L

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIOES
IZTACALA

“REVISION SISTEMATICA Y META-ANALISIS:
UNA HERRAMIENTA PARA ACLARAR LOS
EFECTOS ADVERSOS DEL PONCEAU 4R
(E124) EN MODELOS EXPERIMENTALES”

T E S I N A

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

BIOLOGA

PRESENTA:

GABRIELA ARREOLA AVILA

DIRECTORA DE TESINA:
DRA. VERONICA FREYRE FONSECA

LOS REYES IZTACALA, EDO. DE MEXICO, 2018



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS

Agradezco a la Dra. Verbnica Freyre Fonseca su incansable dedicacion,
motivacion, paciencia y aliento durante cada paso de la realizacion de esta Tesina;
por creer en mi, ademas de transmitirme conocimientos, habitos y actitudes de

superacién en mi persona.

Al laboratorio de Toxicologia y Carcinogénesis y a la Dra. Yolanda Irasema Chirino
Lépez, por concederme un agradable espacio de trabajo, y las herramientas
necesarias que facilitaron mi estancia durante este proyecto. Asi como al proyecto
PAPIIT IN218015.

A mis sinodales:

Dra. Norma Laura Delgado Buenrostro
Dra. Ana Maria Garcia Bores
Dra. Miriam Rodriguez Sosa

Dr. Luis Ignacio Terrazas Valdés

Por sus valiosos comentarios durante la revision de esta tesina, que resultaron en

el enriquecimiento del contenido. Muchas Gracias Doctores.

Pero en especial, retribuyo con enorme satisfaccion a mi amada UNAM, mi alma
mater, que por medio de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala me brindo la

mas extraordinaria formacion académica, la biologia.



DEDICATORIA

A MIS HIJOS Y ESPOSO

Porque ya no sé quién le dio la vida a quien, y es asi como vienen las mas
grandes alegrias, sin antelacion, asi ustedes tres llegaron y me colmaron de dicha,
inspiracion, amparo, e innumerables cosas extraordinarias. Gracias por ser, estar
y alentar mis ganas de crecer en todos los ambitos. Les prometo que éste no es
mas que el primer paso de un camino lleno de éxito y fortuna que estamos por

recorrer juntos. Los amo.

A MIS PADRES Y HERMANA

Mis mas grandes ejemplos, los pilares que me sostienen incansablemente. Como
muestra de amor y enorme agradecimiento, por los valores, educacion y esfuerzo
que han invertido siempre en mi. Por todo lo que soy, y lo que hemos logrado hoy.

Gracias.

A MIS SUEGROS

Quienes se han vuelto personas primordiales en mi vida, a quienes quiero, admiro
y estaré infinitamente agradecida por su incondicional carifio y apoyo en todos los
aspectos que involucraron la culminacién de esta etapa profesional. Este logro

también es suyo.



INDICE

Pagina
INDICE DE FIGURAS
INDICE DE TABLAS
GLOSARIO
ABREVIATURAS 11
RESUMEN 13
1. INTRODUCCION 15
1.1 Industria alimentaria
1.1.1 Clasificacion de aditivos 15
1.1.2 Colorantes alimentarios 17
1.1.3 Legislacion y organismos reguladores de los 17
colorantes 17
1.2 Colorantes azoicos 19
1.2.1 Caracteristicas 19
1.2.2 Compuestos azoicos de alquilo 20
1.2.3 Compuestos azoicos de arilo 20
1.2.4 Efectos toxicolégicos de azoderivados 21
1.3 Ponceau 4R (E124)22 22
1.3.1 Propiedades 22 22
1.3.2 Productos en los que se emplea el E124 22
1.3.3 Regulacién de uso y toxicidad del E124 24
1.4 Evidencia cientifica 26
1.4.1 Escala de jerarquias en la clasificacion de datos
cientl’ficos', o o 26
1.4.2 Introduccion y justificacion del uso de la Revision
sistematica y Meta-analisis. 27
1.4.3 Métodos de realizacion o8
a. Definicion del problema o8
b. Busqueda de Informacion 29



Analisis cualitativo
Analisis cuantitativo

Interpretacién y presentacién de los datos

=~ o 2 o

Publicacion

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
2.1 Objetivo general

2.2 Objetivos particulares

MATERIALES Y METODOS
3.1 Revisién Sistematica
3.2 Meta-anélisis

RESULTADOS

4.1 Revision Sistematica
5.1.1Codificacién de estudios pertenecientes a la Revision
Sistemética

4.2 Meta-analisis

DISCUSION

5.1 Efectos de la ingesta del ponceau 4R sobre modelos
experimentales

5.2 Dafos del ponceau 4R al ADN

5.3 Recomendaciones

CONCLUSIONES

LITERATURA CITADA

29
29
29
30
31
32
32

33
34
35

38
39

41
44

49
50
51
52

55
57



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Espectro de luz visible.

Figura 2.Estructura quimica del grupo funcional azo.

Figura 3. Reaccion de acoplamiento diazoico.

Figura 4. Estructura quimica del E124.

Figura 5. Productos en México que afaden ponceau 4R (E124) a su

composicion.

Figura 6. Jerarquizacion de la evidencia cientifica.

Figura 7. Proceso basico de realizacion de la Revision Sistemética y el

Meta-analisis.

Figura 8. Relaciébn de términos establecidos para la busqueda
bibliografica.

Figura 9. Proceso de seleccion de estudios incluidos en la Revision

Sistemética y Meta analisis.

Figura 10. Analisis comparativo entre estudios que reportaron dafio al
ADN inducido por E124, mediante MA.

Pagina

19

20

21

22

23

26

28

34

39

45



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Clasificacion que otorga la Union Europea a los aditivos

alimentarios.

Tabla 2. Productos autorizados en México que afladen E124 a su

composicion.

Tabla 3. Ventajas y Limitaciones de la Revision sistematica y Meta-

analisis.

Tabla 4.Relacion de términos con el nimero de resultados encontrados

en la basqueda bibliogréafica por las diferentes bases de datos.

Tabla 5. Codificacion de estudios para el Meta-analisis.

Tabla 6. Analisis estadistico para el Meta-analisis.

Tabla 7. Datos de referencia para realizar el Forest Plot.

Pagina

16

25

27

40

45

46

46



GLOSARIO

A

Aditivo: Sustancia que se afade controladamente a un alimento.

ADN: Acido desoxirribonucléico.

Albumina: Proteina que se encuentra en gran proporcion en el plasma sanguineo.
Alquilo: Sustituyente, formado por la separacién de un atomo de hidrogeno de un
hidrocarburo saturado o alcano.

Amina: Compuesto organico derivado del amoniaco por sustitucién de uno o dos atomos
de hidrégeno por radicales hidrocarbonados monovalentes.

Anilina: Amina ciclica que se encuentra como componente del afil; resulta de reemplazar
un hidrégeno de la molécula del benceno por el grupo amino (-NH>).

Anillos aromaticos: Derivados del benceno, que mantienen intacta su estructura ciclica.
Antioxidante: Molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion de otras moléculas.
Arilo: Sustituyente derivado de un hidrocarburo aromatico al extraérsele un atomo de
hidrégeno del anillo aromatico.

ARN: Acido ribonucléico.

Azoderivado: Compuestos que contiene el enlace azo (-N=N-).

B

Bencidina: solido cristalino de color amarillo grisaceo, blanco o rojo grisdceo. Se usoé
para producir tinturas para telas, papel y cuero.

C

Carcinogénesis: Conjunto de fendmenos que determinan la aparicion y desarrollo de un
cancer.

Codex alimentarius: Organismo Internacional en materia de normas de alimentacién, se
encarga de compilar normas, cddigos de comportamiento, directrices y recomendaciones.
Colorante: Sustancia capaz de tefir y dar un nuevo color a un tejido, alimento, etc.;
puede ser de origen natural o sintético.

Compuesto quimico: Sustancia formada por la combinacion de dos o més elementos
distintos.

Conjugacion quimica: Ocurre en compuestos organicos donde los atomos unidos
mediante enlace covalente producen una region llamada de deslocalizacion electrénica
(los electrones pertenecen a todo el compuesto).

Conservador alimentario: Sustancia que detiene o minimiza el deterioro causado por la
presencia de diferentes tipos de microorganismos.

Consumidor: Individuo que compra (o consume) alimentos con la finalidad de satisfacer
los deseos o necesidades de si mismo.

Citocinas: Grupo de proteinas de bajo peso molecular que actian mediando
interacciones complejas entre células de linfoides, células inflamatorias y células
hematopoyéticas.



D

Derivado carnico: Productos elaborados en base a carne, grasa, con o0 sin despojos,
adicionados de condimentos, especias y aditivos.

E

Edulcorante alimentario: Sustancia quimica que se afiade a un alimento o medicamento
para darle sabor dulce.

Emulsionante alimentario: Sustancia que ayuda en la mezcla de dos sustancias que
normalmente son poco miscibles o dificiles de mezclar.

Enzima: Proteina soluble producida por las células del organismo, que favorece y regula
las reacciones quimicas en los seres vivos.

Error estandar: Indicador estadistico de la amplitud de una muestra pequefia, mide la
dispersioén o variabilidad de la media, con un nivel de confianza del 95%.

Espesante alimentario: Sustancia que aumenta la viscosidad de un alimento sin
modificar otras propiedades.

Estabilizador alimentario: Sustancia que se utiliza para mantener el aspecto y textura de
los alimentos.

F

Fermentador alimentario: Microorganismos (levadura y bacilos) que participan en una
reaccién anaerdbica para la produccién de acido, alcohol.

G

Grupo funcional: Atomo o conjunto de atomos unidos a unacadena carbonada,
responsables de la reactividad y propiedades quimicas de los compuestos organicos.

H

Histamina: Hormona que actia como un potente dilatador de los vasos sanguineos y de
los capilares, provocando la contraccion de la musculatura lisa.

Hiperactividad: Trastorno de la conducta caracterizado por una actividad constante,
comportamientos cambiantes y dificultad de atencién, que se observa en personas con
cuadros de ansiedad y nifios.

Heterogeneidad estadistica: Calcula la suma de las desviaciones cuadraticas entre el
resultado individual de cada estudio y el resultado global, es decir, mide que tan
combinables son los resultados individuales de estudios comparables en un Meta-analisis.

M

Meta-andlisis: Analisis estadistico cuantitativo de varios estudios similares pero
independientes para la busqueda de significancia estadistica en el conjunto de datos.
Mutacion: Cualquier alteracion o variacion en el cédigo genético.

Mutagénesis: Produccién de mutaciones sobre el ADN.


https://es.wikipedia.org/wiki/Cadena_carbonada
https://es.wikipedia.org/wiki/Reactividad
https://es.wikipedia.org/wiki/Propiedad_qu%C3%ADmica
https://es.wikipedia.org/wiki/Compuesto_org%C3%A1nico

Modelo de efectos aleatorios: Consiste en una jerarquia de diferentes poblaciones
cuyas diferencias se refieren a esa jerarquia.

P

Ponceau 4R: Colorante azoderivado rojo de caracter sintético; suele emplearse en la
coloracioén de una gran variedad de productos alimentarios.

Propiedad organoléptica: Descripcion de las caracteristicas fisicas que tiene la materia,
segun las pueden percibir los sentidos.

Proceso inflamatorio: Empieza cuando un compuesto quimico es liberado por el tejido
dafiado. Como respuesta, los glébulos blancos producen sustancias que hacen gue las
células se dividan y crezcan.

R

Revisién Sistematica: Herramienta que recopila y sintetiza informacion cientifica sobre
un tema.

Reaccién alérgica: Reaccién inmunitaria del organismo frente a una sustancia inocua
para un organismo, que se manifiesta por signos y sintomas caracteristicos.

S

Sustancia: Clase particular de materia homogénea cuya composicion es fija vy
quimicamente definida.

Sintesis: Proceso del metabolismo que tiene como resultado la formacion de
componentes celulares a partir de los precursores de baja masa molecular.

T

Toxicologia: Ciencia que identifica, estudia y describe la dosis, la naturaleza, la
incidencia, la severidad, la reversibilidad y, los mecanismos de los efectos téxicos de un
xenobiético en un organismo.

Teratogénesis: Alteraciéon funcional, bioguimica o morfolégica que se detecta durante la
gestacion, nacimiento o posteriormente y que es inducida durante el embarazo.

Tamarfo del efecto: Medida de la fuerza de un fenémeno, como el cambio en el resultado
después de una intervencién experimental.

Tendencia: Inclinacién o disposicién natural que se tiene hacia una cosa determinada.

Vv

Varianza estadistica: Medida de dispersion definida como la esperanza del cuadrado de
la desviacion de dicha variable respecto a su media.
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ABREVIATURAS

AFCA - Aditivos Alimentarios Atrtificiales (siglas en inglés)

AIBN - Azobisiso-Butilonitrilo

BSA —Suero homélogo de bovino (siglas en inglés)

CAS - Servicio de Resumenes Quimicos (siglas en inglés)

COFEPRIS —Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios
DLso — Dosis Letal Media

E124 —Ponceau-4R (clasificado por la UE)

EFSA — Autoridad Europea para la Seguridad Alimentaria (siglas en inglés)
FAO - Organizacién para la Alimentacién y la Agricultura (siglas en inglés)
FDA — Administracion de Alimentos y Medicamentos (siglas en inglés)

FI — Factor de Impacto de Revistas Indexadas

GHA - Agregado Global de Hiperactividad

GS - Google Scholar

HSA — Suero homoélogo de humano

IDA — Ingesta Diaria Aceptable

JEFCA - Comité Experto en Aditivos Alimentarios (FAO/OMS)

MA — Meta-andlisis

MeSH -Medical Subject Headings (siglas en ingles)

mg/kg pc/d —miligramos por kilogramo de peso corporal al dia

MPL - Nivel Maximo Permitido (siglas en inglés)

NACHR - Receptores nicotinicos de acetil-colina

NMDAR - N-metil-D-aspartato

NOAEL —Nivel minimo de efectos adversos

OMS - Organizacién Mundial de la Salud

PB —Pubmed

RS — Revision Sisteméatica

SC -Scopus

SCF - Comité Cientifico de la Alimentacibn Humana

SD —ScienceDirect

SSP- Secretaria de Salud Publica

UE — Uni6n Europea

11
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El ponceau 4R (E124) es un colorante alimentario rojo, derivado del alquitran, y a
lo largo de su historia se han presentado discordancias sobre el riesgo por su
exposicion, estableciendo niveles de ingesta diaria aceptable (IDA’s) de 0.7-
4mg/kg de peso al dia, las cuales se fundamentan en una gran diversidad de
descubrimientos reportados en modelos experimentales. Esto di6 origen a la

recomendacion de la EFSA, de re-evaluar la seguridad del colorante para el 2020.

Por esta razon, se plantea como objetivo general de ésta tesina hacer una
Revision Sistematica (RS) sobre los resultados publicados y responder si el uso
del E124 causa efectos nocivos en la salud utilizando modelos experimentales;
complementandolo con un Meta-analisis (MA) enfocado a constatar si existe dafio
al ADN inducido por E124.

Para cumplir con el objetivo, se hizo una busqueda en diferentes bases de datos
en donde se encontraron hasta 23, 775 estudios relacionados con E124, pero
después de considerar los criterios de inclusion: 1. que tuvieran las palabras clave
en el titulo o resumen y 2. que evaluaran la toxicidad del E124 en algin modelo
experimental y exclusién:1. que solo reportaran resultados de caracterizacion del
E124, 2 estudios repetidos, 6 3 no tener acceso al trabajo completo, se incluyeron
solo 24 estudios para la revision. Durante la RS se encontraron 3 aspectos
relevantes: 1. el E124 incrementa la hiperactividad en nifios, 2.puede unirse a la
albumina humana y 3.causa dafios al ADN de modelos experimentales. Partiendo
de este ultimo hallazgo se tomaron 5 estudios para hacer un Forest Plot (grafico
representativo del meta-analisis), en donde no se observd una diferencia

significativa que indica que existe dafio en el ADN.

En este contexto se concluye que la seguridad del E124 no es del todo confiable, y
se sugieren pautas para el seguimiento de futuras investigaciones frente a la
formacion de aminas aromaticas, queden seguimiento, y/o puedan predecir los
riesgos a los que se esta expuesto. Asimismo, es de importancia mencionar que
tanto la RS como el MA son buenas herramientas para determinar si existen

efectos adversos por la exposicion a E124.
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1.1 Industria Alimentaria

El término “industria alimentaria® comprende un conjunto de actividades
industriales dirigidas al tratamiento, transformacion, preparacion, conservacion y
envasado de productos alimenticios, utilizando materias primas de origen vegetal
o animal. Estos procesos tienen como finalidad principal satisfacer las
necesidades generadas por los habitos alimentarios de los consumidores y
conseguir la maxima prolongacion del tiempo de posible consumo, ademas de
potenciar sus cualidades organolépticas, al agregar algun tipo de aditivo

alimentario (Berkowitz, 2001).

El hecho de afadir sustancias y/o compuestos a los productos alimenticios,
posiblemente tenga su origen en el Paleolitico; cuando la exposicion de los
alimentos al humo procedente del fuego favorecia su conservacion, y se
implementé el uso del azafrdn y la cochinilla. Mas adelante, en el Neolitico,
cuando el hombre desarrollo la agricultura y la ganaderia, se vioé en la necesidad
de manipular los alimentos con el propdsito de que resultaran mas apetecibles y/o
que se conservaran en Optimas condiciones, empleando sal y vinagre. Pero
debido a la aparicion de aditivos creados por la quimica en el siglo XVIII, surgieron
nuevas exigencias por parte de los consumidores, y la industria alimentaria del
siglo XX, busc6é continuamente nuevos compuestos para incorporar a los
alimentos (Multon et al. 2000).

1.1.1 Clasificacion de aditivos alimentarios

Segun el Codex alimentarius, la definicion de “aditivo” hace referencia a cualquier
sustancia que, independientemente de su valor nutricional, se afiade intencional y
controladamente a un alimento. No obstante, los aditivos deben cumplir varias
funciones en los alimentos, que satisfagan o justifiquen su uso imprescindible.

Algunas de estas funciones son:

16



1. Dar textura consistente y lisa (emulsionantes, estabilizadores y
espesantes).

2. Mejorar o conservar el valor nutricional (vitaminas, minerales).

3. Conservar la salubridad de los alimentos (conservadores).

4. Controlar su equilibrio acido-base (pH) y suministrar fermentacion
(fermentadores).

5. Dar color y/o mejorar el sabor (colorantes, o potenciadores de sabor).

Para la identificacion de los aditivos se sigue la numeracién asignada por la Unién
Europea (UE), que va precedida por la letra E. Cuando no aparezca ninguna letra
antes del numero, se referira a sustancias que, a pesar de estar autorizado su uso,
aun no se clasifican en algun grupo establecido (Cubero et al. 2002). La cifra de
las centenas indica el tipo de funcion que realiza el aditivo, de acuerdo con la
Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion que otorga la Unién Europea a los aditivos alimentarios.

Cdédigo de asignacion Nombre y/o funcion

E 1XX Colorantes.

E 2XX Conservadores.

E 3XX Antioxidantes y reguladores de Ph.

E 4XX Estabilizantes, espesantes, gelificantes y

emulsionantes.

E 5XX Correctores de acidez y sustancias minerales.
E 6XX Potenciadores del sabor.
E 9XX Otros aditivos (agentes de recubrimiento, gases

de envasado y edulcorantes).
E 11XX Enzimas.

E 14XX Almidones modificados.
Fuente: FAO/JEFCA, 2011.

17



1.1.2 Colorantes alimentarios

El aspecto de los alimentos, enfatiza la importancia delos colorantes alimentarios
en la industria. Muchas veces se emplean para resaltar el color natural y otras
para devolver el color perdido durante la manipulacion para su conservacion
(Sanchez, 2013). Esto ultimo es lo que ocurre por ejemplo con las conservas de
fresa o derivados céarnicos (chorizo) que sin los colorantes rojos resultarian en un
feo y poco apetitoso color. Los colorantes pueden ser naturales, si son extraidos
de una sustancia vegetal, animal o mineral; o sintéticos, si son productos

modificados quimica o fisicamente.

Entre los colorantes artificiales o sintéticos se distinguen los colorantes azoicos
(Tartrazina E102, Amaranto E123, Negro Brillante BN E151, Ponceau 4R E124) y
no azoicos (Amarillo de Quinoleina E104, Eritrosina E127, Indigotina E132, Azul
Brillante FCF E133).Los primeros deben su color al grupo “azo” conjugado con
anillos aromaticos por ambos extremos, y en los segundos se engloban a todos

aguellos que carecen de este grupo funcional (Eldmalfa et al., 2011).

1.1.3 Legislacién y organismos reguladores de los colorantes

El uso generalizado de los colorantes alimentarios exige el establecimiento de
algin mecanismo de control que regule su uso y los efectos potenciales a los que
esta expuesto el ser humano. Para que una sustancia sea admitida como aditivo
debe estar bien caracterizada (conocer todas sus propiedades quimicas) y debe
superar los controles toxicolégicos establecidos por parte de los organismos
sanitarios (EFSA, FDA, SSP, entre otros). Asimismo, se debe demostrar la
necesidad de su uso, de tal modo que suponga algun beneficio para el consumidor
(Kobylewski y Jacobson, 2012). Dadas las exigencias de rigurosa seguridad para
los aditivos alimentarios, el Comité Mixto de Expertos en Aditivos Alimentarios

(FAO/OMS) establecié que los aditivos deben someterse a estudios de toxicidad

18



aguda (ensayos a intervalos de 24 horas), de corta duracion (ensayos durante un
periodo de hasta 90 dias) y cronica (ensayos durante toda la vida o a varias
generaciones de animales de vida corta), asi como de teratogénesis, de

carcinogénesis y mutagénesis (Golka et al. 2004).

Para establecer la cantidad maxima de un compuesto que puede consumirse
diariamente durante toda la vida, sin que éste pueda causar un riesgo perjudicial
para la salud humana, se ha definido la Ingesta Diaria Aceptable (IDA), expresada
en mg/kg de peso corporal al dia. Para su calculo se toma el nivel de dosis sin
efecto(NOAEL) en la especie animal mas sensible, ya sea en ensayos agudos y/o
cronicos, y se divide mediante un factor de seguridad(constante delQO)que nos
dara un resultado extrapolable al humano. Los niveles de IDA de los colorantes
alimentarios son establecidos por el fabricante mediante pruebas toxicoldgicas in
vitro, in vivo, 0 ex vivo y sus resultados deben ser comprobados y respaldados por
la autoridad correspondiente, y asi dictaminar la regulaciéon debida (FAO/JEFCA,
2011).

La normatividad esta sustentada por la Comisién del Cédex alimentarius
(FAO/OMS) que es la base de la regulacién alimentaria que tienen que ver con la
produccion, procesamiento y comercio de alimentos que aseguren la proteccién de
la salud de los consumidores a nivel internacional. Pero en México la ejecucion de
dichas normas (ver subtema 1.3.3) depende de la Comision Federal (COFEPRIS)
,vinculada con el Departamento de Regulacion y Fomento Sanitario de la
Secretaria de Salud Publica (SSP); ambas se complementan para regular y
verificar la actividad de las principales industrias del pais, entre las que figura
primordialmente la alimentaria (COFEPRIS, 2016).

De esta manera también existen organismos internacionales con competencias en
materia de aditivos alimentarios, como la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) que proporciona métodos cientificos para alertar y detectar
problemas que afectan la Seguridad alimentaria de los paises miembros de la UE
(EFSA, 2011); y la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) que
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protege la salud publica mediante la reglamentacion de los mismos, ademas de
proveer al publico un medio que indique en la etiqueta, datos sobre el contenido
de nutrientes del alimento y permitir al consumidor utilizarlo adecuadamente (FDA,
2017).

1.2 Colorantes azoicos

1.2.1 Caracteristicas

Los compuestos que contienen el grupo “azo” se denominan azoderivados o
colorantes azoicos. Un grupo “azo” es un grupo funcional en donde R y R' son
grupos que contienen atomos de carbono y de nitrégeno unidos por un doble
enlace (Figura 2). Cuando estos se conjugan con anillos aromaticos, el compuesto
que contiene este grupo, absorbe una alta cantidad de radiacién electromagnética
en el espectro de luz visible (600-700 nm), por lo que llegan a presentar una
coloracién intensa; que va de tonalidades amarillentas a las rojizas (Figura 1)
(IUPAC, 2009).

Violeta Azul Verde Amarillo Anaranjado Rojo

380-450 nm 450-495 nm 495-570 nm  570-590nm  590-620nm  620-780 nm

Figura 1. Espectro de luz visible

También, la presencia de otros grupos en el compuesto puede provocar que los
azoderivados absorban la luz con mayor o menor intensidad, siendo entonces
empleados como colorantes en la industria textil, papelera, cosmética, y
alimentaria (Golka et al., 2004).Existen dos grupos de compuestos azoicos. Estos

son:1) compuestos azoicos de alquilo y 2) compuestos azoicos de arilo.
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Figura 2. Estructura quimica del grupo funcional azo

1.2.2 Compuestos azoicos de alquilo

Los compuestos azoicos de alquilo son menos comunes que los compuestos
azoicos de arilo. Estos compuestos pueden generar radicales libres a
temperaturas elevadas o irradiacion, porgue los enlaces carbono-nitrégeno se
rompen con la pérdida de gas nitrogeno. Por ello, algunos compuestos azoicos
alquilicos se utilizan como iniciadores de radicales. Un ejemplo es el Azobisiso-
Butilonitrilo (AIBN), que se usa como precursor para la via de polimerizacion del
estireno y anhidrido maléico en tolueno, debido a su inestabilidad este propicia

procesos de disociacion de la luz (fotélisis) (Ohme, 1988).

1.2.3 Compuestos azoicos de arilo

Los compuestos azoicos de arilo son especies cristalinas y mas estables que los
compuestos azoicos de alquilo. Pueden ser sintetizados mediante la oxidacion de
las hidrazinas (compuesto quimico cuya férmula quimica condensada es N;H4, se
utiliza como espumante para la preparacion de polimeros, catalizadores y
farmacos); 0 por la reaccion de acoplamiento diazoico (Figura 3), que conlleva una
reaccion aromatica donde interviene la sustitucion electrofilica. Sin embargo, las
sales de estos compuestos, son inestables cuando se encuentran en torno a
temperatura ambiente, por lo que las reacciones con ellas se realizan a bajas
temperaturas. Por ejemplo, el azobenceno existe como el isébmero trans, pero a

traves de la fotdlisis a 5°C, se convierte en el isomero cis (Hungeret al., 2005).
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N=N GRUPO AZO OH
@ fj—>

Figura 3. Reaccién de acoplamiento diazoico, remarcado en el circulo rojo el grupo azo.

1.2.4  Efectos toxicolégicos de azoderivados

La preocupacion por la seguridad en el uso de los colorantes azoicos ha hecho
que sus efectos sobre la salud hayan sido mucho més estudiados que la mayoria
de los colorantes naturales. Pero, al contrario de lo que sucede con otros aditivos,
existen grandes variaciones en los limites permisibles de un pais a otro, por
ejemplo en Estados Unidos se ha prohibido su uso desde 1976 (FAO/JEFCA,
2011).

Los colorantes azoicos suelen ser toxicos después de la reduccién y ruptura del
enlace azo, dando lugar a aminas aromaticas (Berkowitz, 2001). Ademas, estos
azoderivados pueden provocar intolerancia en personas alérgicas a salicilatos
(aspirina)y también al ser liberadores de histamina, intensifican los sintomas del
asma e inducen reacciones alérgicas en los individuos que lo ingieren (Ibero et al.,
1981) (Ver subtema 6.1).Ademas se han reportado mecanismos diferentes para la
carcinogenicidad de colorantes azoicos (formacién de aminas aromaticas como
bencidina y anilina), relacionados con la transformacion metabolica a

intermediarios electrofilicos reactivos que se unen covalentemente al ADN.

1.3 Ponceau 4R (E124)

1.3.1 Propiedades del colorante
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Ponceau 4R (E124) es un compuesto azoico de arilo, de color rojo, sintetizado a
partir de alquitran de hulla, cuyo nombre quimico deriva de la sal trisodica del
acido 1- (4-sulfo-1-naftilazo) -2-naftol-6, 8-disulfonico. Su No. CAS es 2611-82-7, y
tambiénse conoce en una gama de mas de 100 sin6nimos, entre los que
destacan: New Coccine, Cochineal Red A, Acid red No. 102, entre otros.
(FAO/JECFA, 2011). Su férmula es CyoH11N2010S3Nas (Figura 4) y su peso
molecular es 604.5 kD. Su presentacion esta dada en polvo o granulos, y es

soluble en compuestos polares (H,O, C,HgO) (SGS, 2012).

SO,Na

o
I

ONX> OvCHno

SO,Na

Figura 4. Estructura quimica del E124.

Cabe sefialar que las letras a la derecha del nombre del colorante (S, 2R, 3Ry
4R) corresponden al uso final que se le da al colorante en los diferentes tipos de

industria como reactivo quimico, textil, cosmética y alimentaria, respectivamente.
1.3.2 Productos en los que se emplea el ponceau 4R
El ponceau 4R (E124) se utiliza como colorante alimentario en bebidas,

embutidos, derivados carnicos, gelatinas, sopas, salsas marisqueras, ademas de
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frutas en conserva, algunas golosinas y productos de reposteria (EFSA, 2015). En
México es utilizado en bebidas gasificadas, congelados, polvos, jarabes,
concentrados y productos lacteos condensados segun lo dictaminan las Normas
Oficiales Mexicanas, para cada producto en especifico (Figura 5)(SSP, 2017).

Figura 5. Productos en México que afiaden ponceau 4R (E124) a su composicion.

1.3.3 Toxicidad y regulacion de uso del ponceau 4R (E124)

A lo largo de la historia, el nivel de ingesta diaria aceptable (IDA) del E124 se ha
puesto en tela de juicio en dos ocasiones. En 1983 fue evaluado por el Comité
Experto en Aditivos Alimentarios (JECFA)y un afio mas tarde por el Comité
Cientifico de la Alimentacion Humana (SCF/UE). Ambos comités establecieron
una IDA de 0-4 mg/kg de peso corporal al dia. Sin embargo, afios mas adelante un
estudio in vivo de Tsuda et al., 2001, informaron sobre los efectos de la migracién
de ADN nuclear en ratén, administrando el ponceau 4R de un producto comercial
de jengibre que contenia 0.65 mg de E124/1 mg de producto. Cabe sefialar que en
este estudio se sobrepasoé la IDA establecida en 1983, pero ademas, se dictamind
otro riesgo de peligrosidad ante la exposicion a grandes cantidades de E124, que

se describe a continuacion:

Segun McCann et al., 2007 la exposicion a una mezcla de bebidas gasificadas que

incluia E124 dio lugar a un agregado global de hiperactividad (GHA) en nifios de
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3-9 afos. Este transtorno (GHA) se caracteriza por inatencion, hiperactividad y
comportamiento impulsivo que produce problemas en mdltiples éareas de
funcionamiento, dificultando el desarrollo social, emocional y cognitivo de la
persona que lo padece. Por lo tanto, a raiz de estos hallazgos se solicité ante la
EFSA, la regulacion del E124. Esta autoridad emitié una recomendacion sobre los
niveles maximos permitidos (MPL, por sus siglas en inglés) de uso y consumo de
E124 para adultos. Por consiguiente, la Comision Europea modifico el anexo Il del
Reglamento (CE) No. 1333/2008, en donde, los MPL de E124, se disminuyeron en
algunos alimentos (conservas, pan de reposteria, embutidos, cerveza y jarabes)
de acuerdo a las especificaciones necesarias para cada producto dependiendo del
pais (Italia, Alemania, Francia, Austria, Finlandia, Dinamarca y Espafia) (Durnev et
al., 1994)

Asi, cuando la EFSA analizé los datos industriales considerando los MPL, ninguno
de los calculos de exposicién excedid la IDA establecida entre 0-4mg/kg de peso
corporal al dia, ya que fue tan solo de 0.7 mg/kg de peso corporal al dia (EFSA,
2015). Por su parte, la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus
siglas en inglés), tiene al E124 exento de certificacion, ya que es un derivado de
fuentes naturales, pero debe cumplir con las especificaciones de identidad, pureza

y utilizar las limitaciones descritas en sus reglamentos (Barrows et al., 2003).

Otras Organizaciones como la Agencia Internacional para la Investigacion del
Cancer (IARC, por sus siglas en inglés) y el Instituto Nacional para la Seguridad y
Salud Ocupacional (NIOSH) han clasificado a este colorante como no peligroso o
producto de uso limitado (RD. 2001/1995/CEE). Esta incluido en la lista de los
colorantes alimentarios referidos en el articulo 24 para los que el etiguetado de
alimentos incluird informacién adicional de precaucién (Reglamento 1333/2008;
anexo V). “E124: Puede tener efectos negativos sobre la actividad y la atencion de
los nifios” (SGS, 2012).

En México la Ley General de Salud y las Normas Oficiales Mexicanas referentes a
los alimentos (NOM-036-SSA1-1993, NOM-086-SSA1-1994, NOM-120-SSAl-
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1994, NOM-131-SSA1-1995, NOM-147-SSA1-1996, NOM-185-SSA1-2002, NOM-
213-SSA1-2002) establecen las dosis recomendadas de colorantes para su uso en
la industria.

Para el E124se dictamin6 una restriccion en el uso, y se especifica que deben
tener un contenido de color puro inferior al 10% del peso total del producto (NOM-
218-SSA1-2011). Ademas de ser selectos los productos en los que se incorpora el
E124, suele ser permitido en productos listos para su consumo, a un limite de
concentracion por producto que se muestra en la Tabla 2 (NOM-185-SSA1-2002)
(SSP, 2017).

Tabla 2. Limites maximos permitidos de E124 en productos mexicanos

Productos autorizados que agregan Limite de concentracion permitido

E124 a su composicion (mag/kg)
Dulces a base de leche 50
Helados 50
Leche saborizada 80
Producto lacteo combinado saborizado 80
Leche condensada azucarada 150
Formula lactea saborizada 80
Leche fermentada acidificada 48
Quesos 48
Carne Fresca 500
Licores 50
Bebidas alcohdlicas preparadas y 50

cocteles

Bebidas saborizadas no alcohdlicas 50
Bebidas saborizadas congeladas 50
Jarabes y concentrados para bebidas 50

26



saborizadas no alcoholicas
Concentrados de manufactura para
bebidas saborizadas no alcohdlicas
Alimentos preparados a base de cereal,
semillas, harinas, sémolas o sus
mezclas
Productos de panificacion
Tortillas de maiz nixtamalizado
Tostadas pre envasadas

Suplementos alimenticios

50

200

50
320
320
300

Fuente: NOM-185-SSA1-2002.

1.4 Evidencia cientifica

1.4.1 Escala de jerarquias en

cientificos

la clasificacion de datos

Existen categorias para clasificar la informacion cientifica de manera jerarquica en

distintos niveles (Figura 6) (Jovellet al., 1995). En esta tesina se realizara

Unicamente la revisién sistemética y el meta-andlisis complementario (Subtema

1.8.1).
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% Revisiones Sistematicas y Meta-analisis

Ensayos controlados

Estudios de cohorte

Estudios de caso-control

Estudios descriptivos vy ecolégicos

Ideas, editoriales, opiniones

Estudios originales en modelos experimentales

Figura 6. Jerarquizacién de la informacién cientifica.

1.4.2 Introduccion vy justificacion del uso de la Revisidon

sistematica y Meta-analisis.

Se denomina Revisidn Sistematica (RS), a la revision que tiene como objetivo
sintetizar la evidencia, que cumpla con los criterios de inclusion establecidos.
Tiene el objetivo de responder una pregunta especifica de investigacién. La RS
utiliza métodos sistematicos y explicitos, para aportar resultados fiables a partir de
los cuales se puedan llegar a conclusiones. Estas pueden influir en la toma de
decisiones por las autoridades pertinentes (Halligan, 2005).

Muchas de las revisiones sistematicas contienen un complemento llamado Meta-
analisis (MA). EI MA consiste en la aplicacion de métodos estadisticos que
resumen los resultados de estudios independientes (Bend et al., 2006). Al
combinar la informacion de todos los estudios relevantes, el MA puede obtener
estimaciones mas precisas de los efectos, que las derivadas de los estudios
individuales incluidos en una RS. También permite investigar la consistencia de la

evidencia entre estudios y explorar las diferencias entre estudios, aumentando el
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“poder estadistico” de la RS en si (Zohuet al., 2002); pero como todo método, la
RS y el MA también tienen ventajas y limitaciones que se deben de conocer antes

de su realizacién(Tabla 3).

Tabla 3. Ventajas y Limitaciones de la Revision Sistematica y Meta-analisis.

Ventajas Limitaciones

Sintetiza e incrementa la validez de las No puede corregir o ajustar las
conclusiones discrepancias entre estudios
Mayor valor metodoldgico No controla todos los sesgos
Bajo costo econdmico Es necesaria la participacion de varios
Es replicable autores

Dentro de la variabilidad del método, y/o adaptaciones que han descrito diversos
autores para llevar a cabo una RS con MA, existe como base fundamental una
serie de 6 etapas que obligatoriamente se deben elaborar, aunque cada autor
puede modificar a su criterio el desarrollo de este procedimiento segun las

condiciones y necesidades de su proyecto (Figura 7) (Sanchez-Meca et al., 2010).
.‘ Buggulgda ~ Analisis
'~ informacion | cualitativo

29

Definicion del
| problema




Interpretacion . Conclusiones

de los datos |y Publicacion

@

Figura 7. Proceso para realizar la Revision Sistemética y el Meta-analisis.

Analisis ‘
cuantitativo ‘

1.4.3 Métodos de realizacion

a. Definicion del problema

Para plantear el enfoque del proyecto es preciso plantear las preguntas que la
revision quiere responder. Las preguntas bien formuladas seran la guia para el
proceso, el cual hace necesario que se puntualicen los criterios de inclusion y
exclusion, la busqueda de informacion, la codificacion de los datos, y la

presentacion de los resultados (Higgins y Green, 2011).

b. Busqueda de la informacion
El recopilado de informacion se lleva a cabo mediante la busqueda exhaustiva,
amplia, objetiva y reproducible; proveniente de fuentes y estrategias de busqueda
(palabras clave) que identifiguen tantos estudios relacionados como sea posible
(dentro del limite de los recursos) (Golder, 2006).

c. Analisis cualitativo
Para el andlisis cualitativo se requiere evaluar el enfoque, objetivos, metodologia y

resultados que determinen la “validez” de los estudios incluidos, ya que estas

evaluaciones respaldaran el analisis de datos y las conclusiones. Para ello es
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recomendable generar un codigo (Tabla comparativa) y/o sintesis de los estudios

que facilite el proceso de analisis y comparacion de resultados (Zohuet al. 2002).

d. Andlisis cuantitativo

Este es el complemento de la RS, el MA. Generalmente los métodos estadisticos
son un promedio de las estimaciones del efecto de diferentes estudios. No
obstante se deben tomar en cuenta la heterogeneidad y tamafio del efecto de los
estudios individuales incluidos en el MA para asumir que los efectos siguen una
distribucion normal que evite en la medida de lo posible los sesgos informativos
(O'Rourke y Detsky, 1989).

e. Interpretacién y presentacion de los datos

Las tablas y figuras ayudan a presentar los estudios incluidos y sus resultados en
un formato claro. El diagrama de bosque (‘Forest-plot’) es la manera estandar de
ilustrar los resultados de los estudios individuales y los MA, cuya area suele ser
proporcional a la contribucion de cada estudio al resultado global, a ambos lados
de la linea de promedio de resultados. Ademas, cada estudio esta dentro de un
segmento que representa los extremos de su intervalo de confianza, el cual suele
ser de un 95%. En conjunto esto nos proporciona informacién clave con respecto a
la calidad de las pruebas, la magnitud del efecto de las intervenciones examinadas

y el resumen de los datos disponibles (Amchova et al., 2015).

f. Publicacion

Segun la conferencia Quality of Reporting of Meta-analysis (QUOROM) para
publicacion de MA de estudios, se debe describir detalladamente cada etapa del
proceso. El titulo debe identificar el trabajo como MA o RS con los resultados
principales. La introduccion debe contextualizar y fundamentar el objetivo. La
metodologia debe especificar las fuentes y el modo de busqueda, el periodo e

idioma, los criterios de seleccion de los estudios, el modo de extraccion de los
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datos, las caracteristicas y la manera de evaluacion de la heterogeneidad. En la
discusion, recalcar los puntos-clave, describir las limitaciones y los potenciales

sesgos, para obtener una conclusion global (Martinez et al., 2009).
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2. JUSTIFICACION
Y OBJETIVOS
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2.1 JUSTIFICACION

En el pasado se considerd al ponceau 4R (E124) como un aditivo seguro. Sin
embargo, algunos estudios muestran efectos nocivos a la salud, y el posible
acoplamiento con el ADN, mientras otros los desmienten. Lo cual hace justificable
hacer una revision sistematica y meta-analisis de los resultados publicados y

concluir sobre la seguridad del consumo de ponceau 4R (E124).

2.2 OBJETIVOS

2.3 OBJETIVO GENERAL

- Comparar sistematicamente los resultados publicados para conocer si el
uso del E124, causa efectos nocivos a la salud, a corto (1-72hrs), mediano
(3-90dias) y/o largo (>90 dias) plazo.

2.4 OBJETIVOS PARTICULARES

- Concluir con la RS sobre los efectos de la ingesta de ponceau 4R (E124).

o Responder si el ponceau 4R (E124) provoca dafios al ADN en modelos
experimentales, por medio de un MA.

o Proponer recomendaciones sobre futuras investigaciones que evallten la

toxicologia del ponceau 4R (E124).
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3. MATERIALES
Y METODOS
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3.1 Revision sistematica

La RS se llevd a cabo mediante la busqueda bibliografica en bases de datos
establecidas (PubMed, Scopus, Science Direct, Google Schoolar) para conocer si
el uso del E124, causa efectos nocivos a la salud. Se utilizaron como estrategias
de busqueda algunas palabras clave MeSH como: Ponceau 4R, E124, Cochineal
Red A, New Coccine, Dye, Toxicity, Hyperactivity, EFSA, FDA y diferentes

combinaciones entre ellos (Figura 8).

Ponceau 4R
Cochineal Red A Toxicity
—— I Dye I Hypgll':z;c:wty
ew Coccine FDA
E124

Figura 8. Relacién de términos establecidos para la busqueda bibliogréfica.

Para la RS se consideraron estudios reportados en Inglés, que ademas fueran
publicados desdel950 hasta el presente afio. Entre los criterios de seleccion de
estudios figuraron, incluir articulos procedentes de revistas indexadas: 1) que
tuvieran alguna de las palabras clave en el titulo 6 resumen del trabajo y 2) que
evaluaran los efectos del colorante en algun modelo experimental (in vivo, ex vivo

0 in vitro).

En contraste, los criterios de exclusion utilizados fueron: 1) que solo reportaran
resultados de identificacion o caracterizacion del ponceau4R (E 124) en alimentos
0 bebidas, 2) estudios repetidos con las diferentes combinaciones de palabras

clave en la misma base de datos, o estudios repetidos entre las bases de datos, 3)
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trabajos en los que la palabra clave no fuera objeto del tema de investigacion y 4)

no tener acceso al trabajo completo.

3.2 Meta-analisis

Después de codificar los estudios incluidos en la RS (Tabla 4),se realiz6 el MA
unificando los datos en un procesador de texto y hojas de célculo (Office Basic,
2010), mediante el modelo de efectos aleatorios y un intervalo de confianza del
95%. Posteriormente se hizo la evaluacion de estudios y se analizaron
estadisticamente los datos obtenidos en la previa codificacion de los estudios

incluidos, siguiendo la técnica de Neyeloff et al., 2012. Brevemente:

- Tamafo del efecto (ES). Es el producto del nimero de eventos entre el

tamafio de la muestra, es decir la diferencia de medias que nos informa
cuantas desviaciones hay entre los resultados de los grupos que se

comparan en cada estudio individual. Ec. (1)

ES = ¥/SE 1)

Error estdndar (SE). Representa la incertidumbre de una medida, en funcién

de la desviacion estandar y del tamafio de la muestra. Cuanto mayor sea el
tamafio muestral, menor sera la incertidumbre.

SE es la resultante de la ec. (2).

SE = ¥ (x — w)2n(2)

- Varianza (Var). Como es una medida de dispersion aleatoria, se obtiene

mediante la ec. (3), representa la media de los residuos al cuadrado.

Var = ES%(3)
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- Pesos de los estudios individuales. Se debe ponderar cada estudio con la

inversa de su varianza, por lo que se obtiene la siguiente ec. (4)

w=— (4)

Var

- Tamafio de efecto ponderado. Esto se calcula multiplicando cada tamarfio

del efecto por el peso del estudio. Si no se usa ninguna correccion en el
peso (es decir, modelo de efecto Unico) esta ecuacion resultara de nuevo
en el tamafio del efecto para algunos tipos de estudios. Se calculo

utilizando la ec. (5).

Tamafio ponderado = (w * ES)(5)

o Otras variables. Son indispensables otras dos variables para calcular la

estadistica Q (Heterogeneidad), mediante la suma de todos los valores de
cada variable individual. Obteniendo las siguientes ec. (6).

W =ES? y W?2(®)

- Calculo de Q.Esta prueba (Q) mide la heterogeneidad entre los estudios, y

se calcula como la suma ponderada de las diferencias al cuadrado entre los
efectos individuales del estudio y el efecto combinado entre los estudios,
siendo los pesos los utilizados en el método de agrupacion.

Q se distribuye como una estadistica de chi-cuadrado con k (niUmero de
estudios) menos los grados de libertad (df). De esta manera la hipotesis
nula es que todos los estudios son iguales. Para probarlo, es necesario
comparar la heterogeneidad con una tabla de valores criticos. Si el
resultado de Q es mas bajo que el de la tabla, no debe rechazarse la

hipétesis nula (y por lo tanto los estudios son similares). Mediante la ec.(7).
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QZZ(W* ES?) — Z(W*ES) ZEW

o Calculo de [2.0tro método que cuantificé la heterogeneidad, y se expresé

en porcentaje de la variabilidad total en un conjunto de tamafos de efecto

debido a la variabilidad entre estudios, ec. (8).

I* = (Q — df) * (Q = 100)(8)

- Modelo de efectos aleatorios. Dado que se asumié que la variabilidad no

s6lo se debe al error de muestra, sino también a la variabilidad de efectos,
este modelo se ajusté al peso de cada estudio con una constante (V) que lo

representa, mediante la ec. (9).

V=Q—-(k-1DXw-Xw?Ew(9)

Una vez que se tiene la constante, se calculé un nuevo peso para cada

estudio usando la ec. (10).

wv = 1% (SE? + v)(10)

Se repitieron los calculos de las primeras 5 ecuaciones, con el nuevo valor.
Una vez obtenido esta serie de resultados, se ingresaron los datos necesarios

para la realizacion del “Forest-Plot” (Tabla 6).

- Para obtener el intervalo, se pasd a porcentaje las tasas, multiplicando el
resultado por 100.

o Mientras que el intervalo de confianza inferior y superior, se obtuvo
mediante 1°-100*Var.

o En el intervalo de confianza, se asignaron nameros ordinales (1-6) a los

estudios.
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o Por ultimo se conjunto en una nueva tabla (Tabla 6) estos datos, dando

lugar al grafico correspondiente del MA

Una vez obtenido e interpretado el “Forest-plot”, se concluyé y determinaron las

prospectivas de investigacion sobre la toxicologia del E124.
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4. RESULTADOS
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4.1 Revision Sistematica

La busqueda bibliografica mostr6 alrededor de53504 estudios, al teclear términos
MeSH en las bases de datos. Sin embargo la busqueda se refing, con términos
complementarios (Tabla 4) y solo se revisaron 23 775 trabajos de los cuales se
incluyeron:24 en la RS(de acuerdo a los criterios de inclusion) y 5 en el MA
(aquellos que reportaban dafio al ADN, utilizando algin modelo experimental)
(Figura 9).

{ Se encontré un | )) PM, SC, GS, SD

I total de 53,504 1

! trabajos en las | W

| bases de datos | e

Se revisaron 23, 775

estudios
L ommm—————-

f \
22, 508 143
GS sC

L )

A )
89 repetidos

-:L Se excluyeron 23, 743 E
23, 654 por cumplir con

algun criterio de

Se Incluyeron 24 estudios en i
la RS. *solo § en el MA* !

exclusion

Figura 9.Proceso de seleccion de estudios incluidos en la Revisién Sistematica y Meta-

analisis.PM: Pubmed, GS: Google Schoolar, SC: Scopus, SD: Science Direct.

Entre los trabajos incluidos, se encontro discordancia respecto al efecto nocivo de
E124 en los distintos modelos experimentales a los que se sometid su evaluacion.
No obstante se destaca la importancia 3 aspectos clave: 1) el E124 incrementa la
hiperactividad en nifios, 2) el E124 puede unirse a la albumina humana y 3) el
E124 causa dafios al ADN en 3h y >10mg/kg de exposicion. Los descubrimientos

restantes se resumen a continuacion en la codificacion de estudios para la RS.
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Tabla 4. Relacién de términos con el nimero de resultados encontrados en la blisqueda
bibliografica por las diferentes bases de datos.

Base de
datos

Palabras
clave

No. de resultados
(sin refinar)

No. de resultados refinados
(Combinacién de términos establecida)

Google Ponceau 4R 18 900 Toxicity (12 200); Hyperactivity (1 200);
Schoolar EFSA (272); FDA (1 440).
E124 2310 Toxicity (1 440); Hyperactivity (319);
EFSA (135); FDA (306).
Cochineal 10 700 Toxicity (5 570); Hyperactivity (257);
Red A EFSA (104); FDA (705).
New coccine 17 400 Toxicity (17 300); Hyperactivity (17 300);
EFSA (174); FDA (5, 100).
TOTAL 49 310 22,508
Pubmed Ponceau 4R 96 Toxicity (16); Hyperactivity (1); EFSA (1);
FDA (0)
El124 406 La busqueda no muestra resultados con
ningun término complementario
Cochineal 116 Toxicity (18); Hyperactivity (1); EFSA (1);
red A FDA (0).
New coccine 135 Toxicity (21); Hyperactivity (1); EFSA (1);
FDA (0).
TOTAL 753 | 61
Scopus Ponceau 4R 239 Toxicity (21); Hyperactivity (16); EFSA
(21); FDA (13); IARC (6).
E124 65 Toxicity (9); Hyperactivity (5); EFSA (8);
FDA (3)
Cochineal 142 Toxicity (5); Hyperactivity (1); EFSA (1);
red A FDA (3)
New coccine 114 Toxicity (27); Hyperactivity (1); EFSA (2);
FDA (1)
TOTAL 560 143
ScienceDirect | Ponceau 4R 577 Toxicity (209); Hyperactivity (58); EFSA
(43); FDA (82)
El124 1207 Toxicity (103); Hyperactivity (45); EFSA
(28); FDA (43)
Cochineal 888 Toxicity (200); Hyperactivity (34); EFSA
red A (36); FDA (96)
New coccine 209 Toxicity (63); Hyperactivity (7); EFSA (5);

TOTAL

TOTAL

FDA (11)

1063
23775




4.1.1 Codificacién de estudios pertenecientes a la Revision Sistemética

En el siguiente apartado se presentan los 24 trabajos incluidos en la revision sistemética.
Resaltando que todos estos estudios fueron tomados de revistas indexadas con un factor
de impacto (F.l.) de 0.36 hasta 48.082; por lo que se presume que son trabajos de alta

calidad y previamente evaluados por otros colegas.
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Viade

administracion

Tiempo de

exposicion

Conclusiones

Referencia

Ratas Intraperitoneal 90 dias 0.5, 1y 2% de E124 NOAEL 500 mg/kg pc/d Gauntet al., 1967.
Mediano plazo F. 1. 3.584
Ratas Oral 9 dias 3.7,75,15y 225 ml de Disfuncion hepatica. Holdmeberg, 1977.
Mediano plazo E124/5ml de Vit. A. F.l. 2,895
Rata, ratéon y cobayo Oral 72 h 0.5y 50 mg de E124/kg Baja absorcion intestinal del Phillips et al., 1982.
Corto plazo de pc/d. colorante F. 1. 3.584
Ratas Oral 3 generaciones 50, 500 y 1, 250 mg de NOAEL de 1, 250mg/kg pc/d Brantom et al., 1987.
Largo plazo E124/kg de pc/d. F.l. 3.584
Ratas Oral 60 dias 50,500y 1, 250 mg de NOAEL de 500 mg/kg de Brantom et al., 1988.
Mediano plazo E124/kg de pc/d. pc/d. en ratas F. 1. 3.584
Ratones hembras Oral Unica dosis 12 h | 2000 mg/kg de E124 pc/d. Dafio al ADN de colon Tsuda et al., 2001.
Corto plazo F.1.3.880
Ratones machos Oral Unica dosis 3h 0.5xDLso de E124 Dafio al ADN de colon Sasaki et al., 2002.
Corto plazo F.l. 2.528
Ratones Oral 5y 9 semanas 0.2, 0.24, 0.48% de E124 Efectos nulos en procesos Tanaka, 2006.
Mediano plazo en la dieta. reproductivos y neuronales F. 1. 3.584
Ratones albinos Oral 42 dias 2y 6 gde E124/kg pc/d. Dafios histopatoldgicos en Sharmaet al., 2008.
machos Mediano plazo higado, rifién y testiculos F.l. 1.975
Ratones y ratas Sonda 3,6y12h 1y 10 mg de E124/kg Dafio al ADN de colon en Shimada et al., 2010.
machos intragastrica (ratones). 10, 100 y 1000 raton F.1.1.436
Corto plazo mg de E124/kg (ratas).
Ratas Intrauterina 2 generaciones 2000 mg de E124/kg de Alteracion en procesos de

Ceyhan et al., 2013.
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Largo plazo

pc/d

memoria y aprendizaje

F.l. 3.584

Ratas Prenatal 3 generaciones 2000 mg de E124/kg de Aumento en la motilidad y Doguc et al., 2015.
Largo plazo pc/d. disminucién en la motivacién F.l. 3.765
de crias.
Humanos (nifios) Oral 8. mese | 5y 6.5 mgde E124/kg de Hiperactividad en nifios Mccann et al., 2007.
S pc/d. F. 1. 48.082
Mediano plazo
Humanos (nifios y Oral 7 dias 0.7 mg de E124/kg de No relaciona la hiperactividad Connolly et al., 2010.
adolescentes) Mediano plazo pc/d. con la ingesta del E124 F.1.2.047
Humanos (nifios y Oral Unica toma de 100 mg de E124/kg pc/d. Exceso de IDA en productos Dixit et al., 2010.
adultos) muestra 24h alimenticios que contienen F.l.2.047
Corto plazo El124
Cerdos Oral 90 dias 100, 300 y 900 mg/kg de NOAEL de 300 mg/kg pc/d Gaunt et al., 1969.
Mediano plazo E124 dia F.1.3.584
D. melanogaster Directa 9. gener 0.5,1,1.5y2mgde Propicia mortalidad Tirkoglu et al., 2015.
acion E124/ml de sol. salina F. 1. 0.36
es
Largo plazo
Eritrocitos humanos Directa 1h 0.5 nmol de E124/L de sol. E124 como inductor de

Wirtzen et al., 1978.
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Corto plazo de fosfatos hemoglobina. F.l. No disponible
Formacién de aminas
aromaticas.
S. cerevisae Directa 48 h 5 mg de E124/ ml de sol. Genotoxicidad Sankaranarayanan y
Corto plazo salina Murthy, 1979.
F.l. 2.528
Hepatocitos de rata Directa 1h 37,5 uM de E124/L de sol. Formacién de aminas Singh et al., 1997.
Corto plazo de fosfatos aromaticas F.1.1.39
S. Typhimurium y B. Directa 14 dias 4 mg de E124/ ml de sol. Mutagenicidad Ozaki et al., 1998.
subtilis Mediano plazo salina F. . 3.584
Suero humano (HSA) Directa 3h 0.5 nmol de E124/tampdn E124 como inductor de Bolel et al., 2012.
y bovino (BSA) Corto plazo acuoso hemoglobina. F.l. 3.154
Formacién de aminas
aromaticas.
V. faba Directa 10 meses 100, 250, 500, 750 y 1000 | Aberraciones cromosomicas Bhattacharjee, 2014.
Largo plazo ppm de E124 F.l. 1.899
A. cepa Directa 24y 48 h 0.25, 0.50,y 0.75 g de Citotoxicidad Santana et al., 2015.
Corto plazo E124/L de sol. sal. F.l. 0.68
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4.3 Meta-analisis

En lo que respecta a los hallazgos en este estudio, En la codificacion de los
estudios (Tabla 5) se presentan los 5 trabajos que fueron analizados por meta-
andlisis. Cabe sefalar que en este caso, dada la escases de trabajos de ponceau
4R que analicen el efecto sobre el ADN, Unicamente se consideraron los tiempos
cortos y a mediano plazo. Asimismo, se presenta el nUmero de eventos en cada
estudio (columna lado derecho), mismos que fueron considerados para los

siguientes pasos en el meta-andlisis.

Tabla 5. Codificacion de estudios para el Meta-analisis.

Autor (es) Afo ME ™ DE FA ED T No. No. de
de ESE
ECE
Bhattacarjee, | 2014 | Vicia 24 | 100, 250, | Impregna- | indice | 4h | 12 12
M. Faba ind. | 500, 750, cibnen mitotico
1000 semillas
ppm
Sankaranara | 1979 | Levadura | 1000 | 5 mg/ml | Disolucion | AMES | 48 1 0
ya-nany cél en caldo h
Murthy BZ 34 de cultivo
Sasaki etal. | 2002 | Ratones 30 + 2000 Oral Cometa | 3h 11 19
ind. mg/kg
Shimada, et | 2010 Ratas 36 10 mg/kg Gavaje Cometa | 3h 1 35
al.
Ratones | Ind.
Tsuda, etal. | 2001 | Ratones 36 13 mg/kg Gavaje Cometa | 3h 17 19
(M) ind.

*ME - Modelo experimental, *TM - Tamafio de la muestra, *DE - Dosis aplicada, *FA - Forma de aplicacion,
*ED- Ensayos de deteccién de dafio al DNA, *T - Tiempo de efecto, *ECE - Numero de eventos con efecto,
*ESE - Numero de eventos sin efecto, *ID- Si induce dafos al DNA, *NID- No induce dafios al DNA, *NR — No

Con los datos obtenidos, en una hoja de calculo (Excel) se encontré que el valor
de Heterogeneidad es Q=31.17 y que tamafnos los del efecto oscilan en el
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intervalo de 0.03-0.14, asi como los valores de referencia para realizar el forest
plot (Tablas 6y 7).

Tabla 6. Analisis estadistico para el Meta-analisis.

Estudio EV ™ Resultados SE Var w w'es w*(es2)
Sankaranarayanan&Murthy, 1979 1 24 0.0416 0.0416 0.0017 576 24 1
Tsuda, et al. 2001 17 36 0.4722 0.1145 0.0131 76.2352 36 17
Sasaki, et al. 2002 1" 30 0.3666 0.1105 0.0122 81.8181 30 "
Shimada, et al. 2010 1 36 0.0277 0.0277 0.0007 1296 36 1
Bhattacarjee, et al. 2014 12 24 05 0.1443 0.0208 48 24 12
df 4 Suma 2078.053 150 42
k 5 \ 2026202
Q 31.1725
12 87.1662
Modelo de efectos aleatorios 0.0246 es Random 0.3416
Nuevo peso del estudio 4 94E-07 SEes Random 2 4TE-07
4 94E-07 Cl Random 0.3416 0.3416 |
4 94E-07
4 94E-07
4 94E-07

*EV-Numero de eventos*TM - Tamafio de la muestra, *SE — Error estandar, *Var — Varianza, (w - *w*es y w*(es2),
otras variables necesarias, ver subtema 4.2.

Tabla 7. Datos de referencia para realizar el Forest Plot

Referencia Tamafio
de la Resultados Cl bajo | Clalto Intervalo Cl alto
muestra bajo

Sankaranaray 1000 0.0416 0.0416 | 0.8263 1.1736 4.1666 86.8055
anan&Murthy, 78.4
1979 722
Tsuda, et al. 36 0.4722 0.1145 | 15.6882 | 18.3117 | 4| 47.2222 - 1616.0493
2001 1521
.604
9
Sasaki, et al. 30 0.3666 0.1105 | 9.7777 | 12.2222 | 3| 36.6666 - 1014.4444
2002 941.
1111
Shimada, et 36 0.0277 0.0277 | 0.9228 1.0771 | 2| 2.7777 - 95.0617
al. 2010 89.5
061
Bhattacarjee, 24 0.5 0.1443 | 9.9166 | 14.0833 | 1 50 - 1041.6666
etal. 2014 941.
6666

*SE —Error estandar, *Cl — Intervalo de confianza.
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Finalmente, mediante el forest plot, se observo que no hubo diferencia significativa
entre los estudios que afirman que el ponceau4R E124 induce cambios en el ADN
y los estudios que lo niegan. Ademas, el valor promedio individual en 3 de 5
estudios analizados, fue mayor al valor global del meta-analisis (>9.24). Por ello,
con los estudios analizados hasta el momento no se puede concluir aun si el dafio
al ADN es contundente. Lo que hace aun mas evidente la necesidad de seguir

investigando el efecto del ponceau-4R (E124) sobre el ADN (Figura 10).

Contra Favor
e=pmm Sankaranarayanan&Murthy, =0
1979

«m=Tsuda, et al. 2001 _—mee—— ] w——
e Sasaki, et al. 2002 M
e« Shimada, et al. 2010 Ha
«=@=Bhattacarjee, et al. 2014

9.24

-10 -5 0 5 10 15 20

Riesgo Relativo

Figura 10. Andlisis comparativo entre estudios que reportaron dafio al ADN inducido por E124,
mediante MA. <@ Promedio. P< 0.5
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5.DISCUSION
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En el presente trabajo, se consideraron los hallazgos tanto de la RS como del MA,
para alcanzar los objetivos establecidos, los cuales se presentan de la siguiente

manera:

5.1 Efectos de la ingesta del ponceau 4R sobre modelos

experimentales

El ponceau 4R E124 es un compuesto azoico de arilo, y puede inducir reacciones
alérgicas en los individuos que lo ingieren (Golka et al.,, 2004), es posible
relacionar el efecto que desencadena la liberacion de histamina, con la reduccion
del E124 a través de bacterias anaerobias intestinales (Singh et al., 1997).Esto
puede dar lugar a aminas que proporcionen efectos desfavorables en el
organismo. Debido a que aunque la histamina enddgena, es un constituyente
natural de los tejidos de los seres vivos, alternativamente se pueden formar por la
ingesta de algunos alimentos que contengan ponceau 4R E124 debido a la accion
de las enzimas descarboxilasas de los microorganismos intestinales, mediante

aminoacidos precursores (Puvaneswari et al., 2006).

Con base en los descubrimientos de la RS, se observd que la ingesta de una
mezcla de bebidas gasificadas que contenia E124 indujo hiperactividad en nifios
de 3 y 8-9 afios (McCann et al., 2007). Pero por medio de la evaluacién
metodologica (Ver subtema 1.4.2) de la RS, se deduce que el estudio
referenciado, no proporciona pruebas suficientes para hacer dichas afirmaciones,
ya que solo se encontraron diferencias estadisticamente significativas para nifios
de 3 afos, pero no fue asi para nifios de 8-9 afios. Ademas de que en este estudio
se evaluo el efecto de la mezcla de aditivos y no parece ser posible atribuir estos
cambios a ninguno de los compuestos por separado (McCann et al., 2007). Por lo
gue no podria utilizarse como base para alterar la IDA de 0.7 mg/kg pc/d del E124.
Del mismo modo existen autores que comprueban la falta de relacion de los

aditivos alimentarios con la hiperactividad en nifios y/o adolescentes, a la IDA
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establecida en los 80, es decir a concentraciones de 7, 5, 30 6 100 mg/kg pc/d
(Connolly et al., 2010).

Ademas, un estudio realizado con E124, reporté que el mismo, se une al sitio | de
las albuminas séricas de HSA dando lugar a una modificacion conformacional
(Bolel et al., 2012). Es importante recordar, que la sero-albimina es una de las
proteinas mas importantes del plasma de la sangre que se encarga de transportar
sustancias de naturaleza quimica diversa, (acidos grasos, aminoacidos,
esteroides, metales y farmacos), y que facilita la transferencia de muchas de ellas
desde la circulacion sanguinea a 6rganos como el higado, el rifidn, el intestino y el

cerebro (Zunszain, 2003).

Debido a lo anterior, en esta tesina se sugiere que independientemente de las
aportaciones de Bolel et al., 2012, el descubrimiento de la unién del colorante a la
albumina de HSA, es tal vez la puerta de entrada para determinar el efecto nocivo
que puede causar la exposicibn a E124, si llegara al torrente sanguineo. Lo
anterior, se ve representado en el modelo de asociacion de la sero-albumina con
el E124 (Figura 10), dejando un panorama en el que destaca la necesidad por

continuar sobre esta linea de investigacion.

5.2 Daios del ponceau 4R en ADN

La afinidad de los compuestos azo para sitios particulares y muy especificos del
ADN es diferente, pero pueden dar lugar a alteraciones en el comportamiento de
las moléculas. Pese a que la union del E124 al ADN puede llegar a ser tolerada
por la célula sin alterar su metabolismo, la estructura del ARN por otro lado si
podria ser modificada por el E124, dando lugar a defectos funcionales, implicados
en la transformacion estructural de los acidos nucléicos por su simililaridad con el

grupo azoico (Dingman y Sporn, 1987).
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Esto se traduce en que el riesgo relativo de la exposicion al E124 para causar
dafio al ADN es alto en algunos estudios, pero el intervalo de error es grande
(denota poca confiabilidad en los resultados) en comparacion con los estudios que
se orientan a que el riesgo es bajo, y el porcentaje de heterogeneidad (Q=31.17)
es alto, por lo tanto se puede decir que existe dafio al ADN en las condiciones que
experimentaron los respectivos estudios incluidos, pero con algunas restricciones

que se enumeran a continuacion:

1. No todos los estudios de carcinogenicidad de E124 a largo plazo que
utilizan modelos experimentales murinos, presentaron evidencia de cancer,
pero si demostraron que el colon, suele ser uno de los 6rganos mas
sensibles en el ensayo COMETA in vivo incluso a concentraciones de 10
mg/kg pc/d (Tsuda et al., 2001).

2. Las pruebas de genotoxicidad con Levadura cepa BZ34 (Sankaranaraya-
nan y Murthy, 1979) y Vicia Faba (Bhattacarjee, 2014) que se muestran
inconsistentes (uno en contra y otro a favor) deberian continuar con sus
investigaciones, pero con pruebas crénicas y utilizando modelos que se

asemejen y sean extrapolables al humano.

5.3 Recomendaciones

Sin embargo, surge otra interrogante ¢Qué tiene que ver el dafio al ADN con los
procesos carcinogénicos?. Es importante asociar ambos puntos debido a que el
cancer se produce cuando las células se dividen de forma descontrolada,
ignorando las sefiales de apoptosis hasta producir un tumor. Este comportamiento
es causado por mutaciones acumuladas, y una mutacion no es mas que cualquier
cambio o dafio permanente en la secuencia del ADN de las células. Y aunque todo
el tiempo ocurren errores de replicacion y dafios al ADN en las células de nuestro

cuerpo, si no se detectan a tiempo, la célula experimentara afecciones irreparables
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qgue conllevan a enfermedades como cancer colorrectal (ya que se observo en los

estudios que es el principal érgano afectado al ADN.

Existe informacion sobre la carcinogenicidad humana por aminas aromaticas
asociadas a otros compuestos especificos (Chlornaphazina, Benzidina, entre
otras), sin embargo la formacion de éstas a causa del E124 es escasa, por lo que

se sugiere realizar ensayos de mutagenicidad a corto, mediano y largo plazo.

Ademas, no toda la informacion que se obtiene en modelos experimentales in vitro
acerca de la formacion de aminas aromaticas y sus metabolitos, es comparativa
con los modelos in vivo, por lo que es necesario estudiar si los mismos efectos
debidos a la reduccién del grupo azo del E124 observados in vitro, ocurren en

modelos in vivo.

Por otro lado, las reacciones alérgicas causadas por la exposicion al E124,
involucran la liberacibn de histamina endégena como precursora de procesos
inflamatorios, que podrian volverse crénicos debido a la ingesta prolongada del
colorante y desencadenar procesos carcinogénicos. Entonces, producir alguna
alteracion en el metabolismo de la histamina y no mantener las concentraciones
normales en sangre (50-70 mg/l) debido a la ingesta continua y/o excesiva de
alimentos que afiaden E124 a su composicién, ¢Contribuye a la elevacion de los
niveles de esta proteina en sangre? En caso de ser asi, ¢Qué otros efectos se
desencadenaran con su incremento? ¢Ocurrira un mecanismo similar, a la unién
de la albumina sérica con el E124, que con la histamina? Estas y otras
interrogantes surgen de los descubrimientos asociados a la respuesta inmune que
genera la liberacion de histamina, por exposicion a E124, dando pie a sugerir en
esta tesina un método experimental que podria contestar las cuestiones dadas. El

cual se describe a groso modo en los siguientes puntos:

e Se propone un estudio utilizando ratones como modelo experimental,
estableciendo 4 grupos de 5 individuos machos 1) Grupo Control Positivo
(con dieta normal), 2) Grupo Control Negativo (induciendo inflamacion con
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DSS), 3) Grupo al que se le administre una dosis oral cronica de 0.7 mg/kg
pc/d, (basada en la IDA establecida actual de E124) por 90 dias. 3) Grupo
al que se le administre una Unica dosis de 2000 mg/kg (segun se han
reportado efectos adversos. Subtema 5.1.1).

Semanalmente se medirian pardmetros como: Peso de los ratones, nivel de

histamina en sangre y niveles de excrecion del colorante en heces y orina.

Una vez concluidos los tratamientos, se sacrificaria a los ratones para la
obtencion de érganos como corazén, colon, higado y rifién, para su proceso
histopatoldgico. Ademas se evaluarian los procesos inflamatorios en los
ratones, mediante la medicion con citbmetro de citosinas involucradas como
IL-1, IL-12, IL-8 y TNF-a.

Por dltimo dependiendo de los resultados del estudio, se tendrian bases
para inferir si la exposicion prolongada al E124, puede ser tomado como un
carcindgeno potencial, o no, debido a la induccion de procesos

inflamatorios en ratones.
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6. CONCLUSIONES
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Con el desarrollo de esta Revision, se encontraron 3 aspectos relevantes:

1) El ponceau 4R E124 podria incrementar la hiperactividad en nifios.
2) El ponceau 4R E124 puede unirse a la albimina sérica humana
3) El ponceau 4RE124 puede causar dafios al ADN, en las condiciones y

dosis experimentadas en los estudios (Ver subtema 5.2).

Sin embargo el MA no mostrd diferencias significativas, pero se debe seguir

considerando el posible riesgo a la salud por la exposicién al E124.

Tanto la RS como el MA son buenas herramientas para determinar si existen
efectos adversos por exposicibn a E124, y sobre todo para identificar los
eslabones faltantes en la cadena de investigacion de este colorante, y de esta
manera proponer experimentos futuros que nos permitan concluir sobre la

seguridad de consumo en nuestro pais.
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