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RESUMEN

Antecedentes. Se han encontrado en la literatura evidencias solidas sobre la asociacion
entre la ingesta de diversos compuestos (nitratos, nitritos, nitrosaminas, hidrocarburos
aromaticos policiclicos y aminas heterociclicas) derivados, principalmente, del consumo
de carnes y el riesgo de desarrollar cancer. Se sugiere que estos compuestos entran en
contacto con la microbiota intestinal modulando su composicién y dando lugar a
compuestos potencialmente carcinogénicos. Un analisis de los niveles de toxicidad fecal
podria emplearse como un biomarcador de la ingesta dietética de estos compuestos vy,
con ello, del riesgo de desarrollar cancer.

Objetivo. Evaluar la aplicabilidad de un método que permita la deteccion del nivel de

compuestos mutagenicos en heces.

Métodos. Se utilizo el Test de Ames para analizar la mutagenicidad en heces de 17
muestras fecales de personas institucionalizadas (5 hombres y 12 mujeres) >75 afios y
sin patologias diagnosticadas. Se realizaron dos bioensayos empleando el Kit Muta-
ChromoPlate. EI primer bioensayo se realiz6 con 8 muestras (3 hombres y 5 mujeres),
mientras que para la realizacién del segundo bioensayo se contd con 9 muestras (2
hombres y 7 mujeres), todas ellas seleccionadas al contar con una cantidad suficiente de
sobrenadante fecal.

Resultados. En el primer bioensayo realizado, los resultados obtenidos indican que las
muestras analizadas presentan una gran cantidad de mutagenos (p = 0,001). Sin
embargo, el nivel de crecimiento bacteriano observado y la rapidez con la que éste se
produjo sugirié que los resultados no eran producto de una desmesurada toxicidad fecal
sino de la presencia de histidina en las muestras. Se realizé un segundo bioensayo con
una dilucion del 90% del sobrenadante fecal con el fin de inhibir el efecto de la
histidina, sin éxito.

Conclusion. El Test de Ames no parece ser un buen meétodo para la determinacion de
mutagenicidad fecal debido a que la presencia de histidina en las muestras puede dar
lugar a resultados falsos positivos. Se necesita la puesta en marcha de mas trabajos que

permitan la deteccion de biomarcadores fecales de la ingesta de compuestos

potencialmente carcinogénicos.

Palabras clave: Dieta, Cancer, Mutagenicidad fecal, Test de Ames, Biomarcadores.



ABSTRACT

Background. We have found in literature solid evidence of the association between the
intake of various compounds (nitrates, nitrites, nitrosamines, polycyclic aromatic
hydrocarbons, heterocyclic amines) derived, mainly, from the consumption of meat, and
the risk of developing cancer. It is suggested that these compounds come into contact
with gut microbiota, modulating its composition and giving rise to potentially
carcinogenic compounds. An analysis of faecal toxicity levels could be used as a
biomarker of the dietary intake of these compounds and, hence, of the risk of

developing cancer.

Objective. To evaluate the applicability of a method that allows the detection of the

level of mutagenic compounds in faeces.

Methods. The Ames test was used to analyse the mutagenicity in the faeces of 17 faecal
samples of institutionalised people (5 males and 12 females) over 75 years old and
without diagnosed pathologies. Two bioassays were conducted using the Muta-
ChromoPlate kit. The first bioassay was developed with 8 samples (3 males and 5
females), while for the development of the second bioassay we had 9 samples (2 males
and 7 females), all of them selected because a sufficient amount of faecal supernatant

was available.

Results. The results obtained in the first bioassay show that the samples analysed
present a great amount of mutagens (p = 0.001). However, the perceived level of
bacterial growth and the rapidity with which this growth was produced suggested that
the results were not the product of an excessive faecal toxicity, but of the presence of
histidine in the samples. A second bioassay was conducted with a dilution of 90% of
faecal supernatant in order to inhibit the effect of histidine, unsuccessfully.

Conclusion. The Ames test does not seem to be a proper method for the determination
of faecal mutagenicity due to the fact that the presence of histidine in the samples can
produce false-positive results. More works are needed that allow the detection of faecal

biomarkers of the intake of potentially carcinogenic compounds.

Keywords: Diet, Cancer, Faecal mutagenicity, Ames test, Biomarkers.
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1. INTRODUCCION

La asociacion entre cancer y dieta ha sido ampliamente estudiada y argumentada.
Ya en 1981, Doll y Peto, sefialaban que hasta un 35% de las muertes por esta
enfermedad podrian estar relacionadas con la dieta (Doll y Peto, 1981). Posteriormente,
la World Cancer Research Fund en colaboracion con el American Investigation of
Cancer Research arrojaron datos coherentes con los mencionados por Doll y Peto,
estimando que el 25-30% de los casos de cancer eran atribuibles a la dieta (WCRF y
AICR, 1997). Uno de los factores de riesgo para el desarrollo de cancer a través de la
dieta es la exposicion a diversos compuestos que presentan capacidad carcinogénica.
Algunas de las sustancias con mayor potencial carcinogénico son: los nitratos, los
nitritos, las nitrosaminas (NA), las aminas heterociclicas (AHC) y los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP) (Jakszyn et al., 2004); compuestos sobre los que se
centrard el siguiente trabajo.

Este tipo de compuestos, con capacidad mutagénica, tienen la particularidad de
que, a pesar de estar presentes en diversos tipos de alimentos, no se encuentran de forma
natural en los mismos, sino que pueden incorporarse (nitratos y nitritos) o formarse
(nitrosaminas, AHC e HAP) durante el proceso de elaboracion o preparacion (Agudo y
Gonzalez, 2002; Galceran, 2001).

Los nitratos y los nitritos son sustancias que se utilizan, frecuentemente, como
aditivos alimentarios en carnes procesadas para retrasar el deterioro microbiano vy
preservar su aspecto y su aroma (Song, Wu y Guan, 2015). Su uso es importante para
proteger frente a la contaminacion por Clostridium botulinum (AECOSAN, 2007). De
igual manera, también pueden emplearse como aditivos en pescados, quesos Yy
conservas, y estar presentes en productos fermentados como la cerveza (Flores-
Balcazar, Rosales-Pérez, Caro-Sanchez, Gallardo-Alvarado y Gordillo-Bastidas, 2015).
Ademaés, también pueden estar presentes como contaminantes en el agua potable (Kilfoy
et al., 2011). Las NA son compuestos carcinogénicos que pueden formarse a partir de
los nitratos y los nitritos; siendo la N-nitrosopirrolidina (NPYR) y la N-
nitrosodimetilamina (NMDA) las que mas frecuentemente se encuentra en los alimentos
(Jakszyn et al., 2006; Song, Wu y Guan, 2015). Las NA pueden formarse de dos modos
diferentes: enddgena y exdgenamente. La formacion enddgena se produce a partir de
precursores presentes en la dieta. Los nitritos pueden ingerirse de forma directa al

encontrarse presentes en diferentes alimentos. A su vez, éstos pueden formarse a través
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de la reduccion de nitratos, consumidos en la dieta, por parte de los microorganismos de
la saliva. Los nitritos, debido a las condiciones de pH del estomago, pueden oxidarse a
agentes nitrosantes y reaccionar (reaccion de nitrosacion) con otros componentes
dietéticos como aminas secundarias, formando NA (Antén y Lizaso, 2001; Ventanas,
Martin, Estévez y Ruiz, 2004). La formacion exogena tiene lugar en los propios
alimentos de forma previa a su consumo. La presencia de nitratos y nitritos afiadidos
junto con la presencia intrinseca de compuestos aminados en ciertos alimentos (aminas
derivadas de la accion microbiana y algunos aminoéacidos), puede desembocar en una
reaccion que dé como resultado la formacion de NA, sobre todo cuando se ha aplicado
un tratamiento térmico (Antén y Lizaso, 2001; AECOSAN, 2007).

La propiedad quimica més relevante de las NA es su capacidad mutagenica,
convirtiéndose en agentes alquilantes. Estos agentes tienen la capacidad de reaccionar
con el ADN, alterando la configuracion de sus bases, e iniciar un proceso de
carcinogénesis. Para ello, es necesaria la activacion metabdlica de las NA, producida
por las enzimas del citocromo P450 a partir de una a-hidroxilacién (Flores-Balcéazar et
al., 2015; Jakszyn, 2006).

Los HAP se forman en diferentes alimentos tras aplicar un tratamiento térmico
para su cocinado (fritura, horneado, hacer a la parrilla, etc.), y en mayor cantidad
cuando se aplica fuego de forma directa al alimento y/o se aplican procesos largos de
cocinado. También se ha encontrado un importante contenido de HAP en alimentos a
los que se les ha aplicado un proceso de ahumado o secado. Los HAP pueden formarse
por pirolisis de la materia organica a altas temperaturas, por el contacto directo de gotas
de lipidos con la fuente de calor (generando HAP que se adhieren a los alimentos), por
el humo producido durante el cocinado o empleado para el ahumado (depositandose
sobre los alimentos), o por la combustion incompleta del carbon o la madera (en
barbacoas o parrillas) (Alomirah et al., 2011; Flores-Balcazar et al., 2015; Pérez-
Morales, Morales y Haza, 2016). Los niveles maximos de HAP se han encontrado en
alimentos ahumados y en carnes asadas a la parrilla (Pérez-Morales et al., 2016). De
entre los diferentes tipos de HAP clasificados por la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer, el benzo(a)pireno (BaP) ha sido catalogado como
carcinogenico para el ser humano (Moorthy, Chu y Carlin, 2015). En cuanto al
mecanismo de accion de los HAP, éstos no producen directamente un dafio sobre el

ADN, sino que se precisa de la transformacion de los mismos en metabolitos



carcinogenicos que se uniran al ADN, produciendo aductos. Asi, las vias de activacién
metabdlica de los HAP son las siguientes: (a) formacion de epdxidos de dihidrodiol que
requieren dos oxidaciones catalizadas por citocromo P450 y epdxido hidrolasa; (b)
formacion de fenoles a traves de cationes radicales por oxidacion de electrones, y (c)
formacion de o-quinonas a través de catecoles mediante la participacion de aldo-ceto

reductasas con formacion de ROS (especies de oxigeno reactivo) (Moorthy et al., 2015).

Las AHC se pueden encontrar, principalmente, en alimentos proteicos, como las
carnes, a los que se les ha aplicado un tratamiento térmico para su cocinado. Las AHC
se pueden clasificar en dos grandes grupos, las carbolinas y los aminoimidazoazarenos.
Las carbolinas, también denominadas aminas piroliticas, se forman a temperaturas
superiores a los 300°C, mientras que los aminoimidazoazarenos, también llamados
aminas térmicas, se forman al aplicar temperaturas inferiores a los 300°C (Galceran,
2001). La formacién de AHC durante el cocinado esta influida, principalmente, por el
tipo de carne, la temperatura y el método de coccion (Rohrmann, Zoller, Hermann y
Linseisen, 2007; Turesky, 2007). Se ha observado que las AHC se empiezan a formar a
los 100°C y que su formacién aumenta con la temperatura. De esta manera, métodos de
coccion como la fritura o el asado conducen a una mayor formacion de AHC que hervir,
hacer al vapor o estofar (Chiavarini, Bertarelli, Minelli y Fabiani, 2017; Galceran,
2001). Las AHC maés abundantes encontradas en la dieta humana son la 2-amino-1-
metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridina (PhIP), 2-amino-3,8-dimetilimidazo[4,5-
flquinoxalina (MelQx) y 2-amino-3,4,8-trimetilimidazo[4,5-f]quinoxalina (DiMelQx)
(Sugimura, Wakabayashi, Nakagama y Nagao, 2004). Desde el punto de vista de su
actividad mutagénica y, por tanto, de su potencial cancerigeno, se ha establecido que
algunas AHC presentan un indice de mutagenicidad mas de 1000 veces superior al del
benzo(a)pireno, lo que pone de manifiesto su elevada toxicidad potencial (Chiavarini et
al., 2017). Las AHC se forman a partir de precursores como la creatinina, creatina,
hexosas, aminoacidos libres y algunos dipéptidos; presentes, principalmente, en el
musculo (Chiavarini et al., 2017; Martin Calero, 2010). Las AHC actuan a través de la
formacion de aductos de ADN tras la activacion metabdlica catalizada por las enzimas
citocromo P450 de la familia 1A (N-oxidacion) seguida de O-esterificacion por N-
acetiltransferasas. De esta forma, se produce la disociacion de los ésteres a iones

nitrenio reactivos al ADN (Flores-Balcazar et al., 2015; Chiavarini et al., 2017).



Una vez detallado, de forma breve, el mecanismo de accion de los compuestos
descritos, se puede observar como éstos necesitan ser activados metabdlicamente para
desarrollar su capacidad carcinogénica. Asi, se forman metabolitos con capacidad de
unirse de forma estable al ADN (aductos), pudiendo interferir en la normal replicacion

del material genético.
1.1. Influencia de la dieta sobre la microbiota

Ademas de lo anteriormente mencionado, la dieta puede modificar o modular la
composicion de la microbiota intestinal (Tuan y Chen, 2016; Wu et al., 2011). En el
intestino existen una gran variedad de géneros bacterianos; sin embargo, existen tres
enterotipos, definidos en funcion del grupo de bacterias predominantes en cada uno de
ellos: Bacterioides, Prevotella y Ruminococcus; siendo Bacteroides el enterotipo mas
abundante (Hernandez y Bardesi, 2013). Dietas basadas en proteinas y grasas animales
producen un incremento del enterotipo Bacteroides, mientras que dietas basadas en
carbohidratos incrementan el enterotipo Prevotella (Clarke et al., 2012; Tuan y Chen,
2016; Wu et al., 2011). Se realiz6 un estudio comparativo en dos poblaciones con
habitos dietéticos claramente diferenciados y su efecto sobre la microbiota intestinal. Se
observd cédmo ambas poblaciones presentaban un ecosistema intestinal diferenciado y
especializado en la degradacion de las sustancias mas comdnmente ingeridas (Shankar
et al.,, 2017). Se han encontrado diferencias en la composicion de la microbiota
intestinal determinadas por la ingesta dietética de AHC, fibra, calcio, grasas y
vitaminas. Principalmente, un aumento de la ingesta de AHC y una disminucién de la
ingesta de vitamina D puede generar modificaciones en la microbiota intestinal de tal
forma que todo ello podria contribuir al desarrollo de cancer colorrectal (Mai, McCrary,
Sinhay Glei, 2009). A su vez, en una revision de diferentes estudios se concluye que los
habitos dietéticos basados en un alto consumo de fibra, un bajo consumo de carne roja o
procesada, asi como consumos reducidos de alcohol producen diferencias en la
composicion y diversidad microbiana del huésped, de tal forma que todo ello se ha
asociado con un menor riesgo de cancer colorrectal (Tuan y Chen, 2016). Sin embargo,
se ha sugerido que el ecosistema microbiano intestinal no solamente influye sobre el
riesgo de desarrollar cancer colorrectal, sino que también puede afectar el riesgo de
desarrollar cancer en los tejidos fuera del tracto gastrointestinal (Hullar, Burnett-
Hartman y Lampe, 2014).



Se ha propuesto que esos cambios en la microbiota intestinal, influidos por la
dieta, se relacionan con mayores o menores niveles de genotoxicidad fecal que, a su
vez, se asocia con un mayor o menor riesgo de desarrollar cancer (Federici et al., 2017).
Como ya se ha mencionado, la dieta influye sobre la cantidad y tipos de bacterias
presentes en el intestino, y el metabolismo microbiano intestinal de los compuestos
dietéticos afecta a la produccion de metabolitos protectores o nocivos. De esta manera,
los metabolitos generados por el ecosistema microbiano intestinal pueden influir sobre
el desarrollo de tumores a través de efectos genotoxicos directos sobre el ADN (Hullar
et al., 2014). Por lo tanto, la interaccidn entre la ingesta dietética y las bacterias del

intestino puede influir sobre el riesgo de desarrollar cancer en los seres humanos.

Entender la interaccion compleja y dindmica entre las exposiciones alimenticias y
la microbiota intestinal puede ayudar a dilucidar los mecanismos de carcinogenesis y

guiar futuras estrategias de prevencion y tratamiento del cancer.

Todo lo dicho pone de manifiesto como la dieta, y mas concretamente los
componentes presentes en la misma, pueden influir sobre el riesgo de desarrollar cancer.
En los dltimos afios se han llevado a cabo estudios que pretenden medir la toxicidad
fecal a través del uso de diferentes pruebas con el fin de relacionarla con la ingesta
dietética y con la probabilidad de desarrollar céncer. Sin embargo, los estudios
disponibles son aln escasos y es necesario establecer bioensayos sencillos que permitan
establecer el potencial carcinogénico de la materia fecal debido a sus importantes
implicaciones sobre la salud humana. Este aspecto guiard el experimento que se ha

realizado en el presente trabajo.



1.2. Hipotesis

La hipotesis que se plantea es que la ingesta dietética de diferentes compuestos
con actividad carcinogénica esta asociada a un incremento en la toxicidad fecal y, a su

vez, puede incrementar el riesgo de desarrollar cancer a través de diversas vias.
1.3. Objetivo

El objetivo principal del estudio que se ha realizado es evaluar la aplicabilidad de
un método que permita la deteccion del nivel de compuestos mutagénicos en heces para,
asi, en estudios posteriores poder correlacionar esta informacion con la ingesta dietética
de estos compuestos. De esta manera, los resultados obtenidos podran servir de base
para correlacionar tal ingesta con el riesgo de desarrollar cancer. Se podré estimar, a su
vez, si el método empleado puede ser util a la hora de encontrar un biomarcador
(mutagenicidad fecal) de la ingesta de compuestos con capacidad carcinogénica, debido
a la importancia que esto supone para la salud humana. Se estudiard la mutagenicidad
fecal ya que ésta es la mejor forma no invasiva de estudiar las exposiciones a los
diversos compuestos mutagénicos presentes en la dieta como medio para el riesgo de
desarrollar cancer (Gratz, Wallace, EI-Nezami, 2011).



2. CONSIDERACIONES TEORICAS Y/O EXPERIMENTALES

2.1. Relacion de nitratos, nitritos, nitrosaminas, hidrocarburos
aromaticos policiclicos y aminas heterociclicas en la dieta con el
cancer

A continuacion, se realizard una revision sobre diversos estudios que analizan la
relacion entre la ingesta de nitritos, nitratos, NA, HAP y ACH a través de la dieta y el
riesgo de desarrollar algun tipo de cancer. En los Gltimos afios ha quedado ampliamente
demostrada la asociacion entre este tipo de compuestos y el céancer en modelos
animales, por lo que en este trabajo se pretenden analizar aquellos estudios llevados a
cabo con poblacién humana. Se exponen los resultados de los estudios en los que se
hayan encontrado relaciones estadisticamente significativas entre la ingesta de estos
compuestos y el riesgo de desarrollar cancer. Se realizara una descripcion de los
estudios revisados, agrupandolos en funcién del tipo del cancer al que se haya asociado

la ingesta de estos compuestos, con el fin de extraer conclusiones destacables.
2.1.1.Nitratos, nitritos y nitrosaminas

De la literatura revisada, la mayoria de los trabajos que estudian el papel de los
nitrosocompuestos sobre el riesgo de desarrollar algin tipo de cancer, se refieren a
cancer colorrectal (Cross et al., 2010; DellaValle et al., 2014; Loh et al., 2011; Zhu et
al., 2014). En primer lugar, se ha encontrado una asociacion positiva y significativa
entre la ingesta de nitratos (>530 ug/1000 Kcal) y nitritos (>554 pg/1000 Kcal) con la
probabilidad de desarrollar este tipo de cancer. (Cross et al., 2010). Se ha detectado que
la principal NA asociada al desarrollo del cancer colorrectal a través de la ingesta
dietética es la NMDA (Loh et al., 2011; Zhu et al., 2014). Por otra parte, es destacable
mencionar que la vitamina C y la vitamina E podrian tener un efecto protector frente al
desarrollo de este tipo de cancer derivado de la ingesta dietética de nitrosocompuestos.
Asi, se ha hallado que la ingesta de nitratos (>142,5 mg/dia) aumenta el riesgo de cancer
colorrectal cuando esta asociado a un consumo escaso de vitamina C (<83,9 mg/dia)
(DellaValle et al., 2014) y que la ingesta de NMDA (>0,07 pg/dia) se asocia a un
incremento del riesgo de padecer este tipo de cancer cuando la ingesta de vitamina E es
limitada (Zhu et al., 2014). En dos de los cuatro estudios analizados se pone de
manifiesto como el principal factor de riesgo a partir del cual se produce una ingesta de

nitrosocompuestos es el consumo carnico (Cross et al., 2010; Zhu et al., 2014),



principalmente cuando se trata de carne roja (Cross et al., 2010). A su vez, el consumo
de cerveza también podria estar implicado en el incremento del riesgo (Zhu et al.,
2014).

Se han encontrado tres estudios que relacionan el consumo de nitrosocompuestos
con la probabilidad de desarrollar cancer en el tracto digestivo (Herndndez-Ramirez et
al., 2009; Keszei, Goldbohm, Schouten, Jakszyn y van den Brandt, 2013; Navarro
Silvera et al., 2011). Se ha demostrado que el consumo total de nitratos (>1,7 mg/dia) y
nitritos (>0,4 mg/dia) procedentes de fuentes de origen animal puede multiplicar por dos
el riesgo de desarrollar cancer gastrico (Hernandez-Ramirez et al., 2009). Una mayor
probabilidad de padecer cancer esofagico y gastrico también ha sido atribuida al
consumo de nitritos derivados de productos céarnicos (Navarro Silvera et al., 2011). A su
vez, la NMDA ingerida (>0,08 ug/dia), principalmente, a traves del consumo de carne
procesada y de cerveza, se ha asociado positivamente con el riesgo de desarrollar cancer
escamoso esofagico en hombres (Keszei et al., 2013). ElI consumo diferencial en
funcion del sexo (cantidad y porciones) a estos productos y, con ello, a la NMDA
presente en los mismos, puede ser un factor explicativo de que solamente se haya
asociado un incremento del riesgo en hombres. Por otra parte, los andlisis estadisticos
han reportado un efecto protector del consumo de verduras sobre el riesgo de desarrollar
cancer gastrico (Herndndez-Ramirez et al., 2009; Navarro Silvera et al., 2011) y

esofagico (Navarro Silvera et al., 2011).

El cancer de vejiga se ha asociado significativamente a una ingesta elevada de
nitratos (=103 mg/dia) cuyo consumo principal se ha atribuido a la carne procesada,
principalmente, de salchichas (Catsburg et al., 2014). En esta misma linea, se detectd
que una ingesta de nitritos procedentes de carne procesada (>0,29 mg/1000 Kcal)
también estaba asociada con la probabilidad de desarrollar este tipo de cancer (Ferrucci
etal., 2010).

La ingesta de nitratos puede llegar a afectar a la funcion tiroidea, ya que inhibe la
absorcion de yodo (Kilfoy et al., 2011; Ward et al., 2010), por lo que se ha relacionado
con la probabilidad de desarrollar cancer tiroideo. Se investigo si una ingesta frecuente
de esta sustancia, a traves del agua potable, podria asociarse con el riesgo de desarrollar
este tipo de céancer, encontrandose una relacion estadisticamente significativa entre el

consumo frecuente y elevado de nitratos (>17,5 mg/dia) y el riesgo de padecer cancer de



tiroides (Ward et al., 2010). Resultados similares se han obtenido en otro estudio en el
que se encontrd una relacion positiva y significativa entre la ingesta de nitratos (>29,9
mg/dia) y el desarrollo del cancer, pero solamente en los hombres; concretamente de
cancer de tiroides papilar y folicular (Kilfoy et al., 2011).

Por otra parte, se han encontrado dos estudios en los que se ha detectado una
asociacion entre la ingesta de nitrosocompuestos y la probabilidad de padecer cancer
ovarico. Se detectd un incremento significativo en el riesgo de desarrollar este tipo de
cancer asociado a una ingesta dietética elevada de nitratos totales en la dieta (>36,6
mg/1000 Kcal) y de nitritos (>0,14 mg/1000 Kcal), principalmente, cuando estos
procedian de alimentos de origen animal (Kilfoy et al., 2012). Un segundo estudio
compar6 la probabilidad de desarrollar este tipo de cancer en funcién del agua potable
consumida. Se encontr6 que el consumo de agua con alto contenido de nitratos (>5
mg/l) se asociaba positivamente a la probabilidad de desarrollar este tipo de cancer en
comparacion con el consumo de agua con un menor contenido de los mismos. Este
mismo estudio detect6 que el riesgo aumentaba cuando existia un consumo elevado de
nitritos (>0,1 — 0,19 mg/dia) asociado a la ingesta de carnes procesadas (Inoue-Choi et
al., 2015).

También se estudio6 la posible asociacion entre la ingesta de nitrosocompuestos y
la probabilidad de desarrollar cancer renal. Los resultados obtenidos informan, por un
lado, de que los nitritos procedentes del consumo de carnes procesadas (>0,10 g/1000
Kcal) podrian asociarse con el riesgo de desarrollar este tipo de cancer. Por otro lado, de
forma mas concreta, también se ha encontrado una asociacion con la probabilidad de
desarrollar cancer renal de células claras mediado por la ingesta de nitritos totales
(>0,62 g/1000 Kcal) consumidos a través de la dieta (DellaValle et al., 2013).

Finalmente, un daltimo estudio revisado expone resultados que relacionan el
consumo carnico con la probabilidad de desarrollar cancer de mama. Los analisis
estadisticos informan de que los nitritos procedentes de la carne procesada (>0,5
mg/1000 Kcal) podrian aumentar el riesgo de desarrollar este tipo de cancer (Inoue-
Choi, Sinha, Gierach y Ward, 2016).

A continuacion, se expone una tabla en la que se resumen, brevemente, los

resultados obtenidos en los estudios revisados.



COMPUESTOS

& ~ DIETETICOS
ANO DE ] AUTOR TAMANO TIEMPO DE, RELACIONADOS DOSIS FUENTE TIPO DE
PUBLICACION MUESTRAL INTERVENCION CON EL CANCER
CANCER

2010 Cross et al. 300.948 1 afio Nitratos >530 pg/1000 Kceal Carne roja Colorrectal
Nitritos >554 ug/1000 Kcal

2010 Ward et al. 21.977 n.d.’ Nitratos >17,5 mg/dia Agua potable Tiroides

2011 Loh et al. 23.363 1 afio NMDA >33,4 ng/dia n.d.? Colorrectal (recto)

2012 Kilfoy et al. 151.316 1 afio Nitratos >36 mg/1000 Kcal Animal Ovérico

Nitritos >0,14 mg/1000 Kcal
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2013 DellaValle et 491.841 1 afio Nitritos >0,10 g/1000 Kcal Carne procesada Renal

2014 Zhu et al. 4.241 1 afio NMDA >0,07 pg/dia Carnes.e.? Colorrectal (recto)
NMDA + escasa n.d.’
vitamina E

2015 Inoue-Choi et 28.555 1 afio Nitratos >5 mg/l Agua Ovérico
al.
Nitritos >0,1 — 0,19 mg/dia Carne procesada

Tabla I. Resumen de los estudios revisados sobre nitratos, nitritos y nitrosaminas y su asociacion con diversos tipos de cancer. Elaboracion propia.

®Sin especificar
®No disponible
‘Hombres
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2.1.1.1. Analisis sobre los niveles de ingesta dietética de riesgo

Nitratos

Se han encontrado datos similares que ponen de manifiesto que una ingesta
dietética >103 mg/dia (Catsburg et al., 2014) o >142,5 mg/dia (DellaValle, 2014) de
nitratos totales pueden incrementar el riesgo de cancer. En cuanto a los niveles de estos
compuestos que podrian incrementar el riesgo de desarrollar cancer ingeridos a través
de alimentos concretos, se ha encontrado una mayor disparidad, sobre todo con relacion
al consumo carnico. Sin embargo, se podria estimar que consumos de carne diarios (roja
y/o procesada) que impliquen una ingesta superior a unos 0,60 mg/dia de nitratos
(estimado para una dieta de 2500 Kcal) ya podria suponer un riesgo. Con relacion al
consumo de agua, ingestas de nitratos superiores a 5 mg por cada litro o superiores a
17,5 mg al dia presentes en la misma, podrian suponer un riesgo (Inoue-Choi et al.,
2015; Ward et al., 2010).

Nitritos

Los estudios que han encontrado relaciones significativas para el consumo de
nitritos y la probabilidad de desarrollar algin tipo de cancer muestran como
determinadas cantidades de estos compuestos ingeridas a través del consumo de carne
roja o de carne procesada podrian incrementar el riesgo de desarrollar esta enfermedad.
Asi, cantidades superiores a 0,12 mg/dia (estimados para una dieta de 2500 Kcal y
teniendo en cuenta el valor mas asociado significativamente al riesgo de desarrollar
cancer) (Inoue-Choi et al., 2016) podria implicar un riesgo para la salud. Estos datos son
coherentes con los expuestos en otros estudios analizados (Hernandez-Ramirez et al.,
2009; Inoue-Choi et al., 2015; Kilfoy et al., 2012).

Nitrosaminas (NMDA)

En tres de los estudios analizados se estima el nivel de ingesta de NMDA que
puede incrementar significativamente el riesgo de padecer cancer (Keszei et al., 2013;
Loh et al., 2011; Zhu et al., 2014). Los resultados obtenidos en todos estos estudios son
consistentes y reflejan que ingestas diarias superiores a 0,08 ug, 0,03 pg y 0,07 ug,
respectivamente, pueden favorecer el desarrollo de cancer colorrectal (Loh et al., 2011;
Zhu et al., 2014) o esofagico (Keszei et al., 2013).
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2.1.1.2. Conclusion

Un total de 15 estudios, publicados entre el afio 2009 y 2016, se han incluido en la
revision. Estos estudios cuentan con un tamafio muestral de entre 735 y 491.841 sujetos,
lo que hace que sus resultados se puedan considerar representativos, y presentan un
disefio metodolégico, o bien caso-control, o bien de cohorte. Los resultados indican
como un consumo de alimentos con nitritos, nitratos y/o NMDA (principalmente,
presentes en carne roja o procesada) pueden incrementar el riesgo de desarrollar
diversos tipos de céncer. También se alude a la presencia de altos niveles de estos
compuestos en agua y cerveza (nitratos y NMDA, respectivamente), lo que un consumo
frecuente y elevado podria contribuir al desarrollo de cancer. En este sentido, se refleja
que un consumo elevado de estos compuestos puede aumentar el riesgo de desarrollar
algun tipo de céancer: colorrectal, esofagico, gastrico, tiroideo, renal, ovarico, de vejiga o
de mama; siendo el colorrectal el que mas apoyo cientifico ha acumulado. Ademas, se
pone de manifiesto como el resto de componentes de la dieta pueden influir sobre el
riesgo de desarrollar algin tipo de cancer, potenciandolo o reduciéndolo. En este
sentido, se ha detectado como la ingesta diaria de vitaminas (vitamina C y E)
(DellaValle et al., 2014; Zhu et al., 2014) o de verduras (Hernandez-Ramirez et al.,
2009; Navarro Silvera et al., 2011) podrian tener un efecto protector frente al desarrollo

del cancer derivado del consumo elevado de nitrosocompuestos en la dieta.
2.1.2.Hidrocarburos aromaticos policiclicos

En cuanto a la accién de los HAP sobre la probabilidad de desarrollar cancer, la
mayor evidencia cientifica en humanos, aunque escasa, esta referida al cancer renal. En
este sentido, se han encontrado dos estudios que relacionan de forma positiva y
significativa la ingesta de BaP derivada del consumo de carne roja y carne roja
procesada con la probabilidad de desarrollar este tipo de cancer, principalmente, cuando
el método de cocinado es a la parrilla 0 a la barbacoa (Daniel et al., 2011; Daniel et al.,
2012). Concretamente, se he ha sugerido que una ingesta >4,3 ng/dia de este compuesto
incrementaria la probabilidad de desarrollar cancer del parénquima renal (Daniel et al.,
2011). Otros resultados relacionan la ingesta de BaP con las Kcal consumidas,
reflejando que el riesgo de desarrollar cancer renal, y mas concretamente de tipo

papilar, se incrementaria con una ingesta >1,5 ng/1000 Kcal (Daniel et al., 2012).
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Al igual que en los estudios anteriormente mencionados, también se obtuvieron
asociaciones significativas que relacionan la ingesta de BaP derivado del consumo de
carne roja y carne procesada con el cancer, pero en este caso se relacion6 con el riesgo
de desarrollar cancer de pulmon (Lam et al., 2009) y de prostata (Sinha et al., 2009). Se
estimé que la dosis dietética de BaP a partir de la cual se incrementaria el riesgo de
desarrollar cancer de pulmoén se encontraria en >85,4 ng/dia para las mujeres y en >89,4
ng/dia para los hombres. Llama la atencidén que para esos mismos rangos de ingesta se
detect6 un mayor riesgo de desarrollar este tipo de cancer para los sujetos no fumadores
(OR = 1,6) que para los fumadores (OR = 1,3) (Lam et al., 2009). Con relacion a la
probabilidad de padecer cancer prostatico, la dosis a partir de la cual se incrementaria el
riesgo se ha estimado en >20,86 ng/1000 Kcal (Sinha et al., 2009).

Se examino la probabilidad de desarrollar cancer de pancreas derivada de la
ingesta de BaP. Se encontrd una asociacion positiva solamente en hombres, a partir de
una ingesta >52,10 ng/dia. Se ha sugerido una cierta predisposicion genética asociada a
la probabilidad de desarrollar este tipo de cancer derivada del consumo de BaP, ya que
para este mismo consumo (>52,10 ng/dia) se observo un riesgo mas de dos veces mayor

para quienes presentaban el alelo NAT*10 en su genotipo (Suzuki et al., 2008).

Otro estudio reflejé una asociacion positiva y significativa entre la ingesta de BaP
derivada de un elevado consumo de carne hecha a la parrilla y la probabilidad de
desarrollar adenomas rectales. Se detectd que el riesgo se incrementaba con dosis de
BaP >2,7 ng/dia (Ferrucci et al., 2012).

Finalmente, se encontré un ultimo estudio en donde se detectd que la ingesta de
BaP procedente de la carne podria aumentar el riesgo de desarrollar cancer de mama. Se
sugirié que cuando la ingesta de BaP se asociaba a un consumo de alcohol diario (>28
ml/dia) el riesgo de desarrollar este tipo de cancer se incrementaba en mas de tres veces
(Ronco et al., 2011).

A continuacion, se expone una tabla en la que se resumen, brevemente, los

resultados obtenidos en los estudios revisados.
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COMPUESTOS
DIETETICOS
RELACIONADOS
CON EL CANCER

ANO DE AUTOR TAMANO TIEMPO DE
PUBLICACION MUESTRAL INTERVENCION

DOSIS FUENTE TIPO DE
CANCER

2009 Lam et al. 3.976 1 afio BaP >89.4 ng/dia (H)b Carnerojay Pulmén
S . d carne
>85,4 ng/dia (M) procesada

2011 Daniel et 2.367 2 afos BaP >4,3 ng/dia Carnes.e.” Renal
al. (parénquima
renal)

2012 Daniel et 302.162 1 afio BaP >1,5 ng/1000 Kcal Carne roja Renal
al. Carne roja
procesada




Tabla Il. Resumen de los estudios revisados sobre hidrocarburos arométicos policiclicos y su asociacion con diversos tipos de cancer. Elaboracion propia.

®No disponible
®Hombres

“Sin especificar
IMuijeres
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2.1.2.1. Analisis sobre los niveles de ingesta dietética de riesgo

En los estudios analizados en los que se muestra una asociacion entre la ingesta de
BaP derivado del consumo de carne cocinada, principalmente, a la parrilla 0 a la
barbacoa y la probabilidad de desarrollar cancer, se puede observar una bipolaridad en
cuanto a los niveles que pueden incrementar el riesgo de desarrollar cancer. En primer
lugar, algunos estudios han detectado como determinados niveles de este compuesto, a
partir del consumo carnico, se asociarian al riesgo de desarrollar cancer renal (Daniel et
al., 2011; Daniel et al., 2012) o adenomas rectales (Ferrucci et al., 2012). En este
sentido, se ha encontrado que ingestas diarias superiores a 3,75 ng/dia (Daniel et al.,
2012) o superiores a 4,3 ng/dia (Daniel et al., 2011) de BaP podrian incrementar el
riesgo de desarrollar cancer renal; como se puede observar ambos valores son similares
y coherentes. Niveles >2,7 ng/dia implicarian un aumento del riesgo de desarrollar
adenomas rectales (Ferrucci et al., 2012). Por otra parte, diversos estudios han
encontrado que es necesario una ingesta bastante mayor de este BaP a través del
consumo de carne (Lam et al., 2009; Sinha et al., 2009; Suzuki et al., 2008). En estos
estudios se refleja que se produce un incremento de padecer cancer cuando los niveles
de este compuesto ingerido a través del consumo cérnico supera 85,4 ng/dia, 52,15
ng/dia y 52,10 ng/dia, respectivamente.

2.1.2.2. Conclusion

Un total de 7 estudios se han incluido en la revision. Estos han sido publicados
entre el afio 2008 y 2012, cuentan con un tamafio muestral de entre 1.098 y 302.162
sujetos, lo que hace que sus resultados se puedan considerar representativos, y presentan
un disefio metodoldgico, o bien caso-control, o bien de cohorte. Los resultados indican
que un consumo elevado de carne roja o procesada cocinada a elevada temperatura
(principalmente, a la parrilla 0 a la barbacoa) repercute, directamente, en la ingesta de
BaP, que ha correlacionado significativa y positivamente con el riesgo de desarrollar
diferentes tipos de canceres: renal, de pancreas, de pulmon, de prostata y de mama; asi
como adenomas rectales, que inicialmente no tienen un caracter maligno, pero existe
riesgo de que lleguen a transformarse en céncer. En dos de los estudios revisados se
afiade la particularidad de que el riesgo de desarrollar, por un lado, cancer de pancreas,
aumenta cuando los sujetos presentan en su genotipo el alelo NAT*10 (Suzuki et al.,

2008) vy, por otro lado, cancer de mama, aumenta cuando un consumo elevado de BaP se
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acomparia, a su vez, de un consumo frecuente de bebidas alcohdlicas (Ronco et al.,
2011).

2.1.3. Aminas heterociclicas

De los diversos estudios revisados en donde se ha encontrado una asociacion entre
la ingesta dietética de AHC y el riesgo de desarrollar algin tipo de céncer, el mayor
numero de los mismos se han referido al riesgo de desarrollar adenomas colorrectales o
cancer colorrectal. Se han encontrado un total de 7 estudios que han detectado una
relacion estadisticamente significativa entre el consumo de AHC y el riesgo de
desarrollar este tipo de patologias, hallandose en 5 de ellos asociaciones con la
probabilidad de desarrollar adenomas colorrectales, inicialmente carentes de
malignidad, pero que, posteriormente, pueden transformarse en cancer. Se ha detectado
como la ingesta de PhIP derivado del consumo de carne roja y de carne procesada
(Rohrmann, Hermann y Linseisen, 2009) y, principalmente, cocinada a la parrilla
(Ferrucci et al., 2012) aumentan el riesgo de desarrollar adenomas colorrectales. Se
sugiere que cantidades >16,8 ng/dia (Rohrmann et al., 2009) incrementarian el riesgo de
desarrollar esta patologia. Sin embargo, Ferrucci et al. (2012) exponen gue esta cantidad
ha de ser >36,2 ng/dia. A su vez, se ha propuesto que el incremento del riesgo de
desarrollar adenomas colorrectales derivado de la ingesta de PhIP podria estar asociado
a una predisposicion genética determinada por la presencia de polimorfismos en
CYP1B1 y en XPD (Ho et al.,, 2014). En ese mismo estudio se refleja que
polimorfismos en XPD también estarian asociados con el incremento del riesgo de
desarrollar adenomas colorrectales a través de ingestas >4,12 ng/dia de DiMelQx (Ho et
al., 2014). En otro estudio se han hallado asociaciones significativas con un aumento de
la probabilidad de desarrollar adenomas colorrectales relacionado tanto con la ingesta
de PhIP (>79,4 ng/dia), como con la ingesta de MelQx (>12,3 ng/dia) y DiMelQx
(>0,83 ng/dia) procedentes de la ingesta de carne roja y procesada (Fu et al., 2014).
Finalmente, el dltimo estudio analizado que expone una asociacion entre la ingesta de
AHC, a través de la carne procesada, y el desarrollo de adenomas colorrectales, informa
que el incremento del riesgo de desarrollar esta patologia estaria determinado por un
elevado consumo de AHC totales (>36,4 ng/dia) y MelQx (>2,9 ng/dia), pero solamente
en mujeres. Por otro lado, se ha encontrado una relacién estadisticamente significativa
entre la ingesta de MelQx y DiMelQx (Cross et al., 2010), asi como de PhIP (Helmus et

al., 2013) a traves del consumo de carne roja y carne procesada y el riesgo de desarrollar
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cancer colorrectal. En este sentido, en el estudio llevado a cabo por Helmus et al. (2013)
se compara la ingesta dietética de un grupo de sujetos con céncer colorrectal con
respecto a la de un grupo de sujetos sanos. Se observan diferencias en cuanto al
consumo de MelQx, DiMelQx y PhIP procedentes del consumo de carne roja, siendo
significativamente consumidos en cantidades mas elevadas por los sujetos del grupo
diagnosticados de este tipo de cancer. Se refleja que la media de consumo de estos
compuestos de los sujetos con cancer colorrectal es de 72,2 ng/dia de MelQx, 4 ng/dia
de DiMelQx y 93,3 ng/dia de PhIP.

Por otro lado, una ingesta elevada de PhIP y MelQx, principalmente derivada del
consumo de carne roja y carne procesada, también ha correlacionado con la
probabilidad de desarrollar cancer de pulmén (Lam et al., 2009; Tasevska et al., 2009).
Se sugiere que cantidades de PhIP >49.8 ng/dia en hombres y >36.,4 ng/dia en mujeres y
que cantidades de MelQx >11,9 ng/dia en hombres y >9,1 ng/dia en mujeres se
asociarian positiva y significativamente con el riesgo de desarrollar este tipo de cancer
(Lam et al., 2009).

Otros estudios revisados ponen de manifiesto que un elevado consumo de PhIP
podria aumentar el riesgo de padecer cancer de vejiga (Ferrucci et al., 2010; Lin et al.,
2012). Asi, se propone que ingestas de este compuesto derivadas del consumo de carne
roja de >10,9 ng/1000 Kcal (Ferrucci et al., 2010) suponen un incremento del riesgo de
desarrollar este tipo de cancer. Lin et al. (2012) reflejan que los niveles de este
compuesto han de ser >93,72 ng/dia para incrementar tal riesgo. Estos autores también
reflejan, en su estudio, que ingestas >5,69 ng/dia de MelQx, >0,79 ng/dia de DiMelQx
0 que superen los >120,32 ng/dia de AHC totales a partir del consumo de carne roja

implicarian un riesgo aumentado de desarrollar este tipo de cancer (Lin et al., 2012).

El riesgo de desarrollar cancer de prostata se ha asociado de forma significativa al
consumo de carne roja; sin embargo, solamente se ha encontrado relacion con los
niveles de PhIP (>45 ng/dia) (Rohrmann et al., 2015) y DiMelQx (>0,32 ng/1000 Kcal)

(Major et al., 2012) ingeridos a través de la misma.

Por otra parte, se ha mostrado como la ingesta de MelQx a través del consumo de
carne roja (>25 ng/1000 Kcal) puede aumentar el riesgo de adenocarcinoma esofagico
(Cross et al., 2011).
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Finalmente, un altimo estudio revisado ha encontrado que el riesgo de padecer
cancer renal papilar puede incrementarse con ingestas superiores a 10,9 ng/1000 Kcal
de PhIP, asi como niveles superiores a 24,4 ng/1000 Kcal de MelQx, en ambos casos

cuando proceden de carne roja (Daniel et al., 2012).

A continuacion, se expone una tabla en la que se resumen, brevemente, los

resultados obtenidos en los estudios revisados.
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ANO DE AUTOR TAMANO TIEMPO DE COMPUESTOS DIETETICOS

4 DOSIS FUENTE TIPO DE
PUBLICACION MUESTRAL INTERVENCION RELACIONADOS CON EL

CANCER CANCER

2009 Tasevska et al. 290.372 1 afio MelQx >4,2 ng/1000 Kcal (H)* Carne rojay Pulmon
carne
procesada

2010 Cross et al. 300.948 1 afio MelQx >10,3 ng/1000 Kcal ~ Carne rojay Colorrectal
. carne (colon)
DiMelQx >0,58 ng/1000 Kcal procesada

2011 Cross et al. 494.979 1 afio MelQx >25 ng/1000 Kcal Carne roja  Adenocarcinoma




esofagico

2011 Major et al. 7.949 1 afio DiMelQx >0,32 ng/1000 Kcal Carne roja Prostata

2012 Ferrucci et al. 17.072 1 afio PhIP >36,2 ng/dia Carne s.e.f Adenomas
colorrectales

2013 Helmus et al. 2.707 1 afio PhIP n.d. Carne roja Colon

MelQx

DiMelQx




2015 Rohrmann et al. 26.030 1 afio PhIP >45 ng/dia Carne roja Prostata

Tabla I11. Resumen de los estudios revisados sobre aminas heterociclicas y su asociacion con diversos tipos de cancer. Elaboracién propia.

®Hombres
®Mujeres

“Sin especificar
“No disponible



2.1.3.1. Analisis sobre los niveles de ingesta dietética de riesgo

PhIP

Un total de diez estudios han encontrado una asociacion estadisticamente
significativa con una ingesta de PhIP derivado de la carne y la probabilidad de
desarrollar diferentes tipos de cancer. La dosis mas pequefia que incrementaria el riesgo
de desarrollar la enfermedad se ha situado en 16,8 ng/dia (Rohrmann et al., 2009). Sin
embargo, la mayor parte de los estudios analizados han encontrado que para que se
incremente el riesgo de desarrollar cancer asociado a la ingesta de este compuesto es
necesario ingerir niveles mayores. En este sentido, se ha encontrado que los niveles de
riesgo se encontrarian entre 27,5-79,4 ng/dia (Daniel et al., 2012; Ferrucci et al., 2010;
Ferrucci et al., 2012 Fu et al., 2014; Lam et al., 2009; Rohrmann et al., 2015).

MelQx

En los resultados obtenidos en los diferentes estudios revisados se ha encontrado
una gran disparidad en cuanto a los niveles de riesgo de este compuesto derivado,
principalmente, del consumo de carne roja y carne procesada y el riesgo de desarrollar
cancer. Los niveles detectados como de riesgo oscilan entre 2,9 ng/dia (Budhathoky et
al., 2015) y 62,5 ng/dia (Cross et al., 2011), por lo que a pesar de existir evidencias
solidas de que la ingesta de este compuesto puede incrementar el riesgo de desarrollar la

enfermedad, no ocurre lo mismo para la dosis que incrementaria tal riesgo.
DiMelQx

Cinco estudios han hallado relacion entre la ingesta de unos niveles determinados
de DiMelQXx, derivados del consumo de carne roja y carne procesada, y la probabilidad
de desarrollar cancer. En tres de los cinco estudios se han detectado dosis de riesgo
similares (Fu et al., 2011; Lin et al., 2012; Major et al., 2011), situdndose en >0,83
ng/dia, >0,79 ng/dia y >0,8 ng/dia, respectivamente. De esta manera, estos valores
podrian tomarse como referencia a la hora de estimar los niveles de ingesta de este

compuesto asociados a la probabilidad de desarrollar cancer.
2.1.3.2. Conclusion

Un total de 15 estudios publicados entre el afio 2009 y 2015 han sido incluidos en
esta revision. Estos cuentan con una muestra que oscila entre los 342 y 494.979 sujetos
y presentan un disefio metodoldgico, o bien caso-control, o bien de cohorte. Excepto
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uno de los estudios analizados (Ho et al., 2014), el resto cuentan con una muestra lo
suficientemente grande como para estimar que los resultados son representativos. Los
resultados indican que una ingesta elevada de AHC derivadas del consumo de carne,
principalmente, carne roja (pero también carne procesada) cocinada a alta temperatura
puede suponer un factor de riesgo para el desarrollo de diversos tipos de cancer:
colorrectal, géstrico, renal, de préstata, de pulmon, de vejiga; o para el desarrollo de
adenomas colorrectales (con potencial canceroso). La asociacion de la ingesta de AHC
con el riesgo de desarrollar adenomas colorrectales o cancer colorrectal es la que mayor
evidencia cientifica ha acumulado. Por otra parte, con relacion a las diferentes AHC
analizadas de forma individual, son PhIP y MelQx las que mé&s cominmente se asocian
con la probabilidad de desarrollar algun tipo de céncer (hallandose asociaciones
estadisticamente significativas en diez y en nueve de los quince estudios revisados,
respectivamente). Para DiMelQx se han encontrado relaciones significativas con el
riesgo de desarrollar cancer en seis del total de estudios revisados. A su vez, en uno de
los estudios revisados se pone de manifiesto una posible susceptibilidad genética,
asociada a polimorfismos en CYP1B1 y en XPD, que potenciaria el papel de las AHC
presentes en productos carnicos cocinados a altas temperaturas para desarrollar, en este

caso, adenomas colorrectales (Ho et al., 2014).
2.2. Genotoxicidad/mutagenicidad en muestras fecales

A continuacién, y debido a que la parte experimental de este TFM tiene como fin
evaluar un método para determinar la mutagenicidad de muestras fecales para, en
estudios posteriores, poder relacionarla con la ingesta de compuestos carcinogénicos a
través de la dieta, se ha realizado una revision de aquellos estudios, publicados no hace
mas de 10 afios, que relacionan el grado de genotoxicidad/mutagenicidad fecal con la

ingesta dietética.

En 2009 se llevé a cabo un estudio en el que se comparé los efectos producidos
por una dieta basada en carne roja y una dieta basada en carne procesada, en sujetos
institucionalizados, con respecto a seguir una dieta vegetariana, a través del analisis de
muestras fecales. Se conté con 16 sujetos a los que se les suministrd una dieta de carne
roja (5 hombres y 11 mujeres) y con 12 sujetos a los que se les suministré una dieta de
carne procesada (6 hombres y 6 mujeres). En ambos grupos se suministré una cantidad
de carne idéntica por dia (420 g. a hombres y 366 g. a mujeres). Se encontré una

cantidad de nitrosocompuestos significativamente mayor en los sujetos que siguieron
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dietas carnicas (similares en dietas de carne roja y carne procesada) que en los sujetos
vegetarianos; estos ultimos mostraron bajos niveles de estos compuestos. Estos aspectos
se han relacionado con el mayor o menor riesgo de padecer cancer de colon (Joosen et
al., 2009).

Un estudio publicado en el 2011 analizo los efectos de la dieta (asociada a la
ingesta de AHC) sobre la mutagenicidad fecal y la genotoxicidad en células rectales y
su posible relacion con el cancer colorrectal. Para ello, se llevo a cabo el Test de Ames
por el método de incorporacién en placa, para analizar la mutagenicidad, y el ensayo
Cometa, para analizar la genotoxicidad de las células rectales. Se conté con una muestra
de 16 sujetos voluntarios sanos (8 hombres y 8 mujeres) a los que se dividio en dos
grupos (grupo A y grupo B) de 8 sujetos (4 hombres y 4 mujeres) en cada uno. A su
vez, los sujetos de cada uno de los grupos (grupo A y B) fueron divididos en otros dos
grupos de forma aleatoria (grupo A1y A2; y grupo Bl y B2). Los sujetos del grupo A
fueron asignados aleatoriamente (2 hombres y 2 mujeres), o bien a una dieta que
contenia carne (de res o salchichas) cocinada a baja temperatura (100 °C) (grupo Al), o
bien gue contenia esa misma carne cocinada a alta temperatura (250 °C) (grupo A2),
durante 2 semanas. A los sujetos del otro grupo se les asigné aleatoriamente a
regimenes que contenian carne (de res o salchichas) cocinada a alta temperatura (250
°C) (grupo Bl) o a una dieta que combinaba esa misma carne cocinada a alta
temperatura (250 °C) con verduras cruciferas, tabletas de clorofila y yogur (tres
inhibidores de la accién mutagénica) (grupo B2). Los sujetos que consumieron carne
cocinada a baja temperatura presentaron niveles indetectables de mutagenicidad en
heces, mientras que los sujetos que consumieron carne cocinada a alta temperatura
presentaron elevados niveles de mutagenicidad en heces. La dieta combinada con
inhibidores de la accién mutagénica disminuyd significativamente la mutagenicidad
fecal y disminuyo, casi el doble, el dafio del ADN en las células colorrectales diana de
las AHC (Shaughnessy et al., 2011).

Un reciente estudio, publicado este mismo afio, examind la relacion entre la
ingesta dietética, la composicidn bacteriana intestinal y la genotoxicidad fecal. Se contd
con 29 voluntarios sanos, de los cuales 12 seguian una dieta ovolactovegetariana (3
hombres y 9 mujeres), 10 seguian una dieta vegana (7 hombres y 3 mujeres) y 7 seguian
una dieta omnivora (4 hombres y 3 mujeres); en todos los casos durante, al menos, un

afio. Se registrd la ingesta dietética diaria (comidas y bebidas) de cada uno de los sujetos
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durante 7 dias. Se observaron algunas diferencias significativas entre los habitos
alimenticios y la composicion bacteriana en cuanto a anaerobios totales, estafilococos y
corinebacterias. La cantidad de anaerobios totales en ovolactovegetarianos fue
significativamente menor en comparacion con la de los veganos y omnivoros. De forma
similar, los recuentos poblacionales de corinebacterias y estafilococos en el grupo de
omnivoros fueron mas altos que los de los otros grupos. Ademas, especialmente en los
veganos, pero también en el grupo de ovolactovegetarianos, se encontraron mayores
niveles de los enterotipos Bacteroides y Prevotella en comparacion con los observados
en los omnivoros. En cuanto a la genotoxicidad fecal, analizada a través del ensayo
Cometa, la detectada en los sujetos ovolactovegetarianos fue significativamente menor
que la de los omnivoros y veganos. Aunque tanto la dieta ovolactovegetariana como la
vegana redujeron los niveles de genotoxicidad fecal en comparacion con la dieta
omnivora, solo la ovolactovegetariana demostré un impacto significativo. Este estudio
muestra como los factores dietéticos influyen sobre el ecosistema intestinal, modulando,
asi, la genotoxicidad fecal. A su vez, en el estudio se pone de manifiesto como los
habitos dietéticos pueden suponer un factor de proteccion o riesgo frente a la aparicion
de enfermedades intestinales como, por ejemplo, el cancer colorrectal (Federici et al.,
2017).

En la revision realizada solo se han encontrado tres estudios, publicados entre el
afio 2009 y 2017, que analicen la influencia de la dieta sobre Ila
genotoxicidad/mutagenicidad fecal. Todos ellos cuentan con una muestra pequefia que
se encuentra entre 16 y 29 sujetos. Dos de los estudios revisados se tratan de ensayos
clinicos controlados aleatorizados, mientras que uno de ellos presenta un disefio
cuasiexperimental. Los resultados observados en estos estudios ponen de manifiesto
como la dieta influye sobre el ecosistema bacteriano intestinal y sobre la
genotoxicidad/mutagenicidad fecal, asociandose estos aspectos con el riesgo de
desarrollar cancer, principalmente, colorrectal. Se observa codmo un consumo frecuente
de carne (principalmente roja o procesada) repercute en los niveles de mutagenos
presentes en las heces, sobre todo cuando ésta esta cocinada a alta temperatura. A su
vez, un consumo frecuente de verduras ayudaria a reducir los niveles de mutagenicidad
fecal. Estos estudios ponen de manifiesto como los métodos de deteccion de
genotoxicidad/mutagenicidad fecal pueden resultar de gran utilidad a la hora de

encontrar biomarcadores (genotoxicidad y/o mutagenicidad) sobre la exposicion de las
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personas a los compuestos carcinogénicos de la dieta, reflejando un mayor o un menor
riesgo individual de desarrollar diferentes enfermedades no heredables como, por
ejemplo, el cancer. Estos datos sirven como punto de partida para la realizacion del

experimento que se ha llevado a cabo.

2.3. Test de Ames para la deteccién de mutagenicidad en heces

Con el fin de poner a punto un método que permita determinar de forma rapida y
sencilla, el grado de mutagenicidad presente en heces y correlacionar, posteriormente,
esta informaciéon con la ingesta dietética, se evalud la aplicabilidad del Kit Muta-
ChromoPlate para este fin. El Kit Muta-ChromoPlate es un método ampliamente
empleado para la deteccion de la actividad mutagénica y materiales mutagénicos en
aguas, sedimentos, aire, quimicos, componentes de alimentos, cosméticos y fluidos
bioldgicos. El Kit se basa en la prueba de mutacion reversa bacteriana mas utilizada y
validada, conocida como Test de Ames (Manual de instrucciones del Kit Muta-
ChromoPlate). La prueba emplea una cepa mutante de Salmonella typhimurium,
construida por ingenieria genética, que lleva mutacién en el operén que codifica para la
biosintesis de histidina (Sandoval Villasana, 2008). Cuando estas bacterias se exponen a
agentes mutagénicos bajo ciertas condiciones, se produce una mutacién inversa de la
auxotrofia del aminoacido histidina a prototrofia. Es decir, las bacterias pasan de
necesitar un medio que contenga este aminoacido para crecer a poder sintetizarlo ellas
mismas de manera intrinseca (Manual de instrucciones del Kit Muta-ChromoPlate). Por
tanto, esta prueba es capaz de detectar compuestos que causan mutaciones génicas por
dislocamiento del cuadro de lectura (frameshift) o por sustitucién de pares de bases del
ADN (Sandoval Villasana, 2008).

El Kit Muta-ChromoPlate se trata de una prueba de fluctuacion, ya que se realiza
completamente en cultivo liquido. Este tipo de prueba fue ideada por primera vez por
Luriay Delbruck en 1943y, posteriormente, fue modificada por Hubbard et al. en 1984,
suponiendo un avance con respecto a la prueba de incorporacion en placa o “agar-
overlay”, usada tradicionalmente para llevar a cabo ensayos de mutacion reversa

bacteriana en placas de agar.

Las ventajas que presenta este Kit son las siguientes (Manual de instrucciones del Kit
Muta-ChromoPlate):
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Presenta una elevada sensibilidad para la deteccion de bajos niveles de

agentes mutagenicos.

Se pueden obtener resultados positivos, posteriormente analizables, a partir

de la reversion mutagénica a la prototrofia de una sola bacteria auxotréfica.

La concentracion del agente mutagénico permanece constante durante la fase
de crecimiento auxotrofico. Esto es importante ya que hay determinados
componentes que son mutagénicos solamente a determinadas

concentraciones.
Esta prueba solo es llevada a cabo en una Unica fase liquida. De esta manera,

los componentes solubles del sistema de metabolizacion no difundiran y, por
lo tanto, no se vera afectada la deteccion de ciertos compuestos.
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3. METODOLOGIA
3.1. Revision bibliografica

Se realizd una busqueda bibliogréafica de articulos de estudios publicados desde el
afio 2007 hasta la actualidad en las bases de datos PubMed y Google Académico. Se
han realizado busquedas utilizando combinaciones de los siguientes términos: “nitrite”,
“nitrate”, “nitrosamine”, “polycyclic aromatic hydrocarbons”, “heterocyclic amines”,
“PAH”, “HCA”, “benzo (a) pyrene”, “PhIP”, “MelQx”, “DiMelQx”, “diet”, “intake”,
“cancer”, “genotoxicity”, “mutagenicity”, “fecal” y “fecal water”. La busqueda se ha
limitado a estudios llevados a cabo con seres humanos y con acceso libre. Se han
encontrado un total de 784 articulos, de los cuales 41 cumplian los criterios de inclusion
comentados anteriormente con el fin de, por un lado, analizar la posible relacion entre la
ingesta de diferentes compuestos mutagénicos y el riesgo de desarrollar algun tipo de
cancer Yy, por otro lado, analizar el posible efecto de la ingesta de diversos compuestos

mutagénicos sobre los niveles de genotoxicidad/mutagenicidad fecal.

En cuanto al disefio metodoldgico de los articulos encontrados, éstos se tratan, o
bien de estudios de seguimiento de cohortes, o bien de estudios caso-control. Se han
encontrado dos estudios experimentales controlados aleatorizados y un estudio
cuasiexperimental. Algunos de los estudios de seguimiento de cohortes emplean los
datos existentes de cohortes de pacientes en diferentes bases de datos a las que han
tenido acceso.

3.2. Experimento

Se ha evaluado la aplicabilidad del Test de Ames para determinar el grado de
mutagenicidad presente en las aguas fecales de una muestra de 17 ancianos (5 hombres
y 12 mujeres) mayores de 75 afios, institucionalizados. Como se ha indicado
anteriormente, se trata de un bioensayo de fluctuacion denominado Test de Ames (véase

en apartado de consideraciones tedricas y/o experimentales).

Para la realizacion de este bioensayo se ha hecho uso del Kit Muta-ChromoPlate,
que incluye: siete reactivos (una unidad de 22 ml de concentrado de sales de Davis-
Mingoli, una unidad de 5 ml de D-glucosa, una unidad 2,5 ml de bromocresol purpura,
una unidad de 1,5 ml de D- Biotina, una unidad de 100 pl de L-Histidina, una unidad de
5 ml de medio de crecimiento y dos unidades de 120 ml de agua destilada estéril), la

cepa liofilizada Salmonella typhimurium TA100, el mutadgeno estandar NaNg,
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microplacas estériles con tapas, botes reactivos de pipeta multicanal estériles, tubos
Falcon de 50 ml estériles y bolsas con cremallera donde se introduciran las microplacas
una vez realizada la prueba para que su contenido no se evapore. Es preciso mencionar
que los reactivos han de mantenerse refrigerados a una temperatura de 4 °C, mientras

que el estandar mutageénico y las bacterias liofilizadas han de mantenerse congeladas a

una temperatura de -20°C.

Figura I. Kit MutaChromoPlate. Tomada de la Guia para el usuario del Kit Muta-ChromoPlate.

Tras la llegada de las muestras fecales, se pesaron, se diluyeron 1/10 (peso/
volumen) en tampon PBS y se homogeneizaron en stomacker durante 3 minutos a

velocidad maxima. Después se congelaron hasta su posterior procesamiento y analisis.

Antes de realizar el bioensayo, debido a que las muestras presentan sélidos en
suspension y microorganismos, se ha llevado a cabo la filtracion de las mismas para la
obtencion de los sobrenadantes fecales (aguas fecales) a partir de los cuales se realizara
la prueba. En primer lugar, los tubos Falcon con los homogenizados de las muestras
fecales, que estaban congelados, se han dejado a temperatura ambiente para su
descongelacion y, asi, poder proceder a su filtracién. Una vez descongelados, se
pesaron, ya que es necesario que los pesos de los tubos estén equilibrados para su
posterior centrifugado, que se llevé a cabo a 4 °C y 11.500 rpm durante 10 minutos.
Una vez finalizada la centrifugacion, se extrajeron los sobrenadantes con una pipeta y se

depositaron en unos nuevos tubos Falcon. A continuacion, se llevo a cabo una segunda
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centrifugacion de los tubos que contenian los sobrenadantes fecales que se extrajeron
tras la primera, en las mismas condiciones (a 4 °C y 11.500 rpm durante 10 minutos). Se
procedio, de nuevo, a la extraccion del sobrenadante resultante y su deposicion en unos
nuevos tubos. Por ultimo, se ha llevado a cabo la filtracion de estos sobrenadantes
utilizando una jeringuilla de 1 ml y un filtro no estéril de 0,2 um. Se ha requerido de un
tiempo de 5 dias para llevar a cabo el filtrado de las muestras debido a la dificultad que
presentaban las mismas para atravesar el filtro, teniendo que filtrar de 150 en 150 ul vy,

en ocasiones, de 100 en 100 pl.

Para poder llevar a cabo el bioensayo ha sido preciso, por un lado, esterilizar agua
Milli-Q en un autoclave y, por otro lado, rehidratar las bacterias liofilizadas la noche
previa. Para llevar a cabo la rehidratacion se ha transferido de forma aséptica el medio
de crecimiento al vial de las bacterias, mezclandose, y una vez hecho esto se procedio a
su incubacion a 37°C durante la noche. Justo antes de llevar a cabo el bioensayo se
comprob6 que habia turbidez en el vial bacteriano, aspecto que demuestra la existencia

de crecimiento bacteriano.

El bioensayo se ha realizado en dos ocasiones siguiendo el protocolo del Kit
basico Muta-ChromoPlate. A continuacion, se describe el procedimiento llevado a cabo

para realizar ambos bioensayos.
3.2.1. Bioensayo |

Para la realizacion del primer bioensayo se ha contado con 8 muestras (3 hombres
y 5 mujeres). Estas se seleccionaron teniendo en cuenta que habia una cantidad de

sobrenadante fecal suficiente para realizar la prueba.

En primer lugar, se ha llevado a cabo una dilucion del 56% en agua Milli-Q estéril
del sobrenadante fecal. Para ello, se han afiadido con una pipeta serol6gica 5 ml de agua
Milli-Q estéril en cada uno de los tubos Falcon rotulados con el nimero de la muestra
correspondiente. A continuacion, se afiaden 4 ml de cada uno de los sobrenadantes

fecales previamente agitados en un vortex.

Posteriormente, se ha procedido a preparar el Mix de reaccion en un tubo Falcon
de 50 ml. Primero, se han mezclado 10,81 ml del concentrado de sales Davis-Mingoli,
2,375 ml de D-glucosa, 1,19 ml de Bromocresol purpura, 595 pl de D-Biotina y 30 pl
L-Histidina. Una vez preparada la mezcla, se agitd con un vortex. Despues, se ha
introducido en 11 tubos Falcon (8 para las muestras, 1 para el control positivo, 1 para el
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control negativo y 1 para el control de mutagénesis espontanea o “Background”) una

preparacion de:

- 1,25 ml de Mix de reaccion, 8,75 ml de la dilucion del sobrenadante fecal y

2,5 ul de Salmonella typhimurium; para los 8 tubos de las muestras.

- 1,25 ml de Mix de reaccion, 8,65 ml de agua Milli-Q estéril, 0,1 ml del
estandar mutagénico y 2,5 pl de Salmonella typhimurium; para el tubo del

control positivo.

- 1,25 ml del Mix de reaccién y 8,75 ml del agua Milli-Q estéril; para el tubo
del control negativo.

- 1,25 ml del Mix de reaccién, 8,75 ml del agua Milli-Q estéril y 2,5 pl de
Salmonella typhimurium; para el tubo del control de mutagénesis espontanea

o “Background”.

Control positivo Control Background Mezcla con

negativo sobrenadante
1.25 ml Mix + 1,25 ml Mix + 1,25 ml Mix + 1, 25 ml Mix +

865 ml Agua Milli- | 8,75 ml Agua 8,75 ml Agua Milli-Q 875ml

Q estéril + Milli-Q estéril + Sobrenadante fecal

2,5 11 Bacteria + 2,5 p1Bacteria dilnido +

0.1 ml Mutigeno R
(NaNs)

Tabla IV. Resumen de las preparaciones del bioensayo I. Elaboracion propia.

Seguidamente, se vierte el contenido de cada uno de los tubos que contiene el
material a ensayar (mezcla) en un recipiente de reactivo de pipeta multicanal estéril,
excepto el del control negativo que se deja en el tubo. A continuacién, se alicuotan 200
pl de cada una de las mezclas en 48 pocillos de una microplaca estéril que consta de 96,
utilizando una pipeta multicanal. De esta manera, por cada mezcla se usa la mitad de la

microplaca, requiriéndose, asi, del uso de 5 de ellas. Tras esto, se cubren las placas con
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una tapa y se sellan en bolsas de plastico herméticas estériles para evitar la evaporacion
de su contenido y, finalmente, se dejan incubando a 37 °C durante 5 dias para la

observacion de resultados.
3.2.2. Bioensayo Il

El segundo bioensayo se ha llevado a cabo con 9 muestras (2 hombres y 7
mujeres). Estas se seleccionaron teniendo en cuenta que habia una cantidad de

sobrenadante fecal suficiente para realizar la prueba.

En este bioensayo se realiz6 una dilucién del sobrenadante fecal del 90%. Se han
preparado 11 tubos Falcon y se han rotulado adecuadamente (9 para las muestras, 1 para
el control negativo y 1 para el control de mutagénesis espontanea “Background”). No ha
sido necesario preparar de nuevo un control positivo, ya que éste nos sirvid para
conocer si el Kit que estabamos usando funcionaba adecuadamente, y tras haber
realizado el primer bioensayo se pudo comprobar que asi era. A continuacion, se afiadid
a cada tubo 7,75 ml de agua Milli-Q estéril. Posteriormente, se prepard el Mix de
reaccion en un tubo Falcon de 50 ml utilizando los mismos reactivos y cantidades que
para la realizacién del bioensayo I. Luego, se afiadieron 1,25 ml del Mix a cada uno de
los tubos Falcon que ya contenian los 7,75 ml de agua Milli-Q estéril. A continuacion,
se afiadio a cada uno de los tubos, exceptuando el del control negativo y el de
mutagénesis espontanea, 1 ml del sobrenadante fecal. A los tubos de control negativo y
mutagénesis espontanea se les afiadié 1 ml méas de agua Milli-Q estéril. Por lo tanto, las

mezclas preparadas fueron las siguientes:

- 1,25 ml de Mix de reaccion, 7,75 ml de agua Milli-Q estéril, 1 ml de
sobrenadante fecal y 2,5 ul de Salmonella typhimurium; para los 9 tubos de

las muestras.

- 1,25 ml de Mix de reaccion y 8,75 ml de agua Milli-Q estéril; para el tubo del

control negativo.

- 1,25 ml de Mix de reaccion, 8,75 ml de agua Milli-Q y 2,5 ul de Salmonella

typhimurium; para el tubo de mutagénesis espontanea o “Background”.

34



Control Background Mezcla con

negativo sobrenadante
1.25 ml Mix + 1,25 ml Mix + 1. 25 ml Mix +
875mlAgua |875ml AguaMilli-Q | 1ml Sobrenadante
Milli-Q estéril + fecal +
2,5 pl Bacteria 7,75 ml Agua
Milli-Q estéril +
2.5 ul Bacteria

Tabla V. Resumen de las preparaciones del bioensayo Il. Elaboracién propia.

En este bioensayo, la dilucion del sobrenadante fecal es mayor que en la del
bioensayo 1, siendo ésta del 90% frente al 56% del bioensayo anterior. Tras la
preparacion de las distintas mezclas se sigue exactamente el mismo procedimiento que

en el bioensayo I.

3.3. Interpretacion de los resultados

Las placas se puntdan visualmente. Los pocillos amarillos y parcialmente
amarillos se puntlan como positivos (existe crecimiento de Salmonella typhimurium),
mientras que los pocillos morados o parpura se puntdan como negativos (no existe

crecimiento de Salmonella typhimurium).

Figura Il. Ejemplo de posibles resultados obtenidos a través del Kit Muta-ChromoPlate. Tomada

de la Guia para el usuario del Kit Muta-ChromoPlate.
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Para que este bioensayo sea viable, en el control de mutagénesis espontanea no
han de virar de color parpura a color amarillo més de 15 pocillos de los 48. En el

control positivo ha de haber 25 0 més pocillos de color amarillo.

Para analizar los resultados obtenidos en el bioensayo se emplea una tabla
presente en el manual del Kit Muta-ChromoPlate en la que se refleja la significacion
estadistica de las diferencias encontradas entre el nimero de pocillos positivos en la
placa del control de mutagénesis espontanea y en las placas que contienen las mezclas
con las muestras fecales. Estas diferencias seran las que permitiran determinar el grado

de mutagenicidad.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se exponen los resultados obtenidos en el bioensayo I en relacion
a las muestras analizadas y al control de mutagénesis espontanea, ya que las diferencias
entre ambos permitiran determinar la significacion sobre el nivel de mutagenicidad de

las muestras fecales (Tabla VI). Se muestran los resultados obtenidos tras 24 horas.

MUESTRAS CRECIMIENTO

Mutagenicidad 0/48
espontanea
Muestra 1 48/48
Muestra 2 48/48
Muestra 3 48/48
Muestra 4 48/48
Muestra 5 48/48
Muestra 6 48/48
Muestra 7 48/48
Muestra 8 48/48

Tabla VI. Resultados en el bioensayo I tras 24 horas. Elaboracién propia.

Estos resultados pueden observarse en la foto que se refleja a continuacion. En
ella se observa lo ocurrido en los pocillos con las muestras, con el control de

mutagénesis espontanea y con el control positivo tras las primeras 24 horas.
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Figura I111. Resultados del bioensayo | tras 24 horas. Elaboracion propia.

Aunque las lecturas finales deben hacerse tras 5 dias, se puede observar que tan
solo 24 horas después de haber llevado a cabo el bioensayo, los 48 pocillos de todas las
placas que contenian la mezcla con el sobrenadante fecal (con nuestra muestra) viraron
del color purpura al color amarillo. Los 48 pocillos del control positivo y del control de

mutagénesis espontanea permanecian de color purpura.

A continuacion, se pueden observar los resultados obtenidos tras los 5 dias de
realizacion del bioensayo.

MUESTRAS CRECIMIENTO

Mutagenicidad 15/48
espontanea
Muestra 1 48/48
Muestra 2 48/48
Muestra 3 48/48
Muestra 4 48/48
Muestra 5 48/48
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Muestra 6 48/48

Muestra 7 48/48

Muestra 8 48/48

Tabla VII. Resultados en el bioensayo | tras 5 dias. Elaboracion propia.

Los resultados obtenidos tras los 5 dias en el control negativo, en el control
positivo (no especificados en la tabla) y en el control de mutagénesis espontanea
permitieron determinar la validez de la prueba. El tubo de ensayo del control negativo
no vird a color amarillo, 48/48 pocillos del control positivo viraron de purpura a
amarillo, y 15/48 pocillos del control de mutagénesis espontanea viraron a color
amarillo. Estos resultados indican la validez del funcionamiento del Kit.

Los resultados obtenidos tras los 5 dias, y acudiendo a la tabla de interpretacion
de resultados presente en el manual del Kit, indican que existen diferencias
estadisticamente significativas (p = 0,001) para el nimero de pocillos positivos de las
mezclas con sobrenadante fecal con respecto al nimero de pocillos positivos del control
de mutagénesis espontanea. Asi, se podria determinar que en las muestras existe una
gran cantidad de mutagenos. Sin embargo, el hecho de que todos los pocillos de las
muestras hubieran virado de color antes que el propio control positivo y tan so6lo
pasadas 24 horas de la realizacion del bioensayo, nos hizo plantearnos dos hipotesis: (1)
el sobrenadante fecal filtrado no es estéril o (2) los propios sobrenadantes fecales
contienen el aminoacido histidina, siendo éste el causante de este crecimiento bacteriano
tan elevado. Se descart6 la posibilidad de que los resultados fueran consecuencia de la
presencia de mutagenos en las muestras debido a que el nivel de crecimiento bacteriano
observado y la rapidez con la que éste se produjo, implicaria una toxicidad fecal

desorbitada y fuera de lo normal.

Para probar la primera de las hipotesis planteadas, se prepararon dos tubos con 4
ml de control negativo cada uno a los que se les inocul6 sobrenadante fecal al 5% (200
pl) y al 10% (400 pl), respectivamente. Se dejaron incubando a 37 °C vy, tras 24 horas,
se pudo comprobar que el color de los tubos no vir6 al color amarillo, lo que demuestra
que no existe crecimiento bacteriano de ningun tipo. Por tanto, se descarto la hipotesis

de que nuestros sobrenadantes fecales pudiesen estar contaminados.
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Por todo ello, la hipotesis mas plausible a la hora de explicar lo ocurrido seria la
de que los sobrenadantes fecales contienen el aminoécido histidina. Por ello, se ha
Ilevado a cabo un segundo bioensayo, anteriormente descrito, en el cual se ha realizado
una mayor dilucion de los sobrenadantes (90%) con el fin de inhibir el efecto de la
histidina y poder llegar a obtener, asi, algin resultado destacable. Tras la observacion de
los pocillos de las muestras después de 24 horas, se detecto crecimiento total en dos de
las nueve muestras (muestras 3 y 8). Los resultados obtenidos, observados al quinto dia

después de haber realizado el bioensayo, se presentan a continuacion.

MUESTRAS CRECIMIENTO

Mutagenicidad 7/48
espontanea
Muestra 1 48/48
Muestra 2 48/48
Muestra 3 48/48
Muestra 4 48/48
Muestra 5 23/48
Muestra 6 48/48
Muestra 7 19/48
Muestra 8 48/48
Muestra 9 22/48

Tabla VIII. Resultados en el bioensayo Il tras 5 dias. Elaboracién propia.

Se observa crecimiento total (48/48 pocillos) en seis de las nueve mezclas que
contienen el sobrenadante fecal. En las tres muestras restantes (muestras 5, 7 y 9) se
observa crecimiento en 23, 19 y 22 de 48 pocillos, respectivamente. Los resultados

obtenidos indican que existen diferencias estadisticamente significativas (p = 0,001)
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para el numero de pocillos positivos de las mezclas con sobrenadante fecal con respecto
al numero de pocillos positivos del control de mutagénesis espontanea. Se podria
determinar, por tanto, que en las muestras existe una gran cantidad de mutagenos. Sin
embargo, y teniendo en cuenta la hipdtesis planteada para explicar los resultados
obtenidos en el bioensayo I, podemos determinar que, aunque hayamos diluido hasta un
90% el sobrenadante fecal, no conseguimos inhibir el efecto de la histidina y los

resultados pueden explicarse por su accion.

El elevado crecimiento bacteriano (Salmonella typhimurium) observado en las
mezclas con sobrenadante fecal y la rapidez con la que éste se ha producido, hacen
pensar que los resultados sean atribuibles a la presencia de histidina y no a una
sobredimensionada toxicidad fecal, y mas tratandose de muestras de sujetos mayores de
75 afios. Esto es coherente con el planteamiento de que la histidina puede causar
resultados falsos positivos en pruebas para determinar mutagenicidad fecal en heces
(Silverman, Turnell, Youngs y Keighley, 1989). Por ello, en relacion al objetivo
planteado a la hora de llevar a cabo este estudio, es decir, evaluar la aplicabilidad del
Test de Ames (fluctuacion) para la deteccién del nivel de compuestos mutagénicos en
heces, no se ha podido determinar que esta prueba sea valida para la determinacion de
biomarcadores fecales de la exposicion del ser humano a diversos compuestos
carcinogénicos provenientes de la dieta, debido a la aceptacion de la hipétesis que

implica la presencia de histidina en las muestras analizadas.

Sin embargo, otros estudios revisados (Federici et al., 2017; Joosen et al., 2009;
Shaughnessy et al., 2011) ponen de manifiesto como los habitos dietéticos repercuten
directamente sobre la mutagenicidad y la genotoxicidad fecal, aumentandolas o
disminuyéndolas. A pesar de que Shaughnessy et al. (2011) han podido detectar
mutagenicidad en muestras fecales y relacionarla con la ingesta dietética, los resultados
que hemos obtenido ponen de manifiesto que la presencia de histidina puede influir
sobre los resultados, por lo que, desde nuestro punto de vista, parece coherente pensar
que el ensayo Cometa (para analizar genotoxicidad fecal) seria el mas conveniente para
detectar los efectos de estos compuestos (ingeridos a través de la dieta) en muestras
fecales. No obstante, la escasa evidencia cientifica hace necesario llevar a cabo més
estudios en esta linea. En este caso, no hemos podido determinar que el Test de Ames

sea un método de eleccion a la hora de determinar la mutagenicidad fecal.
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En la literatura revisada se pueden observar evidencias solidas que apoyan la
hipotesis planteada en el presente trabajo referida a que la ingesta dietética de diferentes
compuestos con actividad carcinogénica esta asociada a un incremento en la toxicidad
fecal y, a su vez, puede incrementar el riesgo de desarrollar cancer a través de diversas
vias. Se ha mostrado como la dieta y, con ello, los compuestos presentes en la misma
(principalmente en la carne roja y en la carne procesada) pueden incrementar el riesgo
de desarrollar diversos tipos de cancer. De esta manera, es necesario seguir trabajando
en futuros estudios que permitan determinar biomarcadores de la ingesta dietética de

compuestos potencialmente carcinogénicos.
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5. LIMITACIONES

El Test de Ames no ha servido como método de deteccion de mutagenicidad en

muestras fecales debido a que la presencia de histidina en las muestras puede dar lugar a

falsos positivos, tal y como ha sucedido en el experimento que se ha llevado a cabo.

6. CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

No se ha podido validar el Test de Ames (realizado empleando el Kit Muta-
ChromoPlate) como metodologia para detectar biomarcadores fecales
(mutagenicidad fecal) de exposicion a compuestos mutagénicos ingeridos a

través de la dieta.

La histidina puede dar lugar a resultados falsos positivos en el Test de Ames.

Los datos parecen indicar que el ensayo Cometa es la prueba méas adecuada

para determinar la toxicidad en muestras fecales.

Los estudios que evaltan la toxicidad fecal son escasos. Seria necesario llevar
a cabo més estudios que permitan establecer una metodologia fiable para

determinar la toxicidad en muestras fecales de forma rapida y sencilla.
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ABREVIATURAS

AHC
BaP
DiMelQx
g

HAP
Kcal
MelQx
mg

NA
NaN3
n.d.

ng
NMDA
NPYR
PhIP
ROS

S.e.

MY

Aminas heterociclicas

Benzo(a)pireno
2-amino-3,4,8-trimetilimidazo[4,5-f]quinoxalina
Gramos

Hidrocarburos aromaticos policiclicos
Kilocalorias
2-amino-3,8-dimetilimidazo[4,5-f]quinoxalina
Miligramos

Nitrosaminas

Azida de sodio

No disponible

Nanogramos

N-nitrosodimetilamina

N-nitrosopirrolidina
2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridina
Especies de oxigeno reactivo

Sin especificar

Microgramos
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