¥
una lectura directa de su absorbancia en espectrofotometro UVAV/S (Beckman,
Modelo DU-65) a 620 nm, comparando con datos reportados en la literatura
cientifica {Gantt y col., 1979; Paz, 1897).

2.1 ECUACIONES PARA EL CALCULO DEL CONTENIDO DE FICOCIANINA

Para realizar e} calculo de la concentracion del pigmento ficocianina en la
microalga Spirulina maxima se utilizé la siguiente ecuacion:

(A)(FD)(Vol. muestra)(1000)
C=

(E)(b) (peso muestra)
Donde:

C = Concentracién (mg/kg)

A = Absorvancia a 620nm

E = Coeficiente de extincién = 8.620 ((mg/mljcm)-1
b = Longitud de la celda=1cm

FD = Factor de dilucion

Vol. final-del buffer en mi

Peso de lamuestraen g

1000 = Factor de conversion de g a kg
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3 ENSAYO BIOLOGICO

Los bioensayos a corto plazo son necesarios para la evaluacion de
mutagenos. La prueba de micronicieos en células meidticas de Tradescantia
(MCN-TRAD) clone 4430 es considerado como uno de los bioensayos a corto plazo
mas eficientes de nuestros tiempos, capaz de detectar compuestos genotoxicos
como aditivos colorantes sintéticos presentes en jugos, dulces y refrescos (Rojas,
1992: Goémez, 1994; Martinez y Veéldzquez, 1995). Farmacos y bebidas comunes
(Ma y col., 1983; Ruiz y col., 1998). Asi como antigenotoxicos por ejemplo, fenoles
presentes en el frijol (Estrada. 1995), ademas de extractos y pigmentos de alga
Spirulina maxima (Paz, 1997). :

Este sistema fue desarrollado durante los afios 1976-1978 y su
estandarizacion y validacién fue realizada por Ma en 1981.

3.1 PROPAGACION Y CULTIVO DE Tradescantia CLONE 4430

La planta Tradescantia clone 4430, es un hibrido interespecifico de T.
subcalis y T. hirsutifidra, para su cultivo y propagacion se requiri® de un
invernadero donde se le dieron las condiciones adecuadas para su 6ptimo
desarrolio: temperatura de 21-26°C durante el dia y alrededor de 16°C durante la
noche. Para favorecer {a floracion se necesitd un fotoperiodo de 16-18 h de luz por
lo tanto, se administrd luz suplementaria (1800ft-candelas de luz fluorescente y 180
ft candelas de luz incandescente) y una humedad relativa de 60-80% (Ma, 1983).
Las plantas se cultivaron en una mezcla de arena y tierra de hoja en una proporcion
1:3.

Ademds- fueron necesarios otros cuidados como: fertilizacién utilizandose
una mezcla de compuestos sélidos NPK (5:10:5) y micronutrimentos (B, Mn, Zn,
Cu, Mo), los cuales se aplicaron cada 30 dias; se removid la tierra de las macetas,
se cortaron inflorescentias viejas y hojas adultas, el control de plagas (pulgén
verde y blanco) se realizé eliminandose manualmente.

3.2 ENSAYO GENOTOXICO

En & Departamento de Mutagénesis Ambiental del CEACA-UAQ se
emprendié un* programa para identificar y cuantificar aditivos colorantes sintéticos
en bebidas no carbonatadas no alcohdlicas, dulces y bebidas carbonatadas no
alcohblicas de mayor consumo en ja Ciudad de Querétaro (Rojas, 1992, Gémez,
1994; Martinez y Velazquez 1995) mediante el sistema de MCN-TRAD, se
identificaron con mayor frecuencia los aditivos colorantes sintéticos tartrazina y azul
brillante. Se realizé6 una curva dosis-efecto partiendo de la concentracion
identificada en los productos, mediante la cual se observé un efecto genotdxico.

Se llevaron a cabo estudios preliminares, con la finalidad de definir las

concentraciones de tartrazina y azul brillante que por via inflorescencia indujeran
genotoxicidad tomando como referencia las cifras obtenidas en los ensayos del
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Propagacion y mantenimiento de las plantas en el invernadero

v

Colectar inflorescencias jévenes con tallo aproximadamente de 10cm

meiotico)

‘ Tratamiento: via inflorescencia; 30 h de tratamiento continuo (incluye tiempo

Fijacion del ciclo meibtico en etanol-acido acetico
3:1 VIV durante 24 h

Almacenar las inﬂorescen!ias en etano! al 70%

v
PREPARACION DE

Liberacion de las tétra'gr

LAMINILLAS:

v
! Diseccitn de la yema adecuada

as de las anteras

Tincién con acetocarmin al Y%, técnica de Squash

Y
OBSERVACION MICROSCOPICA:

Microscopio 6ptico (40X)

Se observan MCN en 300 tétradas y se regigtran aquellas que tengan 1, 2, 3 0 mas

micronucieos por cad

a inflorescencia

Analisis de varianza y prueba de Dunett

Figura 3 DIAGRAMA DE FLUJO PARA EL ENSAYO GENOTOXICO Y ANTIGENOTOXICO

(SISTEMA DE MCN-TRAD) CLONE 4430
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objetivo de 40X, contandose 300 células por inflorescencia y registrandose las
células normales y aquellas con 1, 2, 3, 0 mas microntcleos, determinando el % de

MCN de cada uno de los grupos experimentales.

De la misma forma se evalud la capacidad antigenotoxica de los pigmentos
clorofilina, B-caroteno y ficocianina tanto individual como en mezcia con respecto al
efecto genotoxico inducido por los aditivos colorantes sintéticos (tartrazina y azul
brillante). Para fos dos primeros pigmentos utilizados en este estudio se emplearon
sus estandares (Sal de sodio y cobre, Sigma y Trans-B-caroteno, Sigma) a las
concentraciones de 5.1312 mg/kg y 33.71mg/kg respectivamente, identificados y
cuantificados en el extracto de Spirulina maxima por Paz en 1997. En el caso del
pigmento ficocianina fue extraido del pulverizado de ésta microalga, siguiendo con
la metodologia descrita en el estudio quimico obteniendose una concentracién de

112761.02 mg/kg.

Clorofila y ficocianina son pigmentos hidrosolubles 'y B-caroteno es
liposoluble por esta razén se solubilizaron en distintos compuestos polares como el
agua y dimetilsulfoxido al 1% respectivamente.

El porcentaje de inhibicién se obtuvo mediante la capacidad de disminuir la
frecuencia de micronGcleos inducida por los aditivos colorantes sintéticos (tartrazina
o azul brillante) aplicandose la siguiente férmuia:

—_——

% de MCN del antigenotéxico
% de inhibicion =| 1- X100
% de MCN inducido por el genotéxico

El grupo experimental se conformé por un control negativo (agua destilada),
el control positivo o genotdxico (tartrazina o azul brillante), los ensayos
antigenotéxicos con el extracto acuoso de Spirulina maxima y sus pigmentos
clorofilina, p-caroteno y ficocianina con sus respectivos controles. Los datos se
obtuvieron de tres experimentos independientes, contando 300 células en 5 y 15
preparaciones por experimento correspondiendo estas a 5§ y 15 inflorescencias para
controles y ensayos antigenotoxicos respectivamente.

4 ANALISIS ESTADISTICO

Mediante los datos de frecuencia de micronlcleos sobre los ensayos
genotéxicos y antigenotoxicos se calculd la media y la desviacion estandar para
todos los tratamientos y se aplicd el analisis de varianza y la prueba de Dunett
comparando tratamientos con un control negativo (agua destilada) con una
significancia del 95% (Gacula y Singh, 1984).
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IVRESULTADOS

1 CONTENIDO DE FICOCIANINA EN EL EXTRACTO ACUOSO Y EN EL
PULVERIZADO DE Spirulina maxima.

La ficocianina se extrajo e identificé a partir del pulverizado de Spirufina
maxima cuyo espectro de absorbancia obtenido se muestra en la Fig. 4. Se
observé que este pigmento presentd un pico maximo a 620nm, como lo
demuestran también algunos autores (Gantt y col., 1979) (Fig. 5).

Los resultados de ficocianina tanto en el extracto como en el pulverizade de
Spirulina maxima (Tabla VIll) son semejantes a los obtenidos por Paz en 1997
(1405.78 mg/kg, 116064.54 mg/kg respectivamente). El extracto de esta microalga
se obtuvo a la concentracién de 168 mg/mi.

Tabla VIII. CONTENIDO DEL PIGMENTO FICOCIANINA EN EL EXTRACTO ACUOSO DE
ALGA §. maxima ASI COMO EN SU PULVERIZADO.

CONTENIDO DE FICOCIANINA (mg/kg)

__2 PULVERIZADO

1 Se ut:hzé su extraccién fosfalo d potasm (pH '
2 Se obtuvo a partir de 10g de 5. maxima en 100 ml de agua destilada
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Figura 4 IDENTIFICACION ESPECTROFOTOMETRICA DEL PIGMENTO FICOCIANINA EN EL
PULVERIZADO DE Spirulina maxima
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Figura 5ESPECTRO DE ABSORBANCIA DEL PIGMENTO FICOCIANINA (Gantt y col., 1979)
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2. ENSAYOS BIOLOGICOS CON EL ADITIVO COLORANTE SINTETICO
TARTRAZINA.

2.1 GENOTOXICIDAD INDUCIDA CON TARTRAZINA

En la Tabla |X se muestran los resultados de genotoxicidad de las células
meidticas de Tradescantia con el aditivo colorante sintético tartrazina a la
concentracion de 0.0024 mg/ml, aplicandose por via inflorescencia; reportando la
frecuencia de MCN en 100 tétradas tanto para el tratamiento como para su control
negativo (agua destilada). En esta tabla se muestra que tartrazina induce un efecto
genotoxico hasta un 7.52 + 2.32 MCN/100 tétradas. Los resultados del analisis
estadistico (Dunett) empleados para este efecto genotdxico se observan en la
Tabla X en la cual se presenta diferencia significativa del aditivo colorante sintético

con respecto al control negativo.

Tabla IX FRECUENCIA DE MICRONUCLEQS (MCN) EN CELULAS MEIOTICAS DE Tradescantia
CLONE 4430 INDUCIDA EN EL ENSAYO GENOTOXICQO CON TARTRAZINA Y SU CONTROL

NEGATIVO.

CONTROL NEGATIVO
3.27+0.83 8.0611.72
3.88£0.66 8.3313.87
3.5310.37 7.53%1.44
3.79:0.44 6.86+1.60
3.13%1.26 7.79+1.99
3.130.69 6.26:1.93

S Ry

Control negaﬁo:gua destilada
Valores de media y desviacion estandar en el ensayo genotoxico




Tabla X RELACION ESTADISTICA DE LA DIFERENCIA DE MEDJAS DE DUNETT PARA LA
FRECUENCIA DE MCN EN CELULAS MEIOTICAS DE Tradescantia CLONE 4430 INDUCIDA
POR TARTRAZINA, COMPARADA CON UN CONTROL NEGATIVO (AGUA DESTILADA).

Po.os = 2.639

e e e e ——————————

Tarfrazina

Si el valor de g myor que 2.639 indica:
** = Significativo con respecto al control negativo (p <c.os)
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2.2 ANTIGENOTOXICIDAD CON EXTRACTO ACUOSO DE Spirulina maxima Y
SUS PIGMENTOS: CLOROFILINA, 8-CAROTENO Y FICOCIANINA EN FORMA
INDEPENDIENTE Y EN SUS RESPECTIVAS MEZCLAS Y COMO GENOTOXICO

TARTRAZINA.

La Tabla XI muestra la frecuencia de microntcleos (MCN) en células
meidticas de Tradescantia inducida en los ensayos antigenotdxicos con extracto
acuoso de Spirulina maxima y sus pigmentos ciorofilina, B-caroteno y ficocianina
aplicados en forma independiente y en mezclas, asi como por sus respectivos
controles, empleando tartrazina como inductor de genotoxicidad. Se puede
observar que la frecuencia de MCN en los controles varia de 3.06+0.80 a 4.29+0.91
MCN/100 tétradas mientras que la obtenida con tratrazina es de 7.52+2.32
MCN/100 tétradas y en los ensayos antigenotéxicos se observa en cada uno de
elfos una disminucion de MCN con respecto a la obtenida con tartrazina. Los
resultados se analizaron mediante el estadistico de Dunett, mostrandose en la
Tabla Xll, donde se observa que la presencia de ficocianina mezclada con los
demas pigmentos presenta una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
con respecto al control negativo (agua destitada), lo cual quiere decir, que tartrazina
manifiesta su efecto genotdxico y que los pigmentos protegen parcialmente a las
células de Tradescantia del dafio inducido por este colorante.

En la Tabla Xl se presenta la frecuencia de microntcleos por 100 tétradas
para tartrazina y la obtenida en los ensayos antigentéxicos con el extractoc acuoso
de Spirulina maxima, sus pigmentos: clorofilina, 8-caroteno y ficocianina de manera
independiente y en mezcla asi como el porcentaje de inhibicién de la frecuencia de
MCN inducida por tartrazina (7.521+2.32), observandose que el pigmento clorofilina
mostré la mayor inhibicién (51.06%) y de las mezclas, clorofilina + R-caroteno en un
46.67%. El % de inhibicion se redujo hasta 41.48% en las mezcla con ficocianina.
Estos datos se aprecian graficamente en la Figura 6.
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Tabla XI FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS EN CELULAS MEIOTICAS DE Tradescantia
CLONE 4430 INDUCIDA EN LOS ENSAYOS ANTIGENOTOXICOS CON EXTRACTO ACUOSO
DE Spirulina maxima Y SUS PIGMENTOS: CLOROFILINA, B-CAROTENO, FICOCIANINA EN
FORMA INDEPENDIENTE Y EN MEZCLAS, SUS RESPECTIVOS CONTROLES Y TARTRAZINA

(0.0024 mg/ml).

MCNI100 TETRADAS (M - o DE)

3.41+0.73

fExtracto acuoso 3.06+0.80
iClorofilina 3.810.82
E3-caroteno 3.93+0.91
IDMSO 1% 3.21+0.72
'Ficocianina 3.29+0.77
| Clorofilina + R-caroteno 4.06+1.24
#Clorofilina + Ficocianina 3.42+0.80
iR-caroteno + Ficocinaina 3.12+1.09
Cloroﬁlina + R-caroteno + Ficocianina 4.29+0.91

ENSAYOS ANTIGENOTOXICOS |

E Extracto + tartrazina 4,26+1.40
iClorofilina + tartrazina 3.68+1.28
{R-caroteno + tartrazina 3.87+1.08
IFicocianina + tartrazina 3.85+1.02
1Clorofilina + B-caroteno + tartrazina 4.01+1.16
iClorofilina + Ficocianina + tartrazina 4.28+0.83
fi8-caroteno + Ficocianina + tartrazina 4.40+0.97
Clorof + rot + Ficoc + tartrazma 4 40:|:0 85
gua hlada lﬂO IR o . 3
Tartrazina: Inductor de genotoxicidad

J.5212.32
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Tabla Xil RELACIONES ESTADISTICAS DE LA DIFERENCIA DE MEDIAS DE BPUNETT PARA
LA FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS (MCN) EN CELULAS MEIOTICAS DE Tradescantia
CLONE 4430 INDUCIDA CON EXTRACTO ACUOSO DE Spiruling maxima Y SUS PIGMENTOS
CLOROFILINA, B-CAROTENO Y FICOCIANINA INDEPENDIENTE Y EN MEZCLA
COMPARADOS CON UN CONTROL NEGATIVO (AGUA DESTILADA).

e

lconTROLES

'Z: 0. 04625
i 3-car + Fico 0.6872 NS

f ENSAYOS ANTIGENOTOXICOS |

e - - P T S U

{Extrac + tart T3.411
{Clor + tart 1.078 NS
p8-car + tart 1.824 NS
2Fico + tart 1.747 NS
{Clor + R-car +tart  12.357 NS
iClor + Fico + tatt  [3.433 *
fR-car + Fico + tart
Clo + 3 + Fic + tart
81 el valor de g q es ayor u 2. 949 indica mdlca
= Altamente significativo

* = Significativo (p<0.05)
NS = No significativo (p>0.05)
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Tabla XIII PORCENTAJE DE INHIBICION DE LA FRECUENCIA DE MCN EN CELULAS
MEIOTICAS DE Tradescantia CLONE 4430 INDUCIDA POR TARTRAZINA (0.0024 mg/ml) EN LOS
ENSAYOS ANTIGENOTOXICOS CON EL EXTRACTO ACUOSO DE Spirulina maxima Y SUS
PIGMENTOS CLOROFILINA, 8-CAROTENO Y FICOCIANINA EN FORMA INDEPENDIENTE Y

EN SUS RESPECTIVAS MEZCLAS.

{ [MCNM00 TETRADAS __ -

i Tartrazina 7524232 | =mememmemmee—
|Extracto + tartrazina 4.26+1.40
i Clorofilina + tartrazina 3.68+1.28
iR-caroteno + tartrazina 3.87+1.08
Ficocianina + tartrazina 3.85+1.02
IClor + B-car + fart 4.0141.16
IClor + Fico + tart 4.28+0.83
-car + Fico + tart 4.4030.97
[Clo + B + Fic + tart 4.40£0.85

Et " ' nhiicin se obtuvo mdiant la 6rmula:

% de Inhibicion = [1 - % MCN antigenotéxico| X 100
% MCN genotdxico
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Figura 6 PORCIENTO DE INHIBICION DEL EXTRACTO ACUOSO DE Spirulina maxima Y SUS
PIGMENTO CLOROFILINA. 8-CAROTENO Y FICOCIANINA Y SUS DIFERENTES MEZCLAS

SOBRE LA FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS INDUCIDA POR EL ADITIVO COLORANTE
SINTETICO TARTRAZINA
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3 ENSAYO BIOLOGICO CON EL ADITIVO COLORANTE SINTETICO AZUL
BRILLANTE

3.1 GENOTOXICIDAD INDUCIDA CON AZUL BRILLANTE

La Tabla XIV describe la frecuencia de micronicleos (MCN) en ceélulas
meibticas de Tradescantia clone 4430 inducida por el mutageno: azul brillante, a la
concentracion de 0.014 mg/ml, reportando la frecuencia de MCN en 100 tétradas
tanto para el mutageno como para el control negativo (agua destilada) cuyos
valores fueron hasta 6.75 + 1.17 y 3.34 + 0.78 MCN/100 tétradas respectivamente.

. Su anélisis estadistico con Dunett se presenta en la Tabla XV donde se
observa una diferencia significativa {p<0.05) en los datos al ser comparados con el
control negativo.

Tabla XIV FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS (MCN) EN CELULAS MEIOTICAS DE
Tradescantia CLLONE 4430 INDUCIDA EN EL ENSAYO GENOTOXICO CON AZUL BRILLANTE Y
SU CONTROL NEGATIVO,

) - MCN/100 TETRADAS
CONTROL NEGATIVO TARTRAZINA (0.0024mg/mi)
3.0620.43 6.0621.23
3.06:0.43 6.06£1.23
3.331.30 7.19:0.60
3.3320.94 6.6611.08
3.50%1.14 7.46£1.52
[ 3.79:0.44 6.2610.54

Control negativ: ua destilada
Valores de media y desviacién esténdar en el ensayo genotéxico




3.2 ANTIGENOTOXICIDAD CON EXTRACTO ACUOSO DE Spirulina maxima Y
SUS PIGMENTOS: CLORCFILINA, R-CAROTENO Y FICOCIANINA EN FORMA
INDEPENDIENTE Y EN SUS RESPECTIVAS MEZCLAS Y COMO GENOTOXICO

AZUL BRILLANTE.

La frecuencia de micronlcleos en células meibticas de Tradescantia clone
4430 inducida en los ensayos antigenotdxicos con extracto acuoso de Spirulina
maxima y sus pigmentos clorofilina, R-caroteno y ficocianina independientes y en
mezclas, sus respectives controles empleando como genotéxico azul brillante se
muestran en la Tabla XVI de la cual se puede decir que el rango de variacion en los
controles va de 3.1211.09 a 4.2510.91 MCN/100 tétradas, y que el azul brillante
induce una frecuencia de 6.75t1.17MCN/100 téitradas, mientras que en los
tratamientos antigenotoxicos se presenta una menor induccién de MCN con
relacidén a la obtenida con el genotdxico. Los datos se analizaron mediante el
estadistico de Dunett observando diferencia significativa (p<0.05) con el azui
brillante y en las mezclas que contenian ficocianina asi como en el extracto con
respecto al control negativo (agua destilada) (Tabla XVII), lo que significa que tanto
el extracto como los pigmentos en mezcla protegen a las células de Tradescanfia
en cierto porcentaje (Tabla XVII} y gue aun se manifiesta el efecto del genotdxico
azul brillante.

En los valores correspondientes al porcentaje de inhibicién de la frecuencia
de MCN en células meidticas de Tradescantia inducida con azul brillante y en los
ensayos antigenotoxicos con extracto acuoso de Spirulina y sus pigmentos en
forma independiente como en mezcla, la mayor inhibicion se presenté con
clorofilina en un 47.85% y aplicados en mezclas, clorofilina + B-caroteno protegid
en un 43.11%, las mezclas con el pigmento ficocianina disminuyeron la inhibicién
hasta 36.59% (Tabla XVIIl). En la Figura 7 se observa Ia representacién gréafica de
estos resultados.




{Clorof + B-carot + Ficoc + Azulb____

Tabla XVI FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS EN CELULAS MEIOTICAS DE 7radescantia
CLONE 4430 INDUCIDA EN LOS ENSAYOS ANTIGENOTOXICOS CON EXTRACTO ACUOSO
DE Spiralina maxima Y SUS PIGMENTOS: CLOROFILINA, B-CAROTENO Y FICOCIANINA EN
FORMA INDEPENDIENTE Y EN MEZCLAS, SUS RESPECTIVOS CONTROLES Y AZUL

BRILLANTE (0.014 mg/ml)

MCN/100 TETRADAS (M1DE)

RAgua destilada 3.3440.78
 Extracto acuoso 3.26+1.07
| Clorofilina 3.3641.04
| -caroteno 3.8111.04
DMSO 1% 3.28+0.85
| Ficocianina 3.29+0.77
iClorofilina + 8-caroteno 3.57%0.92
[Clorofilina + Ficocianina 3.42+0.80
\R-caroteno + Ficocinaina 3.12+1.09
! Clorofilina + R-caroteno + Ficocianina 4.29+0.91

{Azul brillante

{Extracto + Azul brillante

6.75£1.17

Clorofilina + Azul brillante 3.52+1.04
tR-caroteno + Azul brillante 3.54+1.12
Ficocianina + Azul brillante 3.9610.95
| Clorofilina + B-caroteno + Azul b 3.84+1.01
iClorofilina + Ficocianina + Azul b 4.26+1.11
{-caroteno + Ficocianina + Azul b 4.12+0.91

Agua lad: control negativo
Azul brillante: inductor de genotoxicidad

4.2841.00
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Tablz XVII RELACIONES ESTADISTICAS DE LA DIFERENCIA DE MEDIAS DE DUNETT PARA
LA FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS (MCN) EN CELULAS MEIOTICAS DE Tradescantia
CLONE 4430 INDUCIDA CON EXTRACTO ACUOSO DE Spirulina maxima Y SUS PIGMENTOS
CLOROFILINA, S8-CAROTENO Y FICOCIANINA [NDEPENDIENTE Y EN MEZCLA
COMPARADOS CON UN CONTROL NEGATIVO (AGUA DESTILADA).

' _Ja_____ Ipos=2¢ 2.

14.010
0.2116
_ 0.14586
kR-caroteno 1.796
§DMSO 1% 0.1496
|Ficocianina 0.09106
1Clor + B-car 0.7759
{Clor + Fico 0.2732
b 3-car + Fico 0.5464
Clor + B-car + Flco 2641

IExtrac + Azul b
i Clor + Azul b
jR-car + Azul b
{Fico + Azul b
IClor + R + Azul b
Clo + Fico + Azul b
|& + Fico + Azul b
C+B+F+Azulb |
$| el valor de q es mayor que 2. 97 indica:
= Atamente significativo

* = |ndica significativo (p<o.s)
NS = No significativo (p>o.0s)
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Tabla XVIII PORCENTAJE DE INHIBICION DE LA FRECUENCIA DE MCN EN CELULAS
MEIOTICAS DE Tradescantia CLONE 4430 INDUCIDA POR AZUL BRILLANTE (0.014 mg/ml) EN
LOS ENSAYOS ANTIGENOTOXICOS CON EL EXTRACTO ACUQSO DE Spirulina maxima Y SUS
PIGMENTOS CLOROFILINA, 8-CAROTENQ Y FICOCIANINA EN FORMA INDEPENDIENTE Y

EN SUS RESPECTIVAS MEZCLAS.

% INHIBICION |

6.75+1.17
jExtracto + Azul b 3.98+1.13 40.88
WClorofilina + Azul b 3.52+1.04 47.85
fi-caroteno + Azul b 3.54+1.12 47.55
Ficocianina + Azul b 3.9640.95 41.33
j|Clor + B-car + Azul b 3.84+1.01 43.11
HClor + Fico + Azul b 4.2611.11 36.88
[R-car + Fico + Azul b 4.1210.91 38.96

(Clo + B + Fic + Azul b 4.28:1:1.0 | __|36.59

"El % de inhibicion se calculo mediante |a formula:

% de Inhibicién = [1 - % MCN antigenotbxico] X 100

%MCN genotdxico
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Figura 7 PORCIENTO DE INHIBICION DEL EXTRACTO ACUOSO DE Spirulina maxima Y SUS
PIGMENTOS CLOROFILINA, 8-CAROTENO Y FICOCIANINA Y SUS DIFERENTES MEZCLAS
SOBRE LA FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS INDUCIDA POR EL ADITIVO COLORANTE
SINTETICO AZUL BRILLANTE
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V DISCUSION

En los afios recientes han surgido una serie de cambios en los habitos
alimentarios, que implican el consumo de distintos tipos de aditivos, adicionados en
la preparacién de alimentos y bebidas (Chavez y col, 1993b), entre los que
destacan los colorantes sintéticos, por la importancia que tiene el color tanto en la
aceptacidbn como en el rechazo del alimento por parte del consumidor, lo que
representa algunas ventajas pero también un grave problema, ya que la gran
produccion y variedad de las sustancias quimicas a las que diariamente se expone
el hombre, aumenta la posibilidad de que estas puedan contribuir a incrementar las
mutaciones de la .carga génica humana (Desroisier, 1983, Marmion, 1984,
Newsome, 1986; Branen, 1980; Valdés, 1991).

Algunos compuestos quimicos pueden participar en las etapas de iniciacion
y progresion del proceso de carcinogénesis al ocasionar alteraciones en el material
genético de las células debido a su capacidad mutagénica es decir, existe la
posibilidad de que un compuesto mutagénico sea también carcinogénico. Incluso,
aan cuando un compuesto no sea mutagénico por si s6lo, al asociarse a ofros
compuestos 0 bien al sufrir transformaciones dentro del organismo, se puede
convertir en mutagénico (Miller y Skiner, 1983, Ames y col., 1987; Leon y col,,
1988).

Es conocido que eventos mutacionales pueden conducir a desordenes y
enfermedades en las células. Esto ha sido confirmado con respecto al desarrollo de
cancer, estableciendo que la actividad oncogénica esta relacionada con la mutacion
genética o translocacion cromosomica (Gilliland, 1997).

Algunos estudios (Kalter, 1971; Trosko y Chang, 1978) sugieren una relaciéon
causal entre la mutagénesis y la transformacién maligna de las células
(carcinogénesis) y ciertas alteraciones de! desarrcllo (teratogénesis).

Cabe hacer notar que, si bien existen numerosos estudios que asocian la
generacion de cancer con la exposicidn a ciertos compuestos quimicos, a la fecha
s6Olo se cuenta con datos preliminares (una elevada incidencia de cancer en las
esposas de los individuos expuestos en el ambiente laboral) que sugieren la
ocuirencia del dafio genético en los gametos (Infante y col., 1976; Corbett, 1976).
Estos estudios constituyen la primera indicaciobn en humanos de alteraciones
hereditarias inducidas por agentes quimicos.

El dafio al ADN es considerado uno de los mas importantes contribuidores al
cancer. Un indicador del dafio mutagénico al material genético podria ser Gtil en la
estimacién del riesgo de cancer en la poblacion y en el monitoreo del efecto de la
quimioprevencion. Mucho de este dafio es oxidativo por naturaieza. Se ha estimado
que una célula humana tipica experimenta cerca de 10000 “golpes™ oxidativos a su
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ADN cada dia. Las enzimas reparan la mayoria de!l dafio provocado mas no todo.
Las lesiones oxidativas se acumulan con la edad y esto provoca riesgo de cancer
(Pryor, 1991).

Aproximadamente el 90% de todos los cénceres, se correlacionan con los
factores ambientales, incluyendo los habitos alimentarios (Armstrong y Doll, 1975;
Wynder y Gori, 1977; Doll, 1992; Potter, 1992). Estudios epidemioldgicos sugieren
que el 35% de todas las muertes por céncer pueden correlacionarse con la dieta
(Eddy, 1986).

El habito de consumir alimentos industrializados disminuye ia ingestion de
vitaminas, ciertos nutrimentos inorganicos, asi como fibra que contienen los
alimentos en su estado mas natural (Lowering, 1985; Connor y Connor, 1989;
Sabaté, 1995). Por otra parte implica la ingestion de sustancias agregadas a los
alimentos (aditivos alimentarios) con el fin de mejorar la apariencia, textura, color,
sabor, etc. de los mismos {Concon, 1988; Branen, 1990). Los mas ampliamente
utilizados son los colorantes y dentro de estos los sintéticos (Desroisier, 1983;
Marmion, 1984; Newsome, 1986). Sin embargo se debe considerar su aspecto
toxicolégico, ya que puede traer riesgos a la salud, entre ellos procesos
carcinogenicos.

Por tal métivo se realizaron estudios en jugos, dulces y refrescos, para
identificar y cuantificar aditivos colorantes sintéticos en estos alimentos,
encontrando con mayor frecuencia los aditivos colorantes sintéticos tartrazina y
azul brillante, los cuales al ser evaluados mediante el sistema de micronucleos en
células meidticas de Tradescantia, se observé un efecto genotdxico para ambos
(Rojas, 1992; Gomez, 1994, Martinez y Velazquez, 1995).

Los aditivos colorantes sintéticos tartrazina y azul brillante fueron
identificados y cuantificados con mayor frecuencia en jugos, dulces y refrescos de
mayor consumo en la ciudad de Querétaro (Rojas, 1892; Gémez, 1994, Martinez y
Veldzquez, 1995), encontrando un efecto genotéxico, en las células meibticas de
Tradescantia. Existen discrepancias entre los diferentes ensayos de mutagenicidad,
por ejemplo, en el caso de tartrazina en ensayos de Ames y linfoma de ratén los
resultados fueron negativos (Patterson y Butler, 1982; Brown y Dietrich, 1983),
mientras que en células de mamiferos y en células fibroblasticas de hamster se
presentaron efectos clastogénicos (Wortzen y col., 1978). Por otra parte e! azul
brillante, desde 1969 no ha sido enlistado por la Legislacion Mexicana en forma
permanente para su uso. En un reporte final expedido por la FDA en 1881
(Newsome, 1986) basado en reportes sobre estudios teratolégicos y de
reproduccion multigeneracionales, emitié que no se encontraron efectos adversos;
en Canada se revisaron los estudios desarrollados por la FDA y concluyen que no
hay evidencias razonables para establecer la no-carcinogenicidad hasta 100 ppm
(Hatchcock, 1984).
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Hasta el momento se desconoce la forma en que actuan los aditivos
colorantes sintéticos, particularmente tartrazina y azul brillante al ser ingeridos y
metabolizados en el organismo. Por tanto, es importante estudiar con detalle, su
estructura quimica ya que se han reportado entre los colorantes del grupo azo y
otros componentes quimicos de los alimentos (Samter y Beers, 1967), por lo cuai
su efecto genotdxico ¢ clastogénico puediera ser atribuido a la alteracion de este
grupo sobre la cadena del acido desoxirribonucleico (ADN) y que puede producir
carcinogenicidad (Fishbeing, 1979). El consumo de estos aditivos colorantes es un
grave problema ya que se encuentran en diversos productos industrializados y por
clasificarse dentro de los grupo azo pueden conducir a alteraciones en el material
genético y a procesos carcinogénicos (Nony y col., 1980; Patterson y Butler, 1982; -
Medvedev y col., 1988; Percy y col., 1989). Por tal razén es recomendable seguir

realizando investigacidnes.

Los colorantes azo, se caracterizan por uno o mas radicales unidos a un
grupo animo (R-N=N-R'). Algunos han estado vinculados con céncer de vejiga en
humanos, con sarcoma espiénico, hepatocarcinomas y anomalias nucleares en
animales de experimentacion y aberraciones cromosémicas de células de mamifero
(Nony y col., 1980; Patterson y Butler, 1982; Medvedev y col., 1988, Percy y col,,
1989). El colorante azo en el organismo es reducido y el puente azo es abierto por
enzimas azoreductasas para producir aminas aromaticas. La toxicidad y
carcinogenicidad de ciertos colorantes azo de sistemas en mamiferos puede
resuitar de interacciones de las moléculas integras con receptores del citosol (Lubet
y col., 1983; Collier y col., 1993) o de ia formacién de radicaies libres y arilaminas
durante la azoreduccion (Nony y col., 1980; Collier y col., 1993).

La poblacién general se ve expuesta a una gran variedad de sustancias
presentes en el aire, agua y principalmente en alimentos, como son los aditivos
colorantes sintéticos que se consumen diariamente, aunado a esto dado el gran
nuamerc de carcindgenos ambientales es casi imposible ingerir alimentos libres de
esas sustancias (Ames y col., 1987, Pariza, 1989). Ademas de esto se sabe que
mutaciones cromosémicas y genéticas son factores importantes en carcinogénesis
y que ciertos canceres humanos pueden se prevenidos por la identificacion de
agentes antimutagénicos en el medio (Gaziano y Hennekens, 1996; Ames y Lois,
1997) v que la incidencia de cancer puede reducirse si las células entran en
contacto con sustancias gue ejerzan un efecto quimioprotector (Gaziano y
Hennekens, 1996).

Andlizando ésta problemética de alimentacion (consumo de aditivos
colorantes sintéticos) a fa que el hombre se expone en su vida cotidiana y
conociendo las consecuencias, asi como las posibles alternativas de solucién, se
decidi6é estudiar la microalga Spirulina maxima poseedora de algunos compuestos
quimioprotectores, entre ellos: clorofilina, B-caroteno y ficocianina (Santillan, 1982;
Paz, 1997) para evaluar su potencial antigenotéxico sobre la genotoxicidad
inducida por tartrazina y azui brillante y de esta manera poder prevenir dafios al
material genético o enfermedades, entre eilas el cancer.
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Se identificé y cuantifico el pigmento ficocianina en el extracto, dando una
concentracién de 1143.4856 mg/kg (1.14 g/kg) asi como en su extraccidn a partir
del pulverizado cuya concentracion es 100 veces mayor que la obtenida en el
extracto 112761.02 mg/kg (112.76 g/kg) de dicha microalga, encontrando
resultados similares a los obtenidos por Paz en 1997 (1405.78 mg/kg y 116064.54
mg/kg respectivamente).

Estos resultados confirman lo reportado en la literatura acerca de la
presencia de dichos pigmentos en el extracto y en el pulverizado de Spirulina
maxima (Santillan, 1982; Ondarza, 1988; Kay, 1991}, ademas de que la clorofila y
la ficocianina se extraen faciimente con agua, mientras que el B-caroteno se logra
extraer con dimetilsulfoxido al 1% por ser un compuesto liposoluble.

Rojas en 1992, realizdé una curva dosis-efecto donde determind las
concentraciones de tartrazina y azul brillante que indujeron genotoxicidad en las
células meidticas de Tradescantia por via tallo. En base a estos resultados se
llevaron a cabo estudios preliminares para obtener las concentraciones que por via
inflorescencia ejercieran un efecto genotéxico mediante el sistema de microndcleos
en células meidticas de Tradescantia, ya que &l dafio a las células es mas directo
que por via tallo, debido a la exposicion total de las yemas que contienen a las
células meidticas y que permiten un mayor contacto de los mutdgenos con las
células blanco, que ademas se encuentran en Profase |, etapa de mayor
susceptibilidad a! dafio provocado por dichas sustancias genotéxicas ocasionando
rompimiento de cromosomas (efecto clastogénico) (Schmid, 1976) manifestado por
la frecuencia de micronticleos, observandose en la etapa de tétradas. E! efecto
clastogénico es originado por la ruptura de los puentes de hidrogeno del ADN
debilitando la molécula de ADN. La frecuencia de microniicleos inducida por el
aditivo colorante tartrazina fue hasta 7.52 + 2.32 MCN/100 tétradas y por el azul
brillante hasta 6.75 + 1.17 MCN/M00 tétradas. Estos valores son aitos en
comparacién con el control negativo (agua destilada) (3.37 + 0.04 MCN/100
tétradas), lo cual indica el potencial genotéxico, es decir, el dafio al material
genético que ejercen ambos aditivos colorantes sintéticos sobre las células
meiéticas de Tradescantia.

Los siguientes estudios apoyan lo referente a genotoxicidad debido a que se
ha utilizado la misma prueba de micronlcleos con resultados favorables.
Evaluacibn de la capacidad genot6xica de: compuestos fisicos y quimicos,
farmacos y bebidas comines (Ma y col., 1983), bebidas refrescantes no
alcohélicas (Ruiz y col, 1993), colorantes sintéticos en camicos (Ledezma y
Alvarez, 1990), aditivos colorantes sintéticos (tartrazina y azul brillante) presentes
en jugos, dulces y refrescos (Rojas, 1992; Gémez, 1994; Martinez y Velazquez,
1995), farmacos (Ruiz y col, 1999) asi como también en la deteccion de
contaminantes en agua potable residual (Ma y col.,, 1983; Ruiz y col., 1992), y
ensayos antigenotéxicos (Estrada, 1995; Paz, 1997) indicando con esto la
efectividad del sistema.



También mediante este sistema se evalud la induccion de micronticleos del
extracto acuoso de Spirulina maxima dando una frecuencia de 3.16 + 0.14
MCN/100 tétradas siendo muy semejante al encontrado en el control negativo
(agua destilada) (3.37 £ 0.04 MCN/100 tétradas), por tanto, se puede decir que el
extracto esta excento de genotoxicidad lo que indica Ia inocuidad de este al ser
aplicado en las células meitticas de Tradescantia observando ausencia de dano al
material genético.

Por consiguiente se realizaron ensayos antigenotéxicos con el extracto
acuoso de Spirulina maxima en las células de Tradescantia con el fin de
protegerlas del dafio genotdxico inducido por los aditivos colorantes sintéticos
tartrazina (7.52+2.32 MCN/100 tétradas) y azul brillante (6.75+1.17 MCN/100
tétradas). Los resultados mostraron que el extracto acuoso redujo la frecuencia de
micronticleos en un 4.2631.40 MCN/100 tétradas en relacién al inducido por
tartrazina y hasta 3.99+1.13 MCN/100 tétradas con respecto al azul brilfante. En el
analisis estadistico de los datos la diferencia significativa que presenta el extracto
con respecto al control negativo (agua destilada) indica una inhibicion parcial de
aproximadamente 43 y 40% del dafo inducido por tartrazina y azul brillante
respectivamente lo cual demuestra el potencial que tiene el extracto acuoso de
Spirulina para proteger al ADN contra el efecto de ciertos aditivos colorantes
sintéticos.

Estos resultados son semejantes a lo descrito por Paz en 1997, acerca del
potencial antigenotéxico del extracto y pigmentos (clorofilina, B-carocteno,
ficocianina) de {a microalga Spirulina maxima con hidrazida maleico, evaluados en
células meidticas de Tradescantia. Este mismo sistema biolégico ha sido efectivo
para determinar la capacidad antigenotoxica de fenoles presentes en frijo! (Estrada,
1995).

En la literatura cientifica se han mencionado diversos estudios
antigenotoxicos con extractos de Spirufina y ofras microalgas, asi como con
extractos de ofros alimentos (verduras), por ejemplo Schwartz y col, en 1988,
demostraron que un extracto de microaigas Spirufina-Dunatiella es efectivo en la
prevencion del desarrolio de tumores en la bolsa bucal de hamster cuando dicho
extracto se aplica tépicamente, observaron también que dietas ricas en f}-caroteno
y cantaxantina reducian significativamente el nimero de tumores y el tamario de
estos. Mientras que Qishen y col., 1989 al tener conocimiento de la actividad
antimutagénica y radioprotectiva de extractos derivados de plantas y animales,
mostraron que un extracto alcohodlico obtenido de Spirulina platensis, podia reducir
el dario inducido por la radiacion ionizante sobre la médula 6sea de ratén, de tal
manera que las células tratadas con dicho extracto resistieron ai dafio que causan
la radiacion gamma, estos autores proponen dos mecanismos por los cuales las
células se protegieron de las radiaciones. 1) La capacidad de la célula para mejorar
el dafo inducido al ADN puede aumentar por la presencia del extracto alccohdlico.
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2) La accion radioprotectiva del extracto alcohdlico puede resultar de una mejora
pasajera en el mecanismo "atrapador de radicales” en las células irradiadas, de tal
forma que los compuestos capaces de "atrapar” los radicales libres causantes de la
peroxidacion lipidica, son conocidos como antioxidantes y algunos de la dieta que
han presentado actividad antimutagénica y anticarcinogénica son: acido ascorbico,
B-caroteno, a-tocoferol, selenio, calcio, clorofilina, clorofila, etc. Debido al desastre
de Chernobil millones de personas viven en zonas peligrosamente radiactivas y en
contacto directo con agua, tierra y alimentos contaminados; una consecuencia de
vivir en estas areas es el alto nivel de radiontclidos (Cesio-137 y Estroncio-80), en
jos organismos de las personas. Al respecto Loseva y Dardynskaya en 1893
demostraron que la administracion diaria de Spirulina podian disminuir los elevados
niveles de radiontclidos encontrados en nifios.

Se ha descrito también que extractos de verduras tales como: col, apio,
espinacas y col de brusellas, por mencionar algunos, probados en diversos
sistemas in vivo fueron reportadas por reducir significativamente la actividad
mutagénica de genotdxicos conocidos como el pirolisato (Kada y col., 1978; Barale
y col., 1983; Abraham y col.,, 1986; It0 y col., 1986, Muenzner, 1986, Kim y col.,
1987; Hayatsu y col., 1988; Knasmueller y col., 1989; Sharma, 1990; Sarkar y col.,
1996) o una mezcla de benzo (a) pireno y 3-metilcotlantreno (Lai y col., 1880),
también se han evaluado €l extracto de hojas de espinaca, cantidades iguales de
clorofila extraida de las hojas y clorofilina sintética donde se demuestra que el
extracto y la clorofilina no fueron toxicos ni clastogénicos y protegieron contra la
actividad de genotoxicos, tales como el pesticida clordano y sal de cromo
inorganico (Sarkar y col., 1994). La proteccion contra el dafio cromosomico fue
atribuida a l1a clorofila (Sharma, 1990). La actividad antimutagénica de ésta se
obtuvo principalmente usando extractos crudos cuyo efecto es debido a la
composicién total del extracto, mas que de un sdlo constituyente. El extracto de
clorofila y su derivado clorofilina mostraron no tener efectos téxicos ni mutagénicos,
particularmente en sistemas microbianos (Sarkar y col., 1994).

En general el alto consumo de frutas y verduras, se ha relacionado con un
efecto protector en contra del cancer, mientras que una baja ingesta se relaciona
con un incremento de! riesgo en esta patologia en la mayorfa de los 6rganos
excepto prostata. La evidencia es muy fuerte para el cancer epitelial, como el de
pulmén, laringe y eséfago y menos convincente para el cancer mamario (Packet y
Sullivan, 1995), se ha descrito que una dieta rica en frutas, verduras, cereales y
nueces ha sido asociada como factor de proteccién contra efectos carcinogénicos y
relacionados con mutagenos y actividad clastogénica de agentes genotdxicos
(Bjelke, 1974; Graham y col., 1978; Shu y col., 1988} atribuyendo estos efectos a la
presencia de vitaminas A, C, y carotenoides (-caroteno) que pueden actuar como
nutrimentos antioxidantes preventivos contra el cancer y aterogénesis. En estudios
realizados por Abbey y col., 1995 se demostré que una dieta suplementada con -
carotenos y vitamina C provenientes de frutas y verduras tuvo un efecto protector
sobre la oxidacién de las LDL-colesterol. Otras investigaciones con vitamina E han
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mostrado una asociacién inversa con la enfermedad cardiovascular (Ishidate y col.,
1984). La cantidad requerida para evitar la oxidacién de los LDL-colesterol es dificil
de alcanzar sin un aumento en el consumo de grasa en la dieta; por tanto algunos
autores recomiendan que el consumo sea por medio de suplementos (Combes y
Haveland-Smith, 1982; Martinez y Velazquez, 1995).

Es importante mencionar que la microalga Spirulina maxima es poseedora
de diversos componentes con propiedades antigenotéxicas como xantofilas,
selenio, caicio, potasio, tocoferol, clorofifina, §-caroteno, ficocianina, entre. otros
(Henrikson, 1981; Santillan, 1982; Aeschabacher, 1989), 4cido y-linoleico (Belay y
col., 1997), &cido palmitico, el cual ha mostrado reducir el dafio genotdxico
producido por ciclofosfamida en sistemas in vivo (Chorvatovivova y Navarova,
1992; Gonzales de Mejia, 1897). Por tanto estos constituyentes presentes en el
extracto permiten suponer que pudieron haber ayudado a potenciar el efecto de
quimioproteccidn, es decir que protegieron al ADN. Estos datos permiten suponer
que el extracto acuoso asi como los pigmentos de esta microalga protegieron al
ADN de las células de Tradescantia de la accion genotoxica inducida por tartrazina
y azul brillante, es asi que Spirufina puede actuar como protector del material

genético de agentes quimicos.

Con 1a finalidad de conocer si las propiedades antigenotéxicas que presentd
el extracto de Spirifina se le pueden atribuir a sus pigmentos (clorofilina, f-caroteno
y ficocianina), se realizaron ensayos antigenotdxicos con cada uno de ellos, en
forma independiente y en mezcla a las concentraciones determinadas en el
pulverizado de S. maxima usando los estandares de clorofilina y p-caroteno y el
pigmento extraido ficocianina, observandose en los resultados, que estos
pigmentos presentan actividad antigenotéxica independientes y en mezcla,
manifestado por la inhibicion de la frecuencia de microntcleos inducides por
tartrazina y azul brillante. E! analisis estadistico no mostré diferencia significativa de
los pigmentos clorofilina, R-caroteno vy ficocianina aplicados de manera
independiente, asi como la mezcla clorofilina + B-carctenoc en relacion al control
negative (agua destilada), esto nos habla de su potencial quimioprotector sobre las
células blanco y por otra parte de su inocuidad al material genético demostrandose
con el % de inhibicién, correspondiendo la mayor proteccion al pigmento clorofifina
en 51.06% y 47.85% para ambos colorantes respectivamente. En relaciéon a las
mezclas de los tres pigmentos la de mayor proteccion fue clorofilina + pB-caroteno
en un 46.67% al emplear tartrazina y de 43.11% con azul brillante. Estos resuitados
muestran gue clorofilina ejerce un efecto quimioprotector del dafo al material
genético, comprobado por diversos autores (Sarkar y col., 1996). Sin embargo
cuando ficocianina se combina con clorofilina, R-caroteno y en la mezcla de los tres
pigmentos el porcentaje de proteccidn a las células se reduce a 41.48% y 36.59%
con tartrazina y azul brillante respectivamente. Estos resultados nos dan la pauta
para sugerir que el extracto mostré diferencia significativa con respecto ai control
negativo debido a la presencia de ficocianina y por tanto a gque los tres pigmentos
se encuentran contenidos en el mismo.
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No se conocen bien los mecanismos de accién del extracto acuocso, asi
como los pigmentos clorofilina, B-caroteno y ficocianina de Spirulina maxima
(Brokman y col., 1992; Sarkar y col., 1896) por medio de los cuales ejercieron un
efecto de quimioproteccion al material genético en las células meidticas de
Tradescantia (Paz, 1997). Sin embargo los conocimientos acerca del efecto
antimutagénico y anticarcinogénico atribuido a los compuestos antioxidantes, hacen
sugerir que los resultados de inhibicién sobre la frecuencia de micronticleos
inducidos por los aditivos colorantes sintéticos: tartrazina y azul brillante se deben a
que los dos primeros pigmentos se clasifican dentro del grupo de los antioxidantes
(Schwartz y col., 1988; Frankel y col., 1996; Gaziano y Hennekens, 1896; Belay y
col., 1997) y que por esta caracteristica pudieron haber actuado como atrapadores
de moléculas reactivas (metabolitos electrofilicos cargados positivamente o

radicales oxigeno).

La clorofila es un pigmento verde presente en los organismos que realizan la
fotosintesis, es el principal pigmento absorbedor de luz y es el encargado de
impartir el color verde a las hojas, por elio se encuentra en las plantas verdes, pero
también esta presente en ias algas pardas, diatomeas, dinoflagelados y en las
microalgas verde-azules (Goodwin, 1976, Gross, 1987; Ondarza, 1988).

La sal de sodio y cobre (clorofilina) utilizada en los ensayos bioldgicos
mostrd un poder antigenotéxico mediante la disminucion de la frecuencia de
micronucleos liegando hasta 3.68 £ 1.28 MCN/100 tétradas y 3.52 + 1.04 MCN/100
tétradas en relaciéon a fa inducida por los mutagenos tartrazina (7.52 + 2.32
MCN/100 tétradas) y azul brillante (6.75 = 1.17MCN/100 tétradas) respectivamente.
Estos resultados demuestran el poder quimioprotector que ejerce Spirulina maxima
al contener este pigmento ademas de otros componentes que la hacen mas
interesante.

Los resultados de esta investigacién acerca del poder antigenotéxico de
clorofilina coinciden con lo reportado por diversos autores en los siguiente estudios.

En virtud de que la clorofila estd presente en todas las plantas verdes,
cietos estudios han atribuido a eésta propiedades antigenotéxicas y
antimutagénicas; al respecto Lai y col., 1980, Ong y col., 1986 han mostrado una
relacion directa entre la accidn inhibitoria de extractos de plantas contra agentes
genotbxicos y el contenido de clorofila, igualmente Sato y col., 1990 han sugerido
que aproximadamente el 20% de los efectos antimutagénicos observados en
extractos de plantas acuaticas son atribuibles a la clorofila. La investigacion
realizada por Gentile y Gentile en 1891 advierte que la concentracion de clorofila es
un factor importante que debe tomarse en cuenta en la evaluaciéon de la accién
antimutagénica de plantas.
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La actividad inhibitoria de clorofila sobre los efectos producidos por el humo
condensado del cigarro, benzo (a) pireno y Trp-p-2 han sido estudiados en
bacterias y Drosophila (Hayatsu y col., 1988) utilizando clorofilina {sal de sodio y
cobre) debido a su solubilidad en agua, este componente ha sido probado en
diversos estudios in vitro e in vivo, generaimente mostrando ausencia de toxicidad y
un eficiente poder antigenotoxico {Sarkar y col., 1993; Sarkar y col., 1994; Sarkar y
col., 1996).

Estudios realizados en 1986 por Ong y col., demostraron que la clorofilina,
posee actividad antimutagénica e inhibe la mutagenicidad causada por mezclas
complejas en el humo de cigarro, atmésfera, particulas de emision del diesel entre
otras. En 1989 este mismo grupo de investigadores demostré que componentes
comunes de nuestra dieta como clorofifina, B-caroteno, retinol, vitamina Cy
vitamina E, son capaces de inhibir la actividad mutagénica de las diferentes

‘mezclas complejas estudiadas. La propiedad antimutagénica de clorofilina se le

atribuye principalmente al atrapamiento molecular de mutagenos {Arimoto y col.,
1993).

El p-caroteno.es un pigmento fotosintético que capta la energia luminosa
(Ondarza, 1988) presente en vegetales verdes y amaritlos pero también es comun
en algas y microalgas (Goodwin, 1976; Gross, 1987), es un pigmento liposoluble,
de ahi su solubilidad en solventes apolares tales como hexano y éter de petroleo,
asf como en solventes grasos come acetona, cloroformo, alcohol y dimetiisulfoxido.

Estudios epidemiolégicos demuestran que el B-caroteno puede actuar como
un agente quimiopreventivo con respecto a la inhibicion de la aparicién de ciertos
tipos de tumores en humanos (Peto y col., 1981). Epstein en 1977 reporté que con
la administracion intraperitoneal de p-caroteno obtenla un retraso significativo en la
induccién de tumores de piel en ratones sin pelo expuestos a la luz UV, estos
resultados fueron confirmados por Mathews-Roth en 1982 guienes al administrar
este pigmento en la dieta de ratones tratados con dimetilbenzo (a) antraceno
observaron una reduccion del 70% en tumorogénesis de piel. Datos similares
fueron obtenidos por Santamaria y col., en 1983 encontrando que la administracion
de B-caroteno en la dieta y por instalacion intragastrica protegia a los ratones contra
la accién fotocarcinogénica del benzo (a) pireno por luz UV y contra la
carcinogénesis del benzo (a) pireno en ratones mantenidos en ausencia de luz.

El B-caroteno, pigmento conocido por ser antimutagenico en sistemas in vitro
e in vivo ( Renner, 1985; Charleux, 1996) protege de la grasa corporal y contra ia
oxidacion de membranas, este es un atrapador de radicales libres y notablemente
eficiente para suprimir el oxigeno singulente ( forma muy reactiva del oxigeno) el
cual es mutagénico y particularmente efectivo en la peroxidacion lipidica causada.
Los carotenoides han mostrado ser anticarcinégenos en ratas y ratones vy
probablemente en humanos (Ames, 1983).
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La vitamina A, p-caroteno (provitamina A) E y C reducen y detienen de
manera significativa la incidencia de cancer en piel, colon, estémago, esofago,’
glanduta mamaria, vejiga y pulmén (Lupescu, 1993).

Estudios prospectivos han sugerido que las personas con altas ingestiones
de p-caroteno y vitamina E tienen mas bajo riesgo de enfermedad coronaria y
ataque cardiaco (Gaziano y col., 1994).

los carotenoides, especialmente los p-carotenos poseen un efecto
antitumoral en muchos tipos de cancer en animales y humanos de lo cual se
deduce que su poder quimiopreventivo no esta relacionado a su conversiéon a
vitamina A (Lupescu, 1993).

Algunos autores sugieren que en numerosos estudios epidemioldgicos los
carotenoides pueden ser importantes en la prevencién de varios tipos de cancer
(Krinsky, 1993; Gerster, 1993; Van, 1993). y el consumo de una dieta rica en estos
después de un diagnéstico de cancer ha sido asociado con un pronéstico mas
favorable (Ingram, 1994; Jain y Miller, 1994).

Otros estudios mas recientes, muestran que compuestos como fa clorofila, el
f-caroteno y algunas vitaminas, las cuales se encuentran naturaimente en las
plantas, frutas, verduras y microalgas, resultan ser potentes inhibidores de algunos
agentes quimicos capaces de inducir mutagenicidad (Cabrera, 1993); en 1995
Quintanar demuestra que los extractos ricos en carotenoides de diferentes chiles
verdes, son capaces de inhibir la accién de ciertos mutagenos ambientaies como
son los hidrocarburos policiclicos aroméaticos. De igual modo, Ramos en 1985
demostrd que los pigmentos obtenidos de la flor de cempasuchil tales como
xantofilas, presentan un elevado potencial antimutagénico contra mutagenos
ambientales conocidos. En 1996 Sarkar y col, demuestran esta misma accidn por
los .extractos de hojas de espinacas (ricos en clorofila) contra la actividad de un
clastégeno metdlico comun.

Con respecto a la ficocianina se define como un pigmento accesorio que
funciona como receptor de la energia luminosa, es una biliproteina, ya que el
tetrapirrol de cadena abierta Ilamado ficocianobilina se encuentra conjugado con
una proteina especifica que es la ficocianina (Ondarza, 1988), es un pigmento azul,
responsable del color tan caracteristico que tienen las microalgas entre ellas
Spirufina maxima. Se distribuye principalmente en las algas rojas y en las
microalgas verde-azules y al igual que muchas proteinas giobulares, las
biliproteinas pueden extraerse faciimente en agua o soluciones diluidas de sai con
previa ruptura de las células (Haxo y col., 1955; Troxler y col., 1975), en 1979 Ganit
y col., establecieron un proceso para el aislamiento de ficocianina a pariir de
diversos cultivos de especies de algas rojas y verde-azules; este proceso se ha
modificado subsecuentemente dependiendo de la especie de microalga verde-azul,
ademas por considerarse de cultivos vivos, la metodologia implica el uso de equipo
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especial para el manejo de estos, es por ello que principalmente se obtenga en
agua y/o buffer de fosfatos con pH aproximados a 7 (6.8 - 7).

Se desconoce el mecanismo de accién de este pigmento, los estudios més
recientes acerca de las propiedades terapéuticas que ofrece son: efecto protector
de la nefrotoxicidad causada por metales pesados, estimulacion dei sistema
inmune (Fukino y col., 1990; Cheng-Wu, 1994), asi como los estudios realizados
por Paz en 1997 en relacién al efecto antigenotoxico que ejerce la ficocianina sobre
la genotoxicidad inducida por el mutageno hidrazida maleico (gquimico con
propiedades de estimular el crecimiento de plantas), usado ampliamente en la
agricultura, es conocido por su potencial clastogénico en un nimero de mddelos de
plantas, las cuales incluyen Hordeum, Arabidopsis, Vicia, Allium y Tradescantia
(Constantin y Owens, 1982). La capacidad del rompimiento cromosomico de
hidrazida maleico ha sido atribuida a su potencial para romper los puentes de
hidrogeno de las moléculas de ADN (Gechner y col., 1982). Se encontraron en la
presente investigacion datos semejantes de antigenotoxicidad pero empleando
otros mutagenos: tartrazina y azul brillante. Se sugiere continuar realizando
investigaciones con este pigmento.

Es importante considerar el efecto antigenotdxico ¢ de proteccion al material
genético que ha mostrado la microalga Spirulina maxima sobre diferentes
mutagenos como el hidrazida maleico (Paz, 1997), asi como en este estudio contra
aditivos colorantes sintéticos: tartrazina y azul brillante, ya que estos se encuentran
comunmente presentes en la dieta diaria y pueden llegar a desarrollar un proceso
carcinogénico al ocasionar mutaciones en las células, ademas fue interesante
comprobar su inocuidad para el ADN de las células de Tradescantia.

Sin embargo los estudios con Spirulina no se limitan dnicamente a su
capacidad antigenotdxica, sino que diversas investigaciones realizadas en el pais e
incluso en otros como Africa y Francia, la han estado evaluando desde tiempos
remotos, donde destaca por su alto contenido de proteinas (65-70%) con un
completo perfil de aminoacidos esenciales y no esenciales, acidos grasos,
vitaminas, nutrimentos inorganicos y pigmentos. Esta microalga ha sido
ampliamente utilizada por sus diferentes propiedades terapéuticas tanto en
experimentos animales como en el hombre, en distintos casos como desnutricion,
hipercolesterolemias, estimulacion del sistema inmune, efecto protector a la
radiacion, actividad contra el virus del SIDA, anticancerigeno y antitumoral (Sautier
y Tremolieres, 1976; Nayaka y col., 1988; Schwartz y col., 1988; Qishen y col.,
1989; Gustafson y col., 1989; Quereshi y col., 1994).

Estudios crénicos, subcronicos y de Toxicologia de reproduccion asi como
pruebas de mutagenicidad desarrolladas en varias especies de roedores concluyen
que el alga usada en la dieta de estos experimentos esta excenta, de toxicidad,
teratogenicidad y genotoxicidad (Chamorro y col., 1985, 1987, Chamorro y Salazar,
1996: Chamorro y col., 1997). Otras investigaciones realizadas en ratas, donde se
utilizaron diferentes concentraciones de S. maxima en su dieta no mostraron
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efectos adversos ni toxicos después de un tratamiento subcrénico (Salazar y col.,
1998).

Es relevante mencionar que Spirufina maxima podria ser utilizada por la
industria alimentaria como aditivo de tipo nutrimental adicionandola a sus productos
(pastas, frituras, bebidas, entre otros), con el fin de ofrecer al consumidor una mejor
calidad de estos, ya que es un recurso natural muy importante por su elevado
contenido de proteinas de cuya composicion total representa el 70%, caracteristica
que la distingue de los demas alimentos de origen vegetal, incluso de las
leguminosas y especificamente de la soya, la cual en un caso de desnutricion de
tercer grado fue sustituida por la administracién de Spirulina, obteniendo buenos
resultados en cuanto al peso (Durand-Chastel, 1980), también se ha utilizado en
casos de desnutricién en adultos (Sautier y Tremolieres, 1976) asi como por atletas
mexicanos, quienes la ingerian como una fuente proteica (Pirie, 1975). Esta
microalga no sblo es de interés por sus proteinas sino porque ademas contiene
acidos grasos esenciales, vitaminas del complejo B (tiamina, riboflavina, piridoxina,
cianocobalamina, etc.), tocoferol nutrimentos inorganicos como el calcio, hierro,
zinc, por mencionar algunos, es asi que la industria farmacéutica la podria emplear
para la elaboracion de complementos alimenticios en forma de capsulas, tabletas y
liquidos (Kay, 1991). Spirulina presenta también pigmentos (clorofilina, #-carotenc y
ficocianina) con capacidad para proteger al material genético det dafio inducido por
algunas sustancias. Otros pigmentos que contiene son las xantéfilas con un buen
efecto pigmentante en la yema de huevo, (Avila y Cuca, 1974; Bezares y col,,
1976), por lo cual se puede sugerir otro uso de esta microalga como aditivo
colorante de origen natural, debido a la presencia de sus pigmentos, siendo el color
un parametro de evaluaciéon tan importante en la calidad visual y por tanto de
aceptacion o rechazo del alimento por parte del consumidor.

Por todo lo citado anteriormente se puede decir que la microalga Spirufina
maxima podria emplearse como un alimento funcional que interviene en la
prevencion y tratamiento de diversas enfermedades, reguiando los procesos
corporales tales como: aumentar los mecanismos de defensa, participar en la
prevencion de enfermedades especificas como el cancer, retardar los procesos de
envejecimiento, entre otros (Milner, 1994), ademas, aparte de su alta calidad
nutricia protege al ADN del dafic genotdxico inducido por sustancias cominmente
presentes en los alimentos (industrializados) especificamente los aditivos
colorantes sintéticos tartrazina y azul brillante. Atribuyendo la capacidad
quimioprotectora de Spirulina a sus componentes principaimente a R-caroteno y
clorofilina que estan relacionados con la disminucion en la incidencia de cancer, tal
es el caso de estudios epidemiologicos que demuestran que el cancer gastrico,
cervix, mama y vejiga pueden reducirse si aumentamos en nuestra dieta el
consumo de frutas, verduras y carotencides (Shelleke y col., 1981; Ames, 1983,
Paganini y col., 1987; Lupescu, 1993; Ingram, 1994; Jain y Milier, 1994) y por ser
compuestos antioxidantes asi como una accién antigenotoxica ejercida por el
pigmento ficocianina, importante también por sus aportaciones terapéuticas
contribuyendo a un mejor estado de salud del ser humano. Por tanto es
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recomendable difundir en instituciones del 4rea de la salud io observado en esta
investigacion respecto a su inocuidad y sobre su capacidad antigenotoxica para
proteger al material genético de las células y lo reportado en la literatura acerca de
sus caracteristicas nutricias, terapéuticas (Nayaka y col., 1988; Iwata y col., 1990;
Quereshi y col., 1994; Hayashi y col., 1994) y de cultivo, pudiendo crecer y
desarrollarse en cualquier pals usando materiales simples y sin tecnologia
sofisticada (Trainor, 1978; Ciferri y Tiboni, 1985) de tal manera que debido a su
importancia-se logre cultivar y con ello se promueva su uso en la alimentacion
humana.
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VI CONCLUSIONES

e Los aditivos colorantes sintéticos tartrazina (FD&C amarillc No. 5) y azul
brillante (FD&C azul No. 1) mostraron un efecto genotoxico (dafio al material
genético) evaluado por la frecuencia de micronucleos en células meiéticas de
Tradescantia clone 4430 a las concentraciones de 0.0024 mg/mi y 0.014 mg/m)

respectivamente.

e El extracto acuoso de Spirulina maxima (168 mg/ml) es inocuo para las células
meitticas de Tradescantia, ya que la frecuencia de MCN (3.1610.14) es muy
semejante a la obtenida con el control negativo (3.37£0.04) y presentd un efecto
inhibitorio de 43.35% sobre la frecuencia de MCN inducida por tartrazina y un
40.88% con azul brillante.

e Los pigmentos clorofilina, B-caroteno y ficocianina presentes en el extracto
acuoso de Spirulina maxima mostraron un efecto de quimioproteccion tanto
individual como en sus respectivas mezclas para las células blanco de
Tradescatia. Clorofilina mostré un 51.06% de inhibicién del dafio inducido por
tartrazina y 47.85% del dafio por azul brillante. En relacion a las mezclas,
clorofilina + R&-caroteno indujo una proteccion de 46.67% al material genético
para tartrazina y 43.11% para azul brillante, se observé que con la presencia de
ficocianina en las mezclas de los pigmentos, el porcentaje de proteccion a las
células es menor con relacion al obtenido con el pigmento aplicado en forma
separada para ambos aditivos colorantes sintéticos.
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ANEXOS

ANEXO 1. PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS DE ALGUNGS ADITIVOS
COLORANTES SINTETICOS UTILIZADOS CON MAYOR FRECUENCIA EN
JUGOS, DULCES Y REFRESCOS (TARTRAZINA Y AZUL BRILLANTE)

1.1TARTRAZINA

Es un colorante con buena estabilidad a cambios de pH, no muestra cambios
a pH de 3 a 8. Excelente solubilidad en agua, de 20g a 100ml de agua a 25 Ce.
Buena estabilidad a la luz y al calor y regular estabilidad a la oxidacion. Buena
fuerza pigmentaria; compatibilidad moderada con los componentes alimenticios. Se
utiliza en alimentos para animales, postres, cereales y helados (Igoe, 1983).

1.2 AZUL BRILLANTE

Colorante con solubilidad de 20g en 100mi de agua a 25 C°, su estabilidad
disminuye después de una semana a pH 3, 7 y 8, es inestable en alcalis como
Na2CO3 al 10% y NH4OH al 10%, tiene buena estabilidad a ta oxidacion y al calor,
- con excelente fuerza pigmentaria. Se utiliza con otros colorantes primarios para
producir una variedad de tonos, teniendo una buena compatibilidad con otros
componentes de los alimentos. Se utiliza en dulces, reposteria, bebidas no

alcohdlicas (lgoe, 1883).
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ANEXO 2. ESTRUCTURA QUIMICA DE ALGUNOS ADITIVOS COLORANTES
SINTETICOS UTILIZADOS CON MAYOR FRECUENCIA EN
JUGOS, DULCES Y REFRESCOS (TARTRAZINA Y AZUL BRILLANTE)

2.1TARTRAZINA

La tartrazina pertenece a los colorantes disazoicos, es una sal trisédica del
acido 5-hidroxi-2-p-sulfofenil-4-(p-sulfofenilazo) pirazol-3-carbixilico.

Férmula quimica: C15H9N409S2Na3
Peso molecular = 534 .4

NaSO; ____ NN

\ /coowa

/

HO N

NaSO;;

(de Saint Blanquat, 1988).
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2.2 AZUL BRILLANTE

Se clasifica dentro de los colorantes del trifenilmetano, es una sal disédica
de 4-{{4-(N-etil-p-sulfobencil-amino)-fenil)-(2-sulfonium-fenil)-metileno{-(1-(N-etil-N-
p-sulfobencil}- 2,5-ciclohexadienimina).

Férmula quimica: C37H34N20953Na2

Peso molecular: = 792.84.
Csz /SOSNa

N CH
—C
\ — N—CH
SOs
CzHs \SO;;Na

(Furia, 1972).
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