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I-RESUMEN

Los carotenoides han sido considerados como nutrientes especiales dado que
poseen diferentes capacidades a nivel biolégico,  principalmente actuando como
antioxidantes naturales y de esta forma protegen al organismo contra el efecto de
diversos toxicos. La falta de conocimientos acerca de la utilizacion de los
carotenoides en el cuerpo humano ha impedido su completo aprovechamiento. Por
otro lado, también en la dieta se encuentran diferentes toxicos, muchos de ellos
provenientes del procesamiento de los alimentos. El objetivo de este estudio fue
conocer las interacciones a nivel celular y molecular de dos tipos de compuestos
provenientes de la dieta; el primero una nitrosamina (dietilnitrosamina), téxico
presente en algunos alimentos como los em_butidos y los quesos madurados, la cual
produce dafos a nivel genético y es considerada como un potente iniciador de
procesos carcinogénicos; y el segundo un extracto de carotenoides de chile asi
como sus principales componentes puros (R-caroteno y luteina). Los carotenoides
fueron extraidos mediaﬁte el ‘método de la AOAC (1990) y analizados mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucién. El sistema bioldgico utilizado fue el
cultivo primario de hepatocitos de ratas Wistar macho (250 a 350 g) que fueron
sometidos a‘una perfusién hepética in situ con colagenasa. Las células fueron
 sembradas en placas de 96 pozos para el estudio de viabilidad celular mediante el
método de MTT, o en cajas de 35 mm para el estudio citotoxico y genotdxico. El
estudio citotdxico se determind mediante la cuantificacion de lactato deshidrogenasa
libre y el total de glutation reducido. El.estudio genotéxico se llevé a cabo mediante
el método de sintesis no programada de ADN. El perfil cromatografico del extracto

de chile reveld que contiene principalmente luteina en 50%, trans R-caroteno en

12% y un tercer carotenoide probablemente neoxantina o violaxantina en 38%. Del

estudio de viabilidad celular se obtuvo la curva dosis respuesta de la
dietilnitrosamina (DEN). Se requiri6 una concentraciéon de 50 mM de DEN para
causar 50% de muerte celular (ClLso) en 10 horas (p<0.05). Se determinaron las
concentraciones de los carotenoides las cuales no dafiaron a las células y fueron de
50 uM para R-caroteno, 1 uM para luteina y el extracto de 1 pM equivalente de

luteina. Los resultados del estudio citotoxico demostraron que la toxicidad de la
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nitrosamina (50 mM) no se ve afectada por la presencia previa o simultanea de R-
caroteno, luteina o el extracto (p>0.05). Al realizar el estudio genotoxico se observo
que la DEN a concentraciones de 10, 5y 2.5 uM caus6 2.5, 2.0 y 1.3 veces mas
dafio genotdxico respectivamente al compararlas con el .control (p<0.05). Los
carotenoides fueron capaces de evitar el dafio causado por DEN 2.5 uM (p<0.05) y
disminuir la genotoxicidad de la DEN 5 uM en 30-40% (excepto la luteina) (p<0.05).
Estos resultados demuestran que, bajo las condiciones experimentales del estudio
citotoxico, la dietilnitrosamina no se comporté como un agente hepatotoxico ya que
no se observd disminucion de la viabilidad celular sino hasta que se utiliz6 una
concentracién alta (50 mM) la cual provoco el 50% de muerte. Sin embargo si es un
agente genotoéxico potente como se observé en el estudio a nivel genético, ya que se
requirieron concentraciones micromotares p.ara dafiar de manera significativa al ADN
con respecto al control (p<0.05). El R-caroteno, la luteina y el extracto de
carotenoides no ejercieron efecto sobre el dafio citotdxico causado por la
dietilnitrosamina pero si mostraron tener la capacidad de disminuir el dafio al
material genético causado por dicho téxico, lo cual indica que de cierta forma
inhiben la etapa de iniciacidén carcinogénica provocada por la nitrosamina. Los datos
obtenidos sugieren que los carotenoides son capaces de proteger a las células
hepaticas contra el dafio de las nitrosaminas comunmente presentes en alimentos,

mediante un comportamiento dependiente de la dosis.

P




I-INTRODUCCION . -

El ser humano estd expuesto irremediablemente a un gran numero de
compuestos tdxicos, de diferente procedencia y naturaleza, que se encuentran
ampliamente distribuidos en el medio ambiente. Los alimentos no son la excepcion
ya que contienen un sinnumero de compuestos téxicos, aigunos potenciaimente
carcinogénicos, que llegan al alimento por diversas causas ya sean accidentales o
incidentales, y de diversas fuentes como son los aditivos, los plaguicidas, los
contaminantes entre otros. El origen de estos compuestos toxicos puede ser natural,
como el caso de las micotoxinas; o sintéticos, como algunos aditivos y colorantes,
entre otros.

Los alimentos procesados como los embutidos y los productos carnicos
contienen diferentes clases de aditivos que son indispensables para que el producto
se mantenga en éptimas condiciones fisicoquimicas, sensoriales y con la calidad
microbioldgica que se requiere. Esto se logra mediante la adicion de sales de nitrito;
sin embargo, bajo las condiciones de procesado (coccion, secado, etc.) y a pH
acidos, reaccionan con aminas para dar lugar a la formacién de nitrosaminas. Estos
compuestos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza: a. en el agua,
debido al uso de fertilizantes quimicos los cuales quedan como residuos
contaminantes en el agua; b. en los alimentos procesados, como son los embutidos,
los quesos madurados y la cerveza, entre otros ; ¢. en subproductos de Ia
industria y en el humo de cigarro. Su capacidad para producir alteraciones a nivel

@ 3 9 las

molecular ha sido estudiada mediante diferentes mecanismos
nitrosaminas son compuestos metabolizados principalmente en el higado y se
consideran hepatotdxicos y organotropicos. EI mecanismo de accion de dichos
compuestos es bien conocido ya que actian como iniciadores de procesos
cancerigenos en mas de 40 especies del reino animal incluyendo al hombre .

Por otro lado, en estudios epidemioldgicos utilizando poblaciones humanas de
diferentes localizaciones geograficas y costumbres dietéticas han sugerido que los
constituyentes de los alimentos juegan un papel modulador importante en la
incidencia de algunos tipos de cancer ©. Los alimentos naturales, en su mayoria

frutas y verduras, contienen compuestos con capacidad protectora contra la accion

de diversos agentes téxicos. Se pueden senfalar compuestos como la vitamina C, la
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vitamina E, la vitamina A, los caroteno-ides, las isoflavonas, los taninos, las
quinonas, los compuestos fendlicos, el selenio, los niveles de grasa (saturada y
poliinsaturada), entre otros®.

Recientemente se ha incrementado la atencion hacia dichos moduladores de
carcinogénesis de origen dietético, llevandose a cabo gran nimero de estudios con
animales para evaluar su efecto. En muchos casos los hallazgos obtenidos de los
estudios epidemiol6gicos son consistentes con los obtenidos a partir de los estudios
con animales. Las guias para reducir el riesgo de ciertos tipos de cancer mediante la
dieta han sido el resultado de algunos de estos estudios, pero a la fecha no se ha
encontrado el compuesto dietético "ideal", el cual provea inhibicidon universal contra
todos los tipos de cancer. Como el cancer es una enfermedad multietapas muy
complicada, afectada por [ma gran variedad de factores los cuales aun estan
relativamente escondidos, no es posible lograr una completa quimioproteccién ©.

En los ultimos anos se ha progresado en la comprensién de los mecanismos
basicos mediante los cuales algunos constituyentes dietéticos inhiben o
promueven el cancer, sin embargo, no ha sido posible aun evaluar el potencial de
un compuesto dado en términos de afeccidon en humanos en varios érganos 0 bajo
diferenfes regimenes de exposicion.

Los constituyentes dietéticos pueden reducir la iniciacion del proceso de
malignidad gracias a la inhibicién de la formacion del carcinégeno final mediante la
“alteracién del balance de activacion o mediante las rutas de destoxificacién
bioquimica del procarcindégeno. Esto se puede lograr a través del bloqueo directo o
reduciendo el dafio al ADN en las células blanco. Otros compuestos actian como
antipromotores y son capaces de interferir con el desarrollo del cancer en estados
subsecuentes a la iniciacién. Existen evidencias que indican que algunos
compuestos, principalmente con capacidad antioxidante, pueden interaccionar con
téxicos disminuyendo 7 & 1% 11213 5 qumentando @9 el efecto nocivo de dichos
compuestos.

Entre los compuestos que poseen dichas propiedades se encuentran los
carotenoides (carotenos y xantofilas). El R-caroteno se encuentra en grandes

concentraciones en vegetales amarillos, naranja y verdes (especialmente calabazas

y zanahorias) y es el principal precursor de la vitamina AY'. Varios estudios




epidemioldgicos han demostrado que existe una relacion inversa entre el consumo
de R-caroteno y la incidencia de algunos tipos de cancer como el de pulmén,
estémago, colon, préstata y cervix ™' También existen evidencias de que todos
los carotenoides poseen dicho potencial protector o modulador, independientemente
de su capacidad como precu_rsofes de la vitamina A, es decir que no se requiere que
un carotenoide sea nutricionalmente activo para ejercer una accién protectora @ .

En este trabajo se determiné el efecto del extracto de carotenoides del chile
chilaca asi como el efecto de sus dos carotenoides principales puros, luteina y B-
caroteno, contra el dafio citotoxico y genotéxico provocado por la dietilnitrosamina a
células hepaticas de rata.

El chile es un producto ampliamente consumido en México y es muy
importante conocer la capacidad que_ tiene tanto como nutriente como por la
actividad biologica de sus constituyentes. Es necesario impulsar el estudio de los
toxicos a los que se enfrenta el mexicano y la forma mas adecuada de aminorar sus

consecuencias, probablemente mediante el aprovechamiento de los beneficios de la

dieta como es el caso de los carotenoides.




lI-ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

A. CAROTENOIDES ‘ )
1. DEFINICION

Los carotenoides son isoprenoides o tetraterpenos con 40 atomos de carbono
los cuales se encuentran presentes en tejidos vegetales, microorganismos, insectos,
algunos peces y aves. Existen tres clases de carotenoides: a. los carotenos, los
cuales son compuestos hidrocarbonados (por ejemplo el a-caroteno y el 3-caroteno);
b. las xantofilas, las cuales contienen oxigeno (por ejemplo la luteina y la

7.8.18 (Figura 1). De los

zeaxantina); y ¢. conjugados con aztcares y otras moléculas
aproximadamente 600 carotenoides naturales completamente caracterizados, menos
del 10% son precursores de la vitamina A en mamiferos.

Los carotenoides mas abundantes en la naturaleza, como la fucoxantina,
neoxantina y violaxantina, son nutricionalmente inactivos. El principal carotenoide
provitamina A en mamiferos es el [3-caroteno seguido de la R-criptoxantina y el a-

caroteno.
2. HISTORIA

Los estudios acerca de estos pigmentos comenzaron en el siglo XIX, cuando
en 1831 se aisldé por primera vez un pigmento amarillo cristalino (caroteno) y en
1837 se le dio el nombre de xantofilas. Para principios del siglo XX, ya se sabia que
se trataba de una extensa familia de compuestos 7.

En 1913, McCollum y Davis publicaron la existencia de un factor liposoluble en
la dieta que promovia el crecimiento en ratas. Posteriormente se le dio el nombre de
vitamina A y se observd que prevenia la ceguera nocturna y promovia la
diferenciacion celular. En 1930, Karrer y colaboradores determinaron la estructura
del B-caroteno y en 1931 la de la vitamina A. De esta forma se pudo comprender

mejor el papel del $-caroteno como precursor de la vitamina A 7.

6
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FIGURA 1. ESTRUCTURA MOLECULAR DE CAROTENOIDES




3. METABOLISMO

Entre 1928 y 1 929, Euler y Moore demostraron que el R-caroteno es
precursor de la vitamina A en mamiferos. Surgieron dos hipétesis al respecto:
a. El R-caroteno sufre una ruptura central en el doble enlace 15-15" para producir
dos moléculas de vitamina A.
b. La ruptura es en la periferia para producir una molécula de vitamina A via la
formacién de R-apo-carotenales en serie 2.

El rompimiento del R-caroteno para formar moléculas de vitamina A es un
proceso que requiere de oxigeno y el retinal es el producto primario de la reacciéon
(Figura 2). La interconversion de retinal a retinol se lleva a cabo gracias a la
presencia de alcohol deshidrogenasas dependientes de NAD. La enzima
responsable de generar esta reaccién se encuentra en la fraccién citoplasmatica de -
células de intestino e higado y es una oxigenasa “®. Los hallazgos encontrados
hacian suponer que el rompimiento del R-caroteno era central, produciendo dos
moléculas de retinal %%

Otros estudios han demostrado que la conversién de 3-caroteno a vitamina A
disminuye inversamente a la ingesta del carotenoide, dicha disminuciéon depende de
la dosis, observandose con dosis de hasta uno o dos veces veces los requerimientos
diarios. La disminucidén en la biopotencia del 3-caroteno sigue una cinética tipo
Michaelis-Menten. Basados en la invetigacion del metabolismo de carotenoides, se
ha propuesto una guia de conversidn de R-caroteno a retinol (Cuadro 1).

Para f3-caroteno disuelto en soluciones oleosas, el factor de conversidon es de
1:3.33 (una molécula de retinol producida por 3.33 moléculas de R-caroteno
ingerido) es el adecuado para un intervalo de 1,500 a 4,000 ug de B-caroteno. Para
dosis mayores, el factor disminuye de acuerdo a los resultados encontrados con
animales de laboratorio. Para 3-caroteno en vegetales, se debe considerar un factor
de conversion de 1:6.0 para ingestas de 1,500-4,000 ug de B-caroteno; es decir, un
factor mayor si la ingesta es menor y un factor menor si la ingesta es mayor. Por otro

lado, si la cantidad ingerida de R-caroteno corresponde al intervalo de 1 a 10 veces

el requerimiento diario de vitamina A, el B-caroteno es completamente absorbido y
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CUADRO 1. CONVERSION DE LA INGESTA
DE R-CAROTENO A RETINOL.

INGESTA DE R-CAROTENO (ug) RETINOL (pug)
' DE 8-CAROTENO DE R-CAROTENO
EN SOLUCION OLEOSA EN VEGETALES
1,500 1.87 ug < 6.0 ug
1,500-4,000 3.33 ug 6.0 g
> 4,000 >3.33 ug > 6.0 ug

ADAPTADO DE: PALLET Y YOUNG (1993)

BIBLIOTECA CENTRAL
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transformado a vifamin_aj'A con una relacion de una molécula de R-caroteno por
molécula de retinol ®. La FAO/OMS (1965), recomendd que, en ausencia de datos
mas especificos para alimentos, la biodisponibilidad del R-caroteno debera ser
considerada como un tercio, y la eficiencia de conversion en el cuerpo como la mitad
del B-caroteno disponible; por lo tanto, la eficiencia de utilizacion del B-caroteno por
el ser humano se considera como un sexto; es decir que 1 pg de R-caroteno en la
dieta tiene la actividad bioldgica de 0.167 pg de retinol. Por el contrario, si el 3-
caroteno se encuentra disuelto en grasa o aceite, entonces se considera que 1 pg
de R-caroteno corresponde a la actividad bioldgica de 0.3 pg de retinol segun
IUPAC. En el Cuadro 2 se muestra el contenido de carotenoides en algunos
alimentos . Para otros carotenoides el factor de conversién a retinol es de 12, es
decir 12 ug de carotenoides corresponden a 1 equivalente de refinol. Se considera
que 1 equivalente de retinol es igual a 1 pg de vitamina A y es aproximadamente la
tercera parte de 1 unidad internacional de retinol.

Se ha demostrado que el mecanismo de regulacién para la absorcion y la
transformacién de R-caroteno a nivel celular es el transporte pasivo a través de la
membrana citoplasmatica y, una vez dentro, sigue un proceso enzimatico regulado,
asi que el R-caroteno excedente es re-excretado al intestino "> *". Los carotenoides
y los retinoides se almacenan principalmente en el tejido adiposo y en el higado (80-

85 y 8-12% respectivamente) #**?,

4. CAPACIDAD BIOLOGICA DE LOS CAROTENOIDES.

Los carotenoides son sintetizados exclusivamente por organismos
fotosintéticos “”, en estos organismos, su funcién principal es la de proteger contra
la fotosensibilizacion #?. Estos pigmentos proveen un amplio intervalo de color,
desde el amarillo claro hasta el rojo obscuro. Cuando se encuentran acomplejados
con proteinas se aprecian tonos verdes o azules""”.

En mamiferos, los carotenoides cumplen con diversas funciones como son:
actuar como precursores de la vitamina A, fotoproteccion, atrapar radicales libres,
mejorar la respuesta inmunoldgica, entre otras. De especial interés es su actividad

antimutagénica en sistemas microbioldgicos y, sobre todo, su capacidad
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CUADRO 2. CONTENIDO DE CAROTENOIDES EN ALIMENTOS.

- - = — = = = 1

I ALIMENTO CONTENIDO DE CAROTENOIDES
I " (mg /100 g) I
\ CARNES 0.04 I
| I PESCADO 0.07
HUEVO 0.01-0.15 I
I MANTEQUILLA . 0.07-0.43
QUESO 0.07-0.71 I
I LECHE DE VACA : 0.01-0.06
FRIJOL | 0.3-0.5
l BROCOLI 25 I
CALABAZA 0.3
I ZANAHORIA i 2.85-7.0 I
PAPAS 6.4
I ESPINACA 6.0 I
JITOMATE 6.4
MANZANA 0.01-0.03 |
I PLATANO : 0.03-0.22
NARANJA 0.05-0.1 | I
| _

ADAPTADO DE: BRIVIVA'Y SIES (1994)
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anticarcinogénica tanto en sistemas celulares como en individuos completos @ Los

efectos de los carotenoides sobre las células se muestran-en la Figura 3“7 .

5. CAROTENOIDES COMO ANTIOXIDANTES: MECANISMOS DE ACCION.

Numerosos estudios epidemiologicos han demostrado la funcidn
anticancerigena de los carotenoides y de la Vitamina A © ?* ?. En dichos estudios
epidemioldgicos y en estudios de laboratorio con animales o cultivo de organos y
células se ha observado que no es necesario que los carotenoides tengan funcién
de provitamina A para ser capaces de ejercer su accibn como agentes
quimioprotectores o antimutagénjcos. Como un ejemplo se tiene el caso de la
cantaxantina, un pigmento carotenoide que no es convertido en vitamina A en
organismos animales pero que si posee propiedades protectoras contra la
fotosensibilizacion (UV) y contra agentes quimicos los cuales son capaces de causar
cancer ® 7 ®_Sin embargo, el efecto de los carotenoides no es siempre benéfico.
Se ha observado que el B-caroteno es capaz de potenciar el efecto genotdxico de la

)

aflatoxina By en hepatocitos “4, asi como incrementar los niveles de perdxidos en

@) Debido a resultados como los mencionados, existe

plasma e higado de rata
controversia para poder atribuir con precision los efectos protectores de los
carotenoides. En este sentido es muy importante considerar que, si bien los
carotenoides poseen capacidad protectora, no hay que perder de vista que bajo
determinadas circunstancias pueden actuar de manera contraria, de tal manera que
es muy importante definir tanto las situaciones en las que actian como protectores
como aquéllas en las que realizan la funcidén contraria.

Se define como antioxidante bioldgico a aquel compuesto que protege un
sistema bioldgico contra los efectos daninos de reacciones que puedan causar
oxidaciones excesivas ©2. '

Entre los mecanismos antioxidantes se encuentran la desactivacién de
especies electronicamente activadas como el oxigeno singulete y de especies
quimicas reactivas como los radicales peroxilos y alquilos generados dentro de las

células. Los carotenoides son capaces de actuar a diferentes niveles del proceso
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FIGURA 3. EFECTO DE LOS CAROTENOIDES SOBRE LAS CELULAS.
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oxidativo, atrapando formas de oxigeno reactivo generados en las células como
resultado de los procesos metabolicos o la exposicién a xenobiéticos #*.

Se ha sugerido que el potencial quimioprotector y antigenotoxico de los
carotenoides podria relacionarse con su actividad antioxidante, pero posiblemente
intervengan otros mecanismos tales como las interacciones entre los antioxidantes a

@ Uno de los carotenoides mas abundantes e importantes para el

nivel celular
hombre es el R-caroteno (por ser el principal precursor de la vitamina A), sobre el
cual se han realizado un gran numero de estudios para tratar de discernir el
mecanismo por el cual es capaz de ejercer su accién quimioprotectora en sistemas
bioldgicos.

Existen diversas fuentes de radicales libres en sistemas bioldgicos, los cuales

se dividen basicamente en cuatro grupos®.

* Radicales generados de compuestos como flavinas y quinonas, los cuales son

poco bioactivos.

* Radicales de oxigeno o hidréxido:

2

0 ,HO,0,” ,H,0

S "y -

* Radicales analogos: RO, (R=grupo alquilo u otro)

* Radicales de residuos de aminoacidos, tales como el radical tirosil y el radical

cisteinil encontrados en proteinas.
* Radicales intermediarios de substratos como metano o alcohol

Los agentes carcindgenos, al ser metabolizados, pueden generar uno o varios
tipos de radicales libres y de esta forma reaccionar con moléculas como el B-
caroteno o con macromoléculas del organismo y causar dafo.

Se sabe que el R-caroteno es un antioxidante natural y se ha tenido

considerable interés en elucidar cédmo, gracias a dicho mecanismo, es capaz de




ejercer su accion protectora en sistemas bioldgicos. La efectividad del R-caroteno
como inactivador de radicales libres se ha demostrado ampliamente, sin embargo, la
importancia de esta capacidad en mamiferos es incierta. Por esta razén se ha
incrementado el interés de demostrar la posibilidad de que el R-caroteno posea la
habilidad de reaccionar directarﬁente con los radicales peréxidos involucrados en la
lipoperoxidacién ©V.

El B-caroteno posee un sistema de dobles enlaces conjugados en su molécula
que le imparte caracteristicas pro-oxidantes, haciéndolo muy susceptible al ataque
de radicales peréxido.

Los mecanismos de accién antioxidante propuestos para el 3-caroteno, y por
consiguiente para otros carotenoides se comentan a continuacion:
El radical resultante (1) reacciona rapida y reversiblemente con el oxigeno

para formar una nueva cadena acarreadora de radical peréxido:

R-caroteno + ROO — R-car (1)

B-car+0, «———* R-carO (2)

En este punto, el B-caroteno sufre una rapida autooxidacion. Sin embargo,'
este mecanismo depende de la presion parcial de oxigeno como, resultado de la
reversibilidad de la reaccién (2) ya que el radical B-car se estabiliza por resonancia,
asi que cuando la presidn parcial de oxigeno es muy baja o disminuye, el equilibrio
de la reaccidn se desplaza hacia la izquierda y por consecuencia se produce menor
concentracion de radicales peréxido y por lo tanto reduce [a capacidad de
autooxidacion del sistema.

La reactividad del R-caroteno frente a radicales peréxidos y la estabilidad del
radical R-car resultante son imprescindibles para la capacidad autoxidativa de la
molécula ya que, en primer lugar, la reactividad del B-caroteno significa que posee el
potencial de competir, aun cuando se encuentre en baja concentracidn, por radicales
peréxido derivados de otras moléculas lipidicas. En segundo lugar, la estabilidad del
radical R-car producido significa que a presiones parciales bajas de oxigeno dicho

radical predominara sobre la cadena acarreadora de radical peroxido (B-car-O) y de
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esta manera, el radical R-car puede ser eliminado del sistema al reaccionar con otro

radical peroxido libre:

R-car + ROOT ——— 3 productos inactivos.

Esta reaccidn es mas rapida que la reaccién de terminacién perdéxido-
perdxido. En los tejidos de mamiferos, la presién parcial de oxigeno es muy baja, por
lo que el R-caroteno tiene el potencial de actuar como un antioxidante bloqueador de
las reacciones de peroxidacion de lipidos, complementado con el papel de la
vitamina E.

Es importante notar que la capacidad p%co comun del B-caroteno como
antioxidante bloqueador de la cadena de peroxidacién de lipidos puede ser exhibida
por otros sistemas que contengan dobles enlaces conjugados, por lo que se
esperaria que otros carotenoides, incluso compuestos retinoides, presentaran dicha
propiedad.

Mediante este mismo mecanismo, el B-caroteno es capaz de atrapar e
inactivar radicales libres que de una u otra forma entran en el organismo derivados
de especies quimicas reactivas o del efecto de la fotosensibilizacién originada por la
luz UV €2,

El B-caroteno reacciona mas eficazmente contra ciertos tipos de radicales
libres que el a-tocoferol > propilgalato > triptofano > glutation. Existe una diferencia '

de 100 veces entre el primero y el tltimo ©?.

6. PROMOCION DE LA RESPUESTA INMUNOLOGICA

La respuesta inmune es requerida contra la patogenicidad de organismos
infecciosos, pero otra funcién es la de prevenir enfermedades crénicas como es el
cancer. Varias células del sistema inmune son capaces de inhibir células tumorales.

El B-caroteno puede tener un efecto en la respuesta inmune independiente de
su actividad como provitamina A. El B-caroteno y otros carotenoides (con o sin
actividad de provitamina A) con nueve o0 mas dobles enlaces conjugados pueden

promover la funcidén inmune ya que son capaces de secuestrar especies oxigenadas
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reactivas y otros radicales libres. La vitamina A, en contraste, no puede secuestrar a
este tipo de compuestos y es relativamente un antioxidante pobre ¥, ain cuando si
es capaz de promover la respuesta inmune @9 Durante la respuesta inmune,

especialmente la respuesta inicial a la infeccion, se utilizan radicales libres y

moléculas oxigenadas reactivas por ciertas células de la sangre (neutrdfilos
principalmente) para combatir a los microorganismos. En este caso, los radicales
libres son benéficos, sin embargo, si son sobreproducidos pueden causar darno
celular en los tejidos corporales .

Las células involucradas en la generacién de una respuesta inmune especifica
pueden también ser afectadas por radicales libres de otra procedencia. Algunos
informes preliminares comparan la actividad del R-caroteno y de la vitamina A, y
muestran que ambos nutrientes previenen la involucién inducida pbr el estrés del
timo y aumenta el numero de linfocitos circulantes. También se ha observado cierta
proteccién para los macréfagos ya que el R-caroteno y la cantaxantina inhiben la
pérdida de receptores de membrana y el nimero de células T se incrementa
considerablemente. Por otro Iédo, se ha demostrado que los carotenoides tienen

efecto protector contra procesos cancerigenos ® (Figura'4).
7. OTRAS FUNCIONES

Adicionalmente a los mecanismos descritos, se han observado otros efectos
provocados por la accién de los carotenoides tales como la modulacién de sistemas
enzimaticos P-450 " *® |o cual sugiere que los carotenoides son capaces -de
modificar la activacién metabdlica de algunos compuestos toxicos.

Otro mecanismo de accién es la capacidad de diferentes carotenoides para
promover la comunicacién intercelular (gap), observacion efectuada a partir de
estudios in vitro . Este tipo de comunicacion célula—céltjla puede restringir la
expansioén clonal de células danadas.

Todas las propiedades antes descritas se consideran propias de la accion de

los carotenoides y no se le atribuyen a la accién de la vitamina A %" '3,
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8. TOXICIDAD DE CAROTENOIDES. - B

La falta de carotenoides provitamina A en el organismo puede contribuir a la
deﬁc_;iencia de dicha vitamina, lo cual produce efectos adversos en el crecimiento y el -
desa;rollo; la reproduccién y la résistencia a infecciones. Un padecimiento severo
debido a la falta de vitamina A es la seroftalmia. Estos efectos pueden llegar a ser
irreversibles si no se administra la vitamina A a tiempo “”. La dosis diaria
recomendada de vitamina A es de 1250 a 2500 Ul (757 eq. de retinol) en nifios
menores de 4 afios, de 2500 a 5000 (1515 eq. de retinol) en nifios mayores de 4
anos y adultos y de 5000 a 8000 (2424 eq. de retinol) en mujeres embarazadas y en

_lactancia.
La Or_ganizacién Mundial de la Salud ha autorizado la fortificacion de
‘ alimentos-con vitamina A y en zonas donde la prevalencia de la deficiencia de dicha
vitamina es alta, se administran dosis de hasta 200,000 Ul cada 3 a 6 meses para
maximizar la concentracién de la vitamina en el higado. Esta accién se considera
segura y tiene como objetivo prihcipal el de prevenir la seroftalmia.

Sin embargo, con dosis unicas de 100,000 pug de vitamina A en infantes y
600,000 ug en- adultos se ha observado hipervitaminosis A aguda. La
hipervitaminosis A crénica se ha reportado con dosis de 10,000 ug al dia en infantes
y con dosis de 50,000 ug al dia en adultos. La hipervitaminosis A presenta efectos
nocivos ya que se ha observado que predispone a hepatitis viral, cirrosis y
sensibilizacion hepatica. Puede actuar como un agente teratogénico o embriotoxico
si se administra en exceso a mujeres embarazadas. En estudios de prevencidn de
ciertos tipos de cancer se ha observado que megadosis de vitamina A sola o en
combinacién con B-caroteno pueden incrementar la incidencia de cancer de pulmén
7, 69)-

El exceso en consumo de carotenoides no genera forzosamente una alta
concentracion de vitamina A en los tejidos y no provoca hipervitaminosis A aunque si
se observa que el nivel de retinol sanguineo aumenta.

Al exceso de carotenoides en el organismo se le llama hipercarotenemia y sus
efectos se observan al consumir mas de 300 pg / dia. No se observan efectos

nocivos en la salud humana y desaparecen lentamente al eliminar el exceso en el
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cansumo. El efecto mas comun es el de la pigmentacién naranja de la piel, sobre
todo las palmas de las manos y las plantas de los pies 7.

El concepto de bionutricion explora el papel de algunos componentes de la
dieta y su accidn inhibitoria sobre el efecto de sustancias téxicas. Algunos téxicos de
importancia presentes en los alimentos son los que conforman el grupo de las

nitrosaminas, las cuales se tratan a continuacion.

B. NITROSAMINAS

Las nitrosaminas forman un grupo de compuestos quimicos genotdxicos. Se
encuentran en algunos alimentos,\en el agua y en el medio ambiente y pueden
formarse enddégenamente en el organismo. Son capaces de inducir cancer en
animales experimentales y se ha demostrado que ’ algunos compuestos
representativos de esta familia inducen cancer en por lo menos 40 especies
animales diferentes incluyendo primates superiores. Se ha sugerido, en estudios
experimentales y epidemioldgicos que el ser humano es susceptible a desarrollar
carcinogénesis por estos compuestos y por lo tanto su presencia en alimentos se
puede considerar como un factor de riesgo etioldégico para ciertos tipos de cancer

como el de esofago, estobmago y nasdfaringeo.
1. HISTORIA

En 1962, Druckey y Preussmann  postularon que la formacion de
nitrosaminas carcinogénicas podia tener lugar en el humo de cigarro via la
interaccién de 6xidos de nitrégeno y aminas del tabaco. Ender y col., en 1964 @,
encontraron trazas de dietilnitrosamina en alimento para ovejas conservado con
nitritos asi como indicios de hepatotoxicidad en los animales. En 1967, Sander
emitié la primer prueba inequivoca de la formacion enddégena de nitrosaminas en
animales experimentales. En 1975, Finet y col. lograron establecer que mediante la

dieta era posible la exposicibn de humanos a compuestos N-nitroso con

caracteristicas carcinogénicas " .




2. FORMACION DE NITROSAMINAS

Las nitrosaminas pertenecen al grupo de compuestos N-nitroso, al que
también pertenecen las nitrosamidas. De manera general, las nitrosaminas son
derivados N-nitroso de aminas secundarias, mientras que las nitrosamidas son
derivados N-nitroso de ureas, amidas, carbamatos, guanidinas,etc. Las diferencias
entre estos dos tipos de compuestos no sélo se basan en se estructura quimica sino
que existen diferencias bioldégicas y ambientales entre ambos; por ejemplo, las
nitrosaminas son mas estables que las nitrosamidas y ambos son compuestos
potencialmente carcinégenos a través de diferentes mecanismos quimicos “°,

La formacién de nitrosaminas estables ocurre dentro y fuera del organismo,
siendo los principales precursores las diferentes aminas secundarias, terciarias y los
nitritos. Los requerimientos fundamentales para la sintesis de nitrosaminas son el
nitrégeno amino secundario y los nitritos en medio acido con su maximo cercano a
pH 3.4. Lareaccién de nitracion es mas rapida con aminas basicas débiles que con
aminas de basicidad fuerte. Algunos aniones como haldégenos vy tiocianatos
promueven el proceso de nitracién y por otro lado, los antioxidantes como el
ascorbato y la vitamina E inhiben la reaccién Y.

Los mecanismos quimicos de nitracion de aminas en alimentos es un proceso

(. 4243 de manera general es

complejo y ha sido investigado por diversos grupos.
como se describe a continuacion.

En algunos procesos de preparacion y conservacién de alimentos se forman
oxidos de nitrégeno en estados de oxidacion +3 y +4 que pueden reaccionar con
compuestos amino y otros nucledfilos para producir grupos N-, C-, O-y S-nitroso.

Las principales fuentes de &6xidos de nitrégeno (agentes nitrosantes)
provienen de la adicion de nitrito o nitrato a los alimentos y del calentamiento o
secado de alimentos con gases de combustidén en los que el nitrdgeno molecular
puede oxidarse. Como se menciond, las reacciones de nitracion pueden verse

influidas por la presencia de inhibidores de nitracidn como el ascorbato y la vitamina

E (compuestos con capacidad redox) y catalizadores como los iones metalicos, los
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compuestos carbonilos y los aniones nucledfilicos como el idn cloro, yodo vy
tiocianato.

La especie nitrosante es el anhidrido nitroso, N,O3, el cual se forma a partir de
(40, 41) .

dos moléculas de acido nitroso

v

2HNOp ——— NpO3 + Hs0

La reaccidn de formacién de nitrosaminas puede ejemplificarse:

2( NO; )
2H*
2NO> ———» 2HNO, « » N,O; + H,O
N.Os + R,N-H < » R:N-N=O + HNO,

Las condiciones en el tracto digestivo, desde la boca hasta el recto favorecen
la formacion de nitrosaminas in vivo. En la boca, las bacterias presentes promueven
la reduccidn de nitratos a nitritos y posiblemente promuevan también la formacidn de
nitrosaminas en ese sitio. En el estdmago, tanto condiciones normales de acidez
como condiciones hipoacidicas favorecen la formacion de nitrosaminas. El pH
normal del estdmago es ideal para las reacciones de nitrosacion, y en condiciones
de hipoacidez, -existe en el estdmago gran carga microbiana que, como ya se
menciond, promueve la reduccién de nitratos y favorece la formacién de
nitrosaminas a pH neutro. Esto ocurre de manera similar en el intestino delgado y el

colon.
3. NITROSAMINAS EN ALIMENTOS
Durante siglos, se han utilizado mezclas de sales inorganicas para el curado

de carnes. Actualmente se sabe que el i6n nitrito es el que se encarga de llevar a

cabo esta funcién, por lo que se utiliza el nitrito directamente en el alimento. El papel
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que juega el nitrito es muy importante en el curado de carnes ya que, en primer
lugar, posee accion antimicrobiana y particularmente inhibe el crecimiento de
Clostridium botulinum mediante mecanismos y participacién de cofactores que no se
conocen del todo. Otra funcién Qel nitrito es la de impartir color Tojo a la carne. Este
color proviene de pigmentos como la nitrosilmioglobina y la nitrosilhemoglobina
formadas cuando el nitrito se reduce a &xido nitrico el cual reacciona con la
mioglobina y la hemoglobina. De no formarse estos pigmentos, la carne tomaria un
color grisaceo poco apetecible. Finalmente, el nitrito proporciona un sabor deseable
a "curado" a varios productos como el tocino, las salchichas, el jamén y otros
productos carnicos ™.

Los niveles permisibles de nitritos en alimentos curados varian de pais a pais
en un intervalo de 10 a 200 ppm. El nitrito no se encuentra en cantidades
significativas en los alimentos, por o que la fuente principal son las carnes curadas.
En algunas formulaciones se adicionan nitratos a los alimentos curados, los cuales
se reducen para formar nitritos. La mayor parte de los nitritos que se encuentran en
humanos provienen de dichas feacciones de reduccién de nitratos a nitritos llevadas
a cabo por microorganismos en la boca y el tracto digestivo. Ademas, los nitratos se
encuentran ampliamente distribuidos en vegetales como la calabaza, la coliflor, la
zanahoria, la espinaca, etc. a niveles variables que oscilan entre 1000 y 3000 ppm.
Se ha estimado que la ingesta diaria total de un adulto es de 100 mg de nitratos de |
los cuales los vegetales aportan el 85% mientras que las carnes curadas nicamente
el 9%.

Los nitratos per se no implican riesgos a la salud, su importancia toxicolégica
radica en su facil conversién a nitritos por bacterias nitrificantes presentes en
algunos alimentos, en la saliva y en el tracto gastrointestinal. Por otro lado, los
nitritos tienen efectos téxicos, entre ellos la meta-hemoglobinemia y también
funcionan como precursores de nitrosaminas “* *",

Los precursores de nitrosaminas son compuestos muy variados que van
desde sustancias completamente inocuas como prolina, arginina, lisina, lecitina y
colina; como de agentes contaminantes de alimentos ya sean residuos de
plaguicidas muchos de ellos utilizados en la agricultura; alcaloides asi como también

drogas y aditivos alimentarios.
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- Los alimentes implicados son principalmente: carnes y productos carnicos,
pescado, queso, leche, vegetales, huevo, asi como en bebidas alcohdlicas ademas
de las existentes en el humo de cigarro En el Cuadro 3 se muestra el contenido de
dimetilnitrosamina- o dietilnitrosamina en algunos alimentos. Los niveles de .
nitrosaminas tienden a- incrementarse con la temperatura de coccidén de los
alimentos asi como en el almacenamiento de los alimentos con un alto contenido de
nitritos y por un tiempo considerable . Los alimentos mas comunmente

contaminados con compuestos N-nitroso se pueden clasificar como sigue:

e Alimentos conservados por la adiciéon de nitritos y nitratos: Productos carnicos

curados, en particular el tocino y los quesos.

e Alimentos conservados por ahumado como el pescado y ios productos carnicos.

En este caso el humo contiene 6xidos de nitrégeno. -

e Alimentos secados con gas como la malta para producir cerveza y whisky, leche

en polvo con bajo contenido de grasa y sus productos.

e Alimentos enlatados y conservados con sal, en particular de origen vegetal en los

que se lleva a cabo una reduccién microbiana de nitrato a nitrito.

e Alimentos almacenados en condiciones humedas que favorezcan la

contaminacion por hongos, en especial el crecimiento de Fusarium moniliforme.

e Migracidbn y formaciéon de nitrosaminas por contacto con materiales como

chupones de hule y empaques plasticos.

Definitivamente, los niveles de exposicién a este tipo de compuestos depehde
de las modificaciones en las técnicas de conservacion de dichos alimentos lo cual
depende de las normas que se estipulen en cada pais. En paises en desarrollo
como China, la presencia de nitrosaminas en la dieta es considerablemente mayor
asi como el nivel de exposicidn debido a que la reglamentaciéon permite niveles

superiores de nitritos en alimentos en comparacidn con otros paises “* 4 447,
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CUADRO 3. CONTENIDO DE DIMETILNITROSAMINA
O DIETILNITROSAMINA EN ALIMENTOS.

ALIMENTO DIMETILNITROSAMINA O DIETILNITROSAMINA
‘ (ng / Kg)

PRODUCTOS CARNICOS
CURADOS
TOCINO FRITO

PESCADO SECO
PRODUCTOS LACTEOS
VEGETALES ENLATADOS
O FERMENTADOS
CERVEZA

BEBIDAS ALCOHOLICAS

ADAPTADO DE: TRICKER Y PREUSSMANN (1991)




4. TOXICIDAD DE NITROSAMINAS

Cerca de 300 compuestos N-nitroso han mostrado ser carcinogénicos en mas
de 40 especies animales incluyendo primates superiores “®. La carcinogenicidad de
diferentes nitrosaminas ha sido comprobada por varios estudios. La
dimetilnitrosamina y la dietilnitrosamina son dos de los mas potentes carcindgenos
de este grupo. Ambos compuestos se encuentran ampliamente distribuidos en
alimentos, en bebidas alcohdlicas y en el humo de cigarro. Sus principales sitios de

accion son “V,

4 Dimetilnitrosamina: higado, rindn, pulmones y cavidades nasales.
¢ Dietilnitrosamina: higado, rifidn, pulmdn, cavidades nasales, eséfago, estdmago,

laringe, traquea y bronquios.
5. MECANISMOS DE CARCINOGENESIS

Las nitrosaminas son estables bajo condiciones fisiolégicas y, como otros
grupos de carcinégenos quimicos, requieren activacion metabdlica para efectuar su
accion toxica. El proceso de activacion esta mediado por sistemas enzimaticos del

)

tipo P-450 que involucran, al menos en algunos casos, la hidroxilacién del carbono
adyacente al grupo N-nitroso para producir una a-hidroxinitrosamina " *” (Figura 5).
La oxidacién inicial o hidroxilacién produce intermediarios inestables. En forma
espontanea se elimina un aldehido por ruptura del enlace C-N y se produce un
compuesto alquildiazohidréxido. Finalmente se forma un i6n alquildiazonio
electrofilico el cual es el carcindgeno final y tiene la capacidad de reaccionar con
sitios nucleofilicos de diversos constituyentes celulares. En el caso de las
nitrosaminas superiores homélogas, se ha demostrado Ila R-oxidacién de las
cadenas laterales.

La alquilacién del ADN se considera como el blanco celular critico en la
iniciacién de procesos carcinogenicos. Las proporciones relativas de alquilacion en

los atomos de N y O tanto de las bases puricas como pirimidicas dependen del
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FIGURA 5. MECANISMO DE ACTIVACION DE DIALQUILNITROSAMINAS.
FORMACION DEL AGENTE ALQUILANTE.
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agente alquilante y de Ia‘éspe_cificidad de la activacién P450 en diferentes tejidos.
Los resultados de diversos estudios in vitro sugieren que los compuestos N-nitroso
exhiben su actividad bioldgica en forma similar-en tejidos humanos y animales. Otros
estudios muestran que en cultivo de tejidos humanos explantados (bronquios,
esoéfago, vejiga, colon y péncreas) son capaces de metabolizar dialquilnitrosaminas—_
(simétricas simples) como nitrosodimetilamina y nitrosodietilamina, pero no todos los
tejidos son capaces de metabolizar dialquilnitrosaminas ciclicas y asimétricas " **.
El i6n alquil carbonio es el responsable de la alquilacidn de acidos nucleicos, sin
embargo no todas las modificaciones de bases son biolégicamente importantes. La
alquilacién en la posicién 7 de la guanina, la base mas cominmente modificada del
ADN por dialquilnitrosaminas, no muestra correlacion con la actividad carcinogénica.
Una posicion significativa de productos alquilados del ADN son representados tanto
por la hidrélisis o apurinacién o apirimidacién enzimatica. De mayor interés y
probablemente mas relevante en cuanto a los mecanismos.de carcinégénesis es la
metilacién en la posicién O(6) de la guanina. La formacién y persistencia de residuos
de OPalquilguanina y O%alquiltimina son considerados importantes en la
incorporacién de bases no complementarias durante la sintesis de
polirribonucleétidos y polidesoxirribonucleétidos “.

Una caracteristica importante de las nitrosaminas es que son particularmente
efectivas cuando la exposicion es por via oral, en dosis pequefas y por largos
periodos de tiempo. Esto es particularmente relevante en seres humanos. Estos
compuestos son sistematicamente organotrépicos e inducen tumores en tejidos
blanco independientemente de la ruta de administracién; todos los 6rganos son
susceptibles a la accidn carcinogénica de estos compuestos. La organotropia
carcinogénica de las nitrosaminas puede deberse a una combinacion de diferentes
capacidades de activacion de las subclases de enzimas en diferentes tejidos y la
capacidad de reparacién de Of-alquilguanina y O*-alquiltimina en diferentes érganos

o en diferentes tipos celulares en el mismo érgano ©°.
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6. HEPATOTOXICIDAD DE NITROSAMINAS

El concepto de daro celular debe ser entendido en términos de eventos
bioldgicos que cambian la funcidn o la estructura de los componentes celulares, se
define como un estado de funcién celular patolégicamente alterado. Las células en
condiciones fisiolégicas normales se encuentran en homeostasis, cuando se
exponen a un estimulo dafino, las células invierten energia metabdlica para
mantener el proceso de homeostasis. Si el estimulo es lo suficientemente severo o
prolongado, la capacidad celular para adaptarse se vera excedida y sobrevienen
alteraciones funcionales, se dice entonces que ha sufrido dano. Si el dafio es
subletal, la célula sobrevive aunque su funcionamiento sea anormal. El dafo
subletal crénico o una alteracién de los factores ambientales pueden inducir a la
célula a permanecer estable, pero estos dafios también pueden continuar y
“deteriorar los mecanismos funcionales y estructurales a tal punto que la célula no se
podra recuperar jamas. A este punto se le ha llamado “el punto de no retorno” y no
se ha definido con precisidn ni estuctural ni funcionalmente, sin embargo es posible
definirlo empiricamente. Es importante definir las alteraciones estructurales y
funcionales que tienen lugar en o cerca de dicho punto. Estas alteraciones parecen
ser importantes para determinar la muerte celular ®V.

El higado es el principal sitio de biotransformacion de las nitrosaminas. Recibe
el 25%: del flujo cardiaco y tiene la funcién principal de recibir y procesar los
compuestos quimicos absorbidos por el tracto gastrointestinal. La mayoria de las
enzimas de la Fase | se localizan en el reticulo endoplasmico, donde se
metabolizan los xenobidticos lipofilicos. No es un proceso de destoxificacién sino un
mecanismo de convertir a los compuestos liposolubles poco excretables en
compuestos mas hidrosolubles facilmente excretables. Esto ocasiona que en
muchos casos los compuestos electrofilicos resultantes sean altamente reactivos
con los constituyentes celulares basicos: proteinas, ARN y ADN. Esta interacciones
pueden alterar el funcionamiento celular normal y ocasionar toxicidad vy
carcinogenicidad. Debido a que el higado es el principal 6rgano en la
biotransformacién, puede ser el principal blanco de electréfilos téxicos o

carcinogénicos generados en la biotransformacién de xenobiéticos .




Cuantitativamente, el 90% de las reacciones dé oxidacion de xenobidticos de
la fase | es catalizada por el sistema enzimatico de monooxigenasas del citocromo
P-450. El 10% restante de las reacciones se lleva a cabo por el sistema flavin-
monooxigenasa Y las hidroxilasas de molibdeno. Las nitrosaminas son bioactivadas
mediante el sistema P-450, la isoforma de la enzima depende del tipo de
nitrosamina. Las reacciones principales son una hidroxilacion al carbén o y una N-
dealquilacién para formar el electréfilo final el cual es un idn alquildiazonio. La fase
Il de la biotransformacién tiene como funcién principal la de regular la excrecion de
compuestos endégenos via la formacién de compuestos mas hidrosolubles. Las
reacciones mas importantes son la glucuronidacion, la sulfatacion, la conjugacion
con glutation y la acetilacion V.

El glutation es un tripéptido de glicina, glutamina y cisteina. El mecanismo de
accién involucra un ataque nucleofilico del atomo sulfhidrilo del glutatién al atomo
electrofilico. Esto resulta en la formacidén de un enlace tioeter entre el xenobidtico y
el glutation. Los substratos principales son cualquier xenobidtico con un carbdn,
nitrégeno, azufre u oxigeno electrofilico. Los compuestos altamente polares son
sustratos pobres para la glutation transferasa que es la enzima encargada de
catalizar la reaccién. Su principal funcién es la de evitar la peroxidacidon de lipidos
®".

Existen evidencias de que la dimetilnitrosamina provoca necrosis centrizonal y
esteatosis en el higado. La esteatosis se define como alteraciones del metabolismo
de lipidos. La necrosis se asocia no solo a dano en el citoplasma, sino también a
cambios a nivel molecular. Un dafio continuo puede provocar dafio hepatico crénico
asociado con fibrosis, y si se prolonga, puede desencadenar un proceso cirrético G0,

La dimetilnitrosamina (DMN) y la dietilnitrosamina (DEN) son compuestos
alquilantes, carcinogénicos y esteatogénicos potentes en el higado, sin embargo no
provocan lipoperoxidacién. Son potentes hepatotdxicos in vivo, sin embargo no
provocan muerte celular en hepatocitos aislados; posiblemente debido a que los
niveles de P-450 en los hepatocftos aislados se ven disminuidos ©. Ademas, se ha
observado que dichas nitrosaminas se metabolizan preferentemente por una o

varias formas diferentes a la P-450 2E| en presencia de NADPH y oxigeno “* .
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El metabolismo d“e DEN produce acetaldehido, etanol, etileno, nitrito y
etilamina. Los dos ultimos compuestos se consideran como parte de un proceso de
destoxificacion ©V . _

Se ha observado que la DEN produce tumores hepatocelulares en un lapso de
tiempo de 5 semanas al administrarse en el agua de uso a ratas en dosis de 0.5 mg

/100 ml ®2. asi como con dosis diarias de 1, 2 y 3 mg / kg. de peso corporal / dia
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IV- JUSTIFICACION

Debido a que las interacciones entre compuestos provenientes de los
alimentos tienen efectos a nivel nutricional, metabolico y toxicologico, beneficiando o
perjudicando al organismo es muy importante conocer a los compuestos capaces de
interaccionar entre si, su mecanismo de accién y el impacto de dicha interaccion a
nivel biologico. Se requieren datos cientificos que permitan conocer a fondo la
complejidad de los efectos de la dieta en el ser humano y aumentar la eficiencia en
el aprovechamiento de los alimentos, asi como disminuir significativamente el dafio
provocado por diferentes toxicos.

Actualmente, el conocimiento de la interaccién a nivel nutricionél entre
compuestos de los alimentos ha sido utilizada con fines practicos, por ejemplo el uso
de la vitamina C para aumentar la absorcién de hierro. Sin embargo, no existe
suficiente informacién cientifica que permita comprender el papel de ciertos
nutrimentos en el metabolismo de sustancias tdxicas generadas o presentes en los
alimentos, tal es el caso de la interaccién molecular a nivel toxicolégico entre los
carotenoides y las nitrosaminas durante el metabolismo hepatico.

Como se ha indicado anteriormente, es claro que el hombre esta expuesto a
las nitrosaminas de manera inevitable, considerando que también se forman
endégenamente. El papel de las nitrosaminas en el proceéo de la transformacién
neoplasica es relevante ya que son agentes iniciaaores. Por su via de
administracién y por la alta actividad metabdlica del higado, este érgano es blanco
para la accion téxica de algunas nitrosaminas, incluyendo la dietilnitrosamina. Sin
embargo, el higado también es reservorio de carotenoides por o que en un sistema
real estas dos familias de compuestos se encuentran en contacto dentro de la célula.
Es muy importante conocer el tipo de interaccidon que se lleva a cabo entre estos
compuestos, asi como el nivel al que se realiza (celular o molecular) y de esta
manera determinar las consecuencias a nivel toxicoldgico.

Este trabajo pretende contribuir, con informacién original en el campo de la
toxicologia de alimentos, con datos cientificos acerca de la capacidad de los

carotenoides para proteger contra el dafo provocado por la dietilnitrosamina a nivel

celular y molecular en un sistema in vitro de células hepaticas de mamifero y de esta




o

forma determinar si‘la accién de los carotenoides contribuye a disminuir el efecto
toxico de las nitrosaminas como agentes iniciadores del proceso carcinogénico. Con
estos datos se podria aportar informacién valiosa acerca de las alternativas para
disminuir el potencial téxico de las nitrosaminas presentes en el medio_ambiente y -
en los alimentos, posiblemente mediante el mejor aprovechamiento de nutrimentos

naturales con capacidades protectoras como es el caso de los carotenoides.
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V- HIPOTESIS

Los carotenoides presentes en el chile chilaca asi como sus componentes
carotenoides puros son capaces de disminuir el dafo citotoxico y genotdxico

provocado por dietilnitrosamina en cultivo primario de hepatocitos.
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i V1. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

Determinar la citotoxicidad y la genotoxicidad de dietilnitrosamina (DEN) en

cultivo primario de hepatocitos y estudiar el efecto de-algunos componentes de la

dieta en la inhibicion del dario.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar los parametros citotoxicos causados por la dietilnitrosamina, el
extracto de carotenoides de chile asi como de sus principales componentes
puros.

» Evaluar el efecto de los carotenoides sobre el dafio citotoxico de DEN.

e Determinar los parametros genotdxicos de DEN y de los carotenoides.

« Evaluar el efecto de los carotenoides sobre el dafio genotéxico provocado por
DEN.
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Vil- ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El experimento completo se realizd en nueve etapas las cuales se describen a

continuacién:

ETAPA 1: EXTRACCION, CARACTERIZACION Y CUANTIFICACION DE
CAROTENOIDES DEL CHILE CHILACA (Capsicum spp.).

Los objetivos en esta etapa fueron los de obtener un extracto de carotenoides

caracterizado y cuantificado para utilizarlo en los estudios de quimioproteccion.

ETAPA 2: DETERMINACION DE LA CLs, DE DIETILNITROSAMINA EN
SUSPENSION DE HEPATOCITOS.

Se realizé un estudio preliminar en suspensién de hepatocitos para encontrar
la CLso. En primer lugar se determind el nimero éptimo de células para realizar este
estudio mediante el método de MTT. El nimero de células adecuado fue de 20,000
células viables por pozo. Las concentraciones de dietilnitrosamina probadas fueron:
1 M, 10 uM, 100 uM, 10 mM y 50 mM. Los tiempos de exposicién fueron 2, 4, 6, 8y

10 horas.

ETAPA 3: DETERMINACION DEL TIEMPO NECESARIO DE EXPOSICION EN
CULTIVO PRIMARIO DE HEPATOCITOS.

Al obtenerse la ClLso en suspensién de hepatocitos, se estandarizé el método
en cultivo para determinar el tiempo 6ptimo de exposicion. Se realizd el experimento

ab, 8, 10y 12 horas.

ETAPA 4: DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES INOCUAS DE TRANS-
R-CAROTENO Y LUTEINA ASI COMO DE LOS SOLVENTES UTILIZADOS COMO
VEHICULOS.




Las concentraciones utilizadas en cada caso fueron; = B
Trans-R-caroteno: 10 pM, 50 My 100 pM.
Luteina: 1 yMy 10 pM.
ETAPA 5 : DETERMINACION DEL EFECTO DE LOS CAROTENOIDES AL
INCUBAR SIMULTANEAMENTE CON LA DIETILNITROSAMINA.

ETAPA 6: DETERMINACION DEL EFECTO DE LOS CAROTENOIDES AL
PREINCUBAR UNA HORA CON EL CAROTENOIDE Y POSTERIORMENTE CON
LA NITROSAMINA.

ETAPA 7: ELABORACION DE UNA CURVA DOSIS-RESPUESTA DE
DIETILNITROSAMINA TOMANDO COMO RESPUESTA EL DANO GENOTOXICO.

Se encontraron tanto las concentraciones de dietilnitrosamina éptimas para
causar dano genotdxico asi como el tiempo de exposicidn requerido. Las
concentraciones de dietilnitrosamina probadas fueron: 50 mM, 10 mM, 50 uM, 10

MM, 5 UMy 2.5 uM.. Los tiempos probados fueron: 2, 4, y 6 horas.
ETAPA 8: DETERMINACION DE LA INOCUIDAD DE LOS CAROTENOIDES .

Se determind la inocuidad de cada carotenoide para el estudio a nivel

genético con las concentraciones utilizadas en el estudio citotdxico.

ETAPA 9: EVALUACION DEL EFECTO AQUIMIOPROTECTOR DE LOS
CAROTENOIDES SOBRE EL DANO GENOTOXICO DE DIETILNITROSAMINA 5Y
2.5 uM.
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VIII-PROTOCOLO DE TRATAMIENTOS. -

1. ESTUDIO CITOTOXICO

ESTRATEGIA 1: ADMlNIéTRAClON SIMULTANEA.
TRATAMIENTO 1: CONTROL
TRATAMIENTO 2: DEN 50 mM
TRATAMIENTO 3: B-CAROTENO 50 uM
TRATAMIENTO 4: LUTEINA 1uM
TRATAMIENTO 5: EXTRACTO 1uM eq. LUTEINA
TRATAMIENTO 6: THF 0.5%
TRATAMIENTO 7: DMSO 0.35%
TRATAMIENTO 8: DMSO 0.57%
TRATAMIENTO 9: DEN 50 mM + B-CAROTENO 50 uM
TRATAMIENTO 10: DEN 50 mM + LUTEINA 1uM
TRATAMIENTO 11: DEN 50 mM + EXTRACTO 1uM eq. LUTEINA
TRATAMIENTO 12: DEN 50 mM + THF 0.5%
TRATAMIENTO 13: DEN 50 mM + DMSO 0.35%
TRATAMIENTO 14: DEN 50 mM + DMSO 0.57%

ESTRATEGIA 2: PREINCUBACION CON EL CAROTENélDE.
TRATAMIENTO 1: CONTROL
TRATAMIENTO 2: DEN 50 mM
TRATAMIENTO 3: B-CAROTENO 50 pM
TRATAMIENTO 4: LUTEINA 1uM
TRATAMIENTO 5: EXTRACTO 1uM eq. LUTEINA
TRATAMIENTO 6: THF 0.5%
TRATAMIENTO 7: DMSO 0.35%
TRATAMIENTO 8: DMSO 0.57%
TRATAMIENTO 9: B-CAROTENO 50 uM (1 HORA) - LAVADO - DEN 50 mM
TRATAMIENTO 10: LUTEINA 1uM (1 HORA) - LAVADO - DEN 50 mM
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TRATAMIENTO 11: EXTRAGTO 1uM eq. LUT. (1 HORA) - LAVADO - DEN 50 mM
TRATAMIENTO 12: THF 0.5% (1 HORA) - LAVADO - DEN 50 mM
TRATAMIENTO 13: DMSO 0.35% (1 HORA) - LAVADO - DEN 50 mM
TRATAMIENTO 14: DMSO 0.57% (1 HORA) - LAVADO - DEN 50 mM

2. ESTUDIO GENOTOXICO

ESTUDIO CONDEN 5 uM:
TRATAMIENTO 1: CONTROL
TRATAMIENTO 2: DEN 5 uM
TRATAMIENTO 3: B-CAROTENO 50 pM
TRATAMIENTO 4: LUTEINA 1uM -
TRATAMIENTO 5: EXTRACTO 1uM eq. LUTEINA
TRATAMIENTO 6: THF 0.5%
TRATAMIENTO 7: DMSO 0.35%
TRATAMIENTO 8: DMSO 0.57%
TRATAMIENTO 9: B-CAROTENO 50 uM (1 HORA) - LAVADO - DEN 5 uM
TRATAMIENTO 10: LUTEINA 1uM (1 HORA) - LAVADO - DEN 5 uM
TRATAMIENTO 11: EXTRACTO 1uM eq. LUT. (1 HORA) - LAVADO - DEN 5 uM
TRATAMIENTO 12: THF 0.5% (1 HORA) - LAVADO - DEN 5 uM
TRATAMIENTO 13: DMSO 0.35% (1 HORA) - LAVADO - DEN 5 pM
TRATAMIENTO 14: DMSO 0.57% (1 HORA) - LAVADO - DEN 5 uM

ESTUDIO CON DEN 2.5 uM:
TRATAMIENTO 1: CONTROL
TRATAMIENTO 2: DEN 2.5 uM
TRATAMIENTO 3: B-CAROTENO 50 uM
TRATAMIENTO 4: LUTEINA 1M
TRATAMIENTO 5: EXTRACTO 1uM eq. LUTEINA
TRATAMIENTO 6: THF 0.5%
TRATAMIENTO 7: DMSO 0.35%
TRATAMIENTO 8: DMSO 0.57%
TRATAMIENTO 9: B-CAROTENO 50 uM (1 HORA) - LAVADO - DEN 2.5 uM




TRATAMIENTO 0: LUTEINA 1uM (1 HORA) - LAVADO - DEN 2.5 uM
TRATAMIENTO 11: EXTRACTO 1uM eq. LUT. (1 HORA) - LAVADO - DEN 2.5 uM
TRATAMIENTO 12: THF 0.5% (1 HORA) - LAVADO - DEN 2.5 uM
TRATAMIENTO 13: DMSO 0.35% (1 HORA) - LAVADO - DEN 2.5 uM
TRATAMIENTO 14: DMSO 0.57% (1 HORA) - LAVADO - DEN 2.5 uM

41




IX- MATERIALES Y METODOS -
A. MATERIALES:
1. QUIMICOS.

a. CAROTENOIDES: Se utilizé un extracto de carotenoides obtenido de chile chilaca
(Capsicum spp.) el cual fue cosechado el 8 de diciembre de 1994 en Michoacan,
liofilizado el 15 de diciembre de 1994, pulverizado y almacenado a -20°C y protegido
de la luz. La luteina utilizada fue purificada de Un extracto de xantofilas de flor de
cempasuchil llamado Cromophyll ORO 20 donado por la compariia de pigmentos
naturales Bioquir_nex. Trans-R-caroteno (95% pureza) fue comprado en Sigma
Chemical.- '

Para la solucibn madre de R-caroteno se utilizd como vehiculo
tetrahidrofurano grado HPLC 99.99% pureza (OmniSolv) y para la luteina y el

extracto de carotenoides de chile se utiliz6 DMSO 99.9% pureza (Mallinckrodt).

b. REACTIVOS: La colagenasa (tipo V) utilizada para la perfusiéon, la
dietilnitrosamina (DEN) asi como todos los reactivos utilizados para el cultivo de las
células fueron adquiridos en Sigma Chemical. E| medio de cultivo utilizado fue el
medio Eagle modificado por Dulbecco (Sigma D-6780) adicionado con 15 Ul de
insulina y 200 pl de penicilina-estreptomicina por cada 100 ml de medio y suero de
bovino al 10%. Para el estudio genotéxico se utilizé timidina (T°H) (Life Science

Amersham TRK61 B342).

2. BIOLOGICOS: Se utilizaron ratas Wistar macho de 250-350 g peso, se

alimentaron ad libitum y se mantuvieron bajo temperatura y humedad controlada.

Antes de someterlas a la perfusion se mantuvieron en ayuno por 16 horas.




B. METODOS. - %

1. EXTRACCION DE LOS CAROTENOIDES DE CHILE CHILACA
(Capsicum spp.). .
Para la extraccion de carotenoides del chile y de la luteina a partir del
Cromophyll ORO 20 se utilizé el método oficial de la AOAC (1990) ®®  para muestras
secas, mediante una saponificacion en frio. La muestra fue liofilizada y pulverizada

previamente y se mantuvo a -20°C y protegida de la luz (Figura 6).

2. CARACTERIZACION Y CUANTIFICACION DE LOS CAROTENOIDES DE
CHILE CHILACA (Capsicum spp.).

El analisis se llevd a cabo mediante cromatografia de liquidos de alta
resolucién en un equipo Perkin Elmer modelo 400 con un detector Perkin Elmer
UV/VIS a una longitud de onda de 460 nm y un integrador Perkin Elmer LCI-100. La
columna utilizada fue Novapack C-18 y la fase movil consisti6 en agua /
tetrahidrofurano / acetonitrilo en una relacién 2.5: 20 : 77.5 ©.

Para el analisis de los carotenoides se realizaron curvas patrén de trans-i3-
caroteno y trans-luteina con los compuestos puros. Se obtuvieron las siguientes

3

ecuaciones lineales:

a. Trans-R-caroteno: y =0.000163 + 3.672925 e ° x , R = 0.9998
b. Trans-luteina:  y =-0.00310152 +2 e °®x , R = 0.9969
donde: y = concentracién de carotenoide en ug / pl

X = area bajo la curva

Después de caracterizar y cuantificar los carotenoides del extracto, éste fue
concentrado en un rotavapor y redisuelto en 100 ml de dimetilsulféxido. Las
concentraciones finales fueron determinadas nuevamente mediante el mismo

meétodo para su uso en los estudios bioldgicos. Se mantuvieron protegidos de la luz,

a -20°C y bajo atmésfera de N, hasta su uso.







3. OBTENCION Y CULTIVO DE HEPATOCITOS

La obtencién de los hepatocitos se realizé mediante el método de perfusion
hepética in situ con colagenasa ©® (Figura 7).-- -

El principio de éste método es el de provocar la separacion de las células
mediante la digestién de la colagena que las mantiene unidas. Se utilizan dos
soluciones diferentes ya que la primera sirve para lavar las células y eliminar el
calcio presente, el cual propicia la unién de las células, y la segunda contiene
colagenasa al 0.05% para digerir la matriz de colagena. De esta manera se obtiene
una suspensién celular (Figura 8).

La viabilida celular inicial se determind segun el método de exclusién con azul
de tripano. Los calculos necesarios para obtener los datos del porcentaje de

viabilidad celular mediante dicho método son:

% Viabilidad celular = (Numero de células vivas / numero total de células) x 100
Rendimiento = (NUmero total de células / 4) x 10% x 10
= NUmero de células x 10° / ml.

donde: 10* = factor de volumen del hematocitémetro y 10 = factor de dilucién.

4. METODO DE LAS SALES DE TETRAZOLIUM (MTT) PARA DETERMINAR LA
VIABILIDAD DE CELULAS EN CULTIVO.

El método utilizado fue el método de Mosmann modificado por Sladowsky
(1993) *” para placas de 96 pozos (Figura 9).
Principio de la prueba:

Las células viables son capaces de transformar las sales amarillas de
tetrazolium (MTT) a un compuesto insoluble de formazan morado gracias a la accién
de oxigenasas mitocondriales. El color formado es directamente proporcional al
porcentaje de células viables. Para la determinacion se utilizé un lector de ELISA

Labsystems Multiscan Multisoft a 540 y 620 nm.
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3 ml PIRUVATO 0.6 mmol /L + NADH; 0.18 mmol /L
EN AMORTIGUADOR DE FOSFATOS 50 mmol/ L, pH 7.5

AGREGAR 0.1 ml DEL MEDIO
DE CULTIVO DE LA MUESTRA

AGITAR

LEER LA ABSORBA ’IAA365nm
CADA MINUTO DURANTE 3 MINUTOS

FIGURA 11. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD +v™'MATICA
DE LACTATO DESHIDROGENASA
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La actividad de la enzima se calcula de la siguiente manera:

A Eses/ min = (Abssgsfinal - Abssgs inicial) / 2 min
UIL__.=A Esss /min X 9118
donde: 9118 es la coeficiente de ab—sorbitividad para la LDH obtenido directamente
del método utilizado, a 365 nmy a 37 °C, el cual corresonde a U / L (unidades

internacionales de LDH por litro).

Nota: Una unidad internacional (U) de enzima es la cantidad de enzima necesaria para
transformar 1 pmol de sustrato en 1 minuto.

7. CUANTIFICACION DE GLUTATION REDUCIDO TOTAL.
La determinacién de élutatién reducido total (GSH), se llevé a cabo mediante
) un método fluorométrico ®*®. La prueba se basa en el principio de formar un
compuesto fluoréforo mediante la unién del GSH y orto-ftaldehido. La determinacion
se realizé en un fluorémetro Sequoia-Turnen mod 450, a 430 nm para fluorescencia
y 360 nm para activacién (Figura 12).
De la curva patrén se obtuvo la siguiente ecuacién lineal:

-

y= 6.7132x + 3.0426, R = 0.9999
donde: y = fluorescencia a 430 nm y activacién a 360 nm.

} "~ x = concentracion pM de glutatién reducido.
8. DETERMINACION DE PROTEINA TOTAL.

El método utilizado fue el descrito por Bradford (1976) © el cual consiste en
formar un complejo proteina-colorante. El color formado fue determinado a 620 nm
en un lector de ELISA Labsystems Multiscan Multisoft ya que este método ha sido

modificado para realizar la determinacidon en microplaca (Figuras 13y 14).
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PAQUETE CELULAR EN 150 pl DE RE , | TOMAR 75 1 Y ANADIR 0.5 ml DE SPEB
AMORTIGUADOR DE FOSFATOS pH 7.2 -1 Y150 Hl DE ACIDO META-FOSFORICO

CENTRIFUGAR A 2000 g/30minA4°C —

MANTENER A -20°C 10 A 15 MINUTOS
(SIN CONGELAR)

\

TOMAR 0.5 ml DEL SOBRENADANTE EN UN TUBO COLOCAR 1.8 ml DE SPEB,
Y AGREGAR 1.5 ml DE SPEB 100 p! DE LA SOLUCION ANTERIOR Y
100 pl DE ORTO-FTALDEHIDO

LEER EN EL FLUOROMETRO A 360 nm
REALIZAR LA CORRECCION — (EXITACION) Y 430 nm (EMISION)
: CON PROTEINA TOTAL CONTRA UN BLANCO.

SE OBTIENEN LOS RESULTADOS EN
nmol GSH / mg PROT

FIGURA 12. CUANTIFICACION DE GSH TOTAL.




PREPARA UNA SOLUCION DE ALBUMINA —* | MEZCLAR 100 pl DE LA SOLUCION
1mg/mlEN PBS DE ALBUMINA MAS 300 Hl DE PBS

!

REALIZAR 7 DILUCIONES SERIADAS '

TOMAR 150l DE LA SOLUCION ANTERIOR
. MAS 150 pl DE PBS

TOMAR 40 pl DE CADA DILUCION _, [LEERUNEL LECTOR DE ELISA A 620 nm.
MAS 160 ul DE REACTIVO DE BRADFORD -

(38

Se obtuvo la siguiente ecuacién lineal de la recta’”

y=4.09531e” x - 7.549 ¢

Donde: y = absorbencia a 620 nm y X = concentracion en g / mi

FIGURA 13. CURVA PATRON DE PRdTElNA
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EN UNA PLACA DE 96 POZOS COLOCAR
40 ul DEL PAQUETE CELULAR / POZO

AGREGAR 160 ul DE REACTIVO DE BRADFORD -

LEER A 620 nm EN EL LECTOR DE ELISA

CALCULAR LA CONCENTRACION DE PROTEINA
EN BASE A LA CURVA PATRON

FIGURA 14. DETERMINACION DE PROTEINA TOTAL
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9. METODO EXPERIMENTAL PARA EVALUAR GENOTOXICIDAD.

Para realizar el estudio genotdxico se llevd a cabo |Ia estrategia experimental

que se muestra en la Figura 15.

10. METODO DE SINTES|S NO PROGRAMADA DE ADN,.

El dafio genotéxico se determiné mediante el metodo de sintesis no
programada de ADN ©"®2 cyantificando Ia reincorporacién de timidina titriada (T°H)
al ADN. Este método se basa en el principio de que un compuesto genotéxico
provoca darios en el materia) genético y estos danos son reparados reincorporando
timidina. La reincorporacion de esté base es directamente proporcional al dafio
causado y para la cuantificacién se utilizé un contador de centelleo Beckman LS

6000 SC obteniendo los datos en desintegraciones por minuto (Figura 16).
11. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS:

Para los estudios in vitro se utilizé un sistema de bloqueds por tratamiento y
por animal mediante |a prueba de rango multiple de Tukey con un nivel de
significancia de p<0.05 empleando el paquete estadistico Statgraphics.

Todas las determinaciones fueron hechas por triplicado y se realizaron por lo

menos dos experimentos independientes en cada caso.




CULTIVAR LAS CELULAS
EN CAJAS DE 35 mm

RETIRAR EL MEDIO
Y LAVAR CON PBS

}

INCUBAR DURANTE 2 HORAS
@ 37°C, 5% CO,PARA FIJACION

-

INCUBAR UNA HORA

@ 37°C, 5% CO, D —

AGREGAR MEDIO FRESCO
CON DIETILNITROSAMINA

INCUBAR 4 HORAS

8 37°C, 5% CO,

» | RETIRAR EL MEDIO

POR ASPIRACION

AGREGAR MEDIO FRESCO
LIBRE DE SUERO
CON EL CAROTENOIDE

RETIRAR EL MEDIO
Y LAVAR CON PBS 2 VECES

FIGURA 15. METODO EXPERIMENTAL PARA EVALUAR GENOTOXICIDAD.




RECUPERAR LAS CELULAS
POR RASPADO

SONICAR 1 MINUTO

AGREGAR 0.5 ml DE SDS AL 5% TOMAR 40 pl DEL PAQUETE CELULAR
Y1mIDETCAAL 10 % PARA LA DETERMINACION DE PROTEINA TOTAL
MANTENER A 4 °C

L

o |

FILTRAR AL VACIO

l

LAVAR CON TCA AL 5%
- EN FRIO

l

COLOCAR EL FILTRO EN UN VIAL PARA CENTELLEO
Y AGREGAR 3 ml DE LIQUIDO DE CENTELLEO

LEER EN EL CONTADOR DE CENTELLEO

|

CORREGIR LOS RESULTADOS CON PROTEINA
I

FIGURA 16. METODO DE SINTESIS NO PROGRAMADA DE ADN
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X-RESULTADOS Y DISCUSION
1. CARACTERIZACION Y CUANTIFICACION DE CAROTENOIDES:

En la Figura 177;6 muestra‘el perfil cromatografico del extracto de carotenocides
de chile chilaca verde (Capsicum spp.). El pico “a” corresponde a una xantofila no
caracterizada en este estudio pero muy probablemente se trate de neoxantina o
violaxantina ®. El pico “b” corresponde a trans-luteina y el pico “c” corresponde a
trans-3-caroteno. La cuantificacién de los carotenoides se resume en el Cuadro 4.

Se observé que la luteina corresponde al 50% aproximadamente del total de las
areas mientras que el R-caroteno corresponde Unicamente al 12 %. Las
concentraciones fnolares encontradas de luteina y R-caroteno fueron 9.4 x10° M y
3.58 x10f M respectivamente. El total de xantofilas fue de 1.731 x10™* M eq. Iuteina y el
. total de carotenoides fue de 1.766 x10™* M. Siguiendo Ia misma metodologia, se obtuvo
del producto comercial donado por Bioquimex la presencia de trgns-lutel’na en 94% del
total de las areas y en una concentracién de 2.6 x 10* M lo cual corresponde a un
rendimiento total de 0.1856 mg de Iluteina / mg de muestra seca (18.56%). Este
rendimiento se encuentra muy cerca del reportado por el fabricante (20%). El

cromatograma se muestra en la Figura 18.
2. ESTUDIO CITOTOXICO:

En la segunda etapa del estudio se realizd, de manera preliminar, la curva
dosis-respuesta de la DEN en suspension de hepatocitos utilizando el método de
viabilidad celular de MTT. Previamente se optimizé el nimero de células necesarias
para realizar dicho estudio. Se encontré que se requieren 20,000 células viables por
pozo. En la Figura 19 se muestra la curva después de 6 horas de exposicion. Los datos
se presentan como porcentaje de viabilidad celular con respecto a la viabilidad de las
células control sin tratamiento. Se observé que la concentracion necesaria de DEN
para causar aproximadamente el 50% de muerte celular fue de 50 mM (p<0.05); con las

dosis de 10 mM y menores no se registraron efecto sobre la viabildad celular (p>0.05).

Estos resultados concuerdan con lo observado por otros autores ya que se ha




a = XANTOFILA (30-40%)

| ' b = LUTEINA (40-50%)

¢ =R-CAROTENO (10-12%)

FIGURA 17. PERFIL CROMATOGRAFICO

DE LOS CAROTENOIDES DE CHILE
CHILACA




CUADRO 4. PERFIL DE CAROTENOIDES DEL EXTRACTO DE
- CHILE CHILACA ( Capsicum spp.).

TRANS TRANS B-
XANTOFILA' LUTEINA CAROTENO
PICO 5 b .
| 'RE1TIEEI\JNC|)FI)8NDI(Emin) 1.2 | 15 9.3
% AREA | 38 50 12
CONC. pg/l 4.49X10" 5.35X10" 1.92x10°
CONC. MOLAR ‘ 7.9X10° 9.4X10° 3.58X10°

1. XANTOFILA NO CARACTERIZADA, PROBABLEMENTE NEOXANTINA O VIOLAXANTINA




FIGURA 18. CROMATOGRAMA DE LA

LUTEINA PURIFICADA DEL PRODUCTO
COMERCIAL.
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FIGURA 19. CURVA DOSIS RESPUESTA DE DEN EN HEPATOCITOS
EFECTO CITOTOXICO EN 6 HORAS DE EXPOSICION
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determinado que [as dia}quilnitrosamin‘afxs‘ no son hebatotéxicoé potentes en hepatocitos
aislados, debido posiblemente a que los niveles de P-450 en los hepatocitos se ven
altamente disminuidos ©.

Tomando como -base estos resuitados, se realizé la tercera etapa del estudio, la
cual consistio en determinar- el tie‘mpo de exposicidn necesario para que la DEN (50
mM) causara el 50% de muerte celular pero ahora en cultivo primario de hepatocitos.
En la Figura 20 se observa que el tiempo requerido para causar este efecto es de 10
horas de exposiciéon (p<0.05). Dicho resultado correlaciona tanto con el método de
MTT como por la determinacién de la concentracion de lactato deshidrogenasa
liberada como indicador de dafio a la integridad de la membrana celular.

En la cuarta etapa, se determinaron las concentraciones maximas de cada
carotenoide para ser utilizadas en el estudio. La insolubilidad dé los carotenoides en
agua hace indispensable la utilizacién de solventes organicos los cuales limitan las
concentraciones de los carotenoides en sistemas biolégicos. En el Cuadro 5 se
muestra el efecto de los vehiculos utilizados sobre la viabilidad celular; el THF para el
R-caroteno y el DMSO para la luteina y el extracto. Los datos concuerdan con Cooney
y col. (1993) ® quienes demuestran que a 0.5% v/v de dichos solventes no hay
toxicidad. El tetrahidrofurano ha sido encontrado como el mejor solvente para R-
caroteno en sistemas celulares tanto por su alta solubilidad como por la inocuidad del
solvente a concentraciones adecuadas ©.

En la Figura 21 se muestra que el R-caroteno en ‘concentracion de 100 uM
disminuye la viabilidad celular (p<0.05) debido posiblemente a la concentracion del
solvente utilizado como vehiculo ya que en este caso su presencia representa un alto
porcentaje (1.0%) en el medio de cultivo. Por otro lado, la concentracién de R-caroteno
de 50 pM fue inocua para los hepatocitos ya que no se registré disminucion en la
viabilidad celular (p>0.05) ademas de que el solvente utilizado en este caso se
encuentra en un porcentaje adecuado (0.5%) y fue bien tolerado por las células
(Cuadro 5). Debido a lo anteriormente observado, se utilizd dicha concentracion de §-
caroteno para los estudios in vitro.

En la Figura 22 se observan los resultados para luteina. En este caso la

concentracion de 10 uM no resultd. ser la adecuada para las células (p<0.05) debido

principalmente a la concentracion de DMSO requerido ( 3.5%) (Cuadro 5). La luteina
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FOURA 20, EFECTO DF DEN 50 il EN EPATOCITOS OF R

CELULAS EN CULTIVO CON 20 HORAS DE INCUBACION Y EXPUESTAS
A DEN 50 mM DURANTE 6, 8, 10 Y 12 HORAS. LOS DATOS SE .
MUESTRAN COMO PORCENTAJE DE VIABILIDAD CELULAR - ‘
DETERMINADA MEDIANTE EL METODO DE MTT.

a, b, ¢y d SIGNIFICAN DIFERENCIA ESTADISTICA SIGNIFICATIVA (p<0.05)




CUADRO 5. EFECTO DE LOS VEICULOS SOBRE L4 VIABILIDAD CELULAR
EN HEPATOCITOS DE RATA

THF
1% - 0.5% 0.1%
% VIABILIDAD 70-80 110-90 . 110-90
CELULAR
(100 uM) (50 uM) - (10 uM)
*LOS NUMEROS ENTRE PARENTESIS INDICAN LA CONCENTRACION DE B-CAROTENO QUE SE ENCONTRARIA DISUELTA EN
CONCENTRACION DE THF.
DMSO
3.5% 0.35%
% VIABILIDAD 30-40 " 110-90
CELULAR -
(10 um) (1 uM)

*LOS NUMEROS ENTRE PARENTESIS INDICAN LA CONCENTRACION DE LUTEINA QUE SE ENCONTRARIA DISUELTA EN
DICHA CONCENTRACION DE DMSO.
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FIGURA 21. EFECTO DEL TRANS B—dAROTENO SE)‘BRE

LA VIABILIDAD CELULAR DE HEPATOCITOS

CELULAS CON 2 HORAS DE INCUBACION Y EXPUESTAS A B-CAROTENO

A DIFEREN

TES CONCENTRACIONES DURANTE 10 HORAS

a 'y b SIGNIFICAN DIFERENCIA ESTADISTICA SIGNIFICATIVA (p<0.05)
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FIGURA 22. EFECTO DE TRANS LUTEINA'SOBRE’
LA VIABILIDAD CELULAR DE HEPATOCITOS

CELULAS CON 20 HORAS DE INCUBACION EXPUESTAS A LUTEINA A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DURANTE 10 HORAS

a'y b SIGNIFICAN DIFERENCIA ESTADISTICA SIGNIFICATIVA (p<0.05)




en una concentraciéon de 1 pM no provocd dafio a nivel de hviabilicijad celular y la
concentracién de DMSO ( 0.35%) fue bien tolerada por las células (p>0.05).

Para estudiar el efecto de la interaccion entre la DEN y cada carotenoide o el
_extracto por separado se siguieron dos estrategias (etapas 5 y 6)_. Por un lado se
-adminis,traron simultaneamente los dos compuestos y se observé que ninguno de los

carotenoides, o el extracto, interfirieron con el efecto citotéxico de la DEN 50 mM
debido a que la concentracion de lactato deshidrogenasa (LDH) libre fue semejante a
la liberada en presencia del toxico (Figura 23) (p<0.05). La determinacién de glutation
reducido (GSH) total (Figura 24) en presencia de la DEN no disminuyd
significativamente con respecto al control (p >0.05), probablemente debido a que la
nitrosamina no es capaz de generar lipoperoxidacion.

- La segunda estrategia fue preincubar durante una hora con cada uno de los
carotenoides o bien el extracto, lavar para eliminar trazas de los componentes
extracelulares y del solvente que pudieran interferir con el resultado, y exponer a la
nitrosamina. De manera similar que en el caso anterior, no se observo efecto sobre la
citotoxicidad de la DEN mediante la determinacion de la actividad enzimatica de la LDH
(Figura 25), ni se redujo el consumo de GSH total (p<0.05) (Figura 26).

Bajo las condiciones experimentales del estudio, se observd que la
dietilnitrosamina pro;/océ muerte celular solo a concentraciones altas (50 mM). Algunos
autoreé afirman que las nitrosaminas no son compuestos hepatotéxicos en hepatocitos
aislados debido a la baja actividad enzimatica de los sistemas P-450 después de ,
tiempos largos de incubacion ®. En este experimento no fue posible reducir el tiempo
de incubacién previa al tratamiento (20 horas) debido a que la dietilnitrosamina no
provocd muerte celular significativa en tiempos menores a 8-10 horas por lo que no se
podia realizar el experimento completo en un dia y se decidié desfasarlo en dos dias,
el primero para la obtencién y cultivo de los hepatocitos y el segundo para el estudio de
citotoxicidad, pero cabe mencionar que aun en los experimentos realizados el mismo
dia, con cultivos de 2 horas de incubacion, el efecto observado siguié el mismo
comportamiento. Los resultados obtenidos en esta etapa del estudio indican que los
carotenoides no son capaces de interferir con el dano provocado por la DEN (50 mM) a

nivel citotdxico debido probablemente a que el dafio causado a este nivel fue funcional

o estructuralmente irreversible. La relacidn nitrosamina-carotenoide fue de 1000:1 para
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FIGURA 23, EFECTO DE LOS CARQTENOIDES SOBRE EL DANO CITOTCXICO DF DEN 50 i
GUANTIFICACION DE LDH  (ADMINISTRACION SIMULTANEA

CELULAS CON 20 HORAS DE INCUBACION Y EXPUESTAS AL EFECTO DE DEN 50 mM Y CADA
CAROTENOIDE SIMULTANEAMENTE. LOS DATOS SE MUESTRAN COMO PORCENTAJE DE VIABILIDAD
CELULAR DETERMINADO COMO CONCENTRACION DE LDH LIBRE.

a y b SIGNIFICAN DIFERENCIA ESTADISTICA SIGNIFICATIVA (P<0.05)
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"~ FIGURA 24.EFECTO DE LOS CAROTENOIDES SOBRE EL DARO CITOTOXICO DE DEN 50 mi
CUANTIFIGACION DE GSH (ADMINISTRACION SIMULTANEA)

CELULAS CON 20 HORAS DE INCUBACION Y
EXPUESTAS AL EFECTO DE DEN 50 mM Y CADA
CAROTENOIDE SIMULTANEAMENTE. LOS DATOS SE
MUESTRAN COMO PORCENTAJE DE GSH TOTAL CON
RESPECTO AL CONTROL.

NO HAY DIFERENCIA ESTADISTICA SIGNIFICATIVA (P=>=0.05)
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FIGURA 25 EFECTO DE LOS CAROTENOIDES SOBRE EL DARO CITOTONICO DE DEN 50 i
- CUANTIFICACION OF LDH  (PREINCUBACION|

CELULAS CON 20 HORAS DE INCUBACION Y EXPUESTAS A
LA PREINCUBACION CON CADA CAROTENOIDE DURANTE 1
HORA Y POSTERIORMENTE A LA DEN DURANTE 10 HORAS.
LOS DATOS SE MUESTRAN COMO PORCENTAJE DE
VIABILIDAD CELULAR DETERMINADA MEDIANTE LA
CONCENTRACION DE LDH LIBRE.

ay b SIGNIFICAN DIFERENCIA ESTADISTICA SIGNIFICATIVA (P<0.05)
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IGUR 26,EFEGTO DE LOS CAROTENOIDES SOBRE L DAHO CITOTONIGO DE DEN 50 i
CUMNTIFICACION DE 63K (PREINCUBACION)

CELULAS CON 20 HORAS DE INCUBACION Y
EXPUESTAS A LA PREINCUBACION CON CADA
CAROTENOIDE DURANTE 1 HORA Y
POSTERIORMENTE A LA DEN 50 mM DURANTE 10
HORAS. LOS DATOS SE MUESTRAN COMO
PORCENTAJE DE GSH TOTAL CON RESPECTO AL
CONTROL.

NO HAY DIFERENCIA ESTADISTICA SIGNIFICATIVA (P>0.05)




el R-caroteno y de 1000:0.5 para la luteina lo que indica que se requieren megadosis
de nitrosamina para afectar la viabilidad celular y se debe considerar que posiblemente
a dosis menores que la Clsg el dafio provocado puede ser severo y tal vez irreversible.

Con respecto al bajo consumo de GSH en presencia del téxico los resultados

concuerdan con lo encontrado por otros autores ©® gquienes indican que las
nitrosaminas no afectan los niveles de GSH en sistemas celulares, posiblemente

®) sin embargo se sabe que las

debido a que no generan lipoperoxidacion
nitrosaminas producen un agente alquilante potente y el GSH actua preferentemente
sobre estos compuestos. Es posible que el resultado obtenido en este estudio se deba
mas al dano irreversible causado por la dosis utilizada de nitrosamina que a la

incapacidad del GSH para realizar su accion destoxificante en células funcionales.

3. ESTUDIO GENOTOXICO: -

En la Figura 27 se presenta la curva dosis-respuesta de la DEN (séptima etapa)
tomando como respuesta el pofcentaje de reincorporaciéon de T°H con respecto a
células control (sin tratamiento). Arbitrariamente se consideré como 100% el registro de
reincorporacion basal obtenido para el control.

- Se observa que con la concentracion de 50 mM utilizada en el estudio citotdxico
(CLso), el porciento de reincorporacion es muy cercano a cero, probablemente debido a
que los mecanismos enzimaticos celulé’r_es estan dafadds” en extréemo Y ya no son
capaces de responder. Lo mismo sucedié para las concentraciones de 10 mM y 50 uM
(subletales) las que mostraron niveles de reincorporacién similares al control pero en
este caso debido al dafio funcional o estructural provocado en los sistemas enzimaticos
de reparacién. A partir de las concentraciones de 10 uM, 5 uM y 2.5 uM se observé que
ya no hubo dano a nivel funcional ya que los sistemas enzimaticos de reparacidon
actuaron de acuerdo a lo esperado, por lo que se puede apreciar el efecto genotdxico
real causado por la DEN a estas concentraciones.

En la Figura 28 se muestra la misria clrva pero Unicamente después dé 4 horas
de exposicion y se observa claramente el efecto de la nitrosamina a altas

concentraciones (50 mM, 10 mM y 50 uM). Después de este tiempo, la DEN (10 uM)

fue capaz de causar 2.5 veces mas dano genotoxico con respecto a las células control,
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FIGURA 27. CURVA DOSIS-RESPUESTA DE DEN EN HEPATOCITOS
[EFECTO GENOTOXICO)

CELULAS CON DOS HORAS DE INCUBACION Y
EXPUESTAS A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE DEN
DURANTE 2, 4 Y 6 HORAS. LOS DATOS SE MUESTRAN
COMO PORCENTAJE DE REINCORPORACION DE
TIMIDINA MARCADA CON RESPECTO AL CONTROL.
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FIGURA 28. EFECTO GENOTOXICO DE DEN EN HEPATOCITOS
4 HORAS DE EXPOSICION

CELULAS CON DOS HORAS DE INCUBACION Y EXPUESTAS A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE DEN DURANTE 4 HORAS. LA RESPUESTA
OBSERVADA ES EL PORCENTAJE DE REINCORPORACION DE TIMIDINA
MARCADA-CON RESPECTO AL CONTROL.

a, b, ¢, dy e SIGNIFICAN DIFERENCIA ESTADISTICA SIGNIFICATIVA (0<0.05)
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la concentracién de 5 uM causé 2 veces més dafio y la concentracion de 2.5 pM
unicamente 1.3 veces mas (p<0.05). Los datos se resumen en el Cuadro 6 en donde se
observan los registros en DPM / pug de proteina y el porcentaje de reincorporaciéon de
T°H con respecto al control. Conforme la reincorporacién es mayor que la del control,
hay mayor dano a nivel genético. '

En la Figura 29 se observa que los carotenoides y sus respectivos vehiculos no
resultaron tener efecto genotédxico a las concentraciones probadas (octava etapa).

Se estudié el efecto de la interaccién entre los carotenoides y la DEN a
concentraciones 2.5 y 5 uM, preincubando una hora con el respectivo carotenoide. En
la Figura 30 se observa el efecto cuando se utilizé DEN 2.5 yM. El dafio provocado por
el téxico fue de aproximadamente 37%. Los carotenoides disminuyeron el dafio entre
30-37% ‘(p<0.0%), lo que significa que la inhibicién del efecto genotdxico fue casi
completa. Estos datos san muy importantes para la ciencia de los alimentos ya que
demuestran que compuestos presentes en la dieta, como son los carotenoides, pueden
anular el efecto toxico de las nitrosaminas presentes en alimentos procesados.

El efecto de la interaccién utilizando DEN (5 uM) se observa en la Figura 31, la
cual causd aproximadamente el doble del dafo genotdéxico con respecto al control
(p<0.05). El R-caroteno fue capaz de disminuirlo en un 30% (p<0.05)
aproximadamente y el extracto en un 40% (p<0.05).

La luteina no fue capaz de interferir en este sentido (p_>_0.05). En las mismas
Figuras 30 y 31 se observa que los vehiculos no alteraron el efecto genotéxico de la
DEN 25y 5 uM réspectivamente (p=>0.05), por lo que el efecto observado con los
carotenoides es real y significa que probablemente los carotenoides contribuyen a
disminuir la absorcién de la nitrosamina o evitar la formacién del metabolito final.

En el Cuadro 7 se resumen los resultados del efecto quimioprotector de los
carotenoides sobre la genotoxicidad de la DEN. Se observan los resultados como DPM
/ ug de proteina, % de dafo causado y % de inhibiciéon del dafo (proteccién). Es
probable que la razén por la cual la luteina no fue capaz de disminuir el dafio
provocado por la DEN (5 uM) pero si el causado por la concentracién de 2.5 uM, sea
un efecto de caracter dosis-dependiente. La relacién luteina:DEN fue de 1:2.5 en el
primer caso y de 1:5 en el segundo. El extracto de carotenoides se utilizé6 en base a su

contenido de luteina pero se debe recordar que ademas contenia otros carotenoides
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- CUADRO 6. DANO GENOTOXICO PROVOCADO POR
DIETILNITROSAMINA (DEN) EN 4 HORAS DE EXPOSICION

- % REINCORPORACION
TRATAMIENTO™  DPM/ug PROTEINA =~ CON RESPECTO AL CONTROL
CONTROL 20.39 100
DEN 50 mM , 0.534 2.6
DEN 10 mM 18.41 90.29
DEN 50 uM 19.30 94.65
DEN 10 uM 51.91 254.58
"~ DEN SpMP 37.51 - 183.96
| DEN2.5uM 26.29 - 128.96
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CELULAS CON DOS HORAS DE INCUBACION Y EXPUESTAS EN
CADA CASO A B-CAROTENO 50 uM, LUTEINA 1 uM Y EXTRACTO
1 uM EQ. A LUTEINA DURANTE 6 HORAS. LOS DATOS SE
MUESTRAN COMO PORCENTAJE DE REINCORPORACION DE
TIMIDINA MARCADA CON RESPECTO AL CONTROL.

LAS LETRAS MINUSCULAS SIGNIFICAN QUE NO HAY DIFERENCIA ESTADISTICA SIGNIFICATIVA (p>0.05)
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GAUSADO POR DEN 2.5 4 EN HEPATOGITOS

CELULAS CON DOS HORAS DE INCUBACION Y PREINCUBADAS
DURANTE 1 HORA CON CADA CAROTENOIDE. POSTERIORMENTE
EXPUESTAS A DEN 2.5 uM DURANTE 4 HORAS. LAS BARRAS DE THF
Y DMSO MUESTRAN EL EFECTO DE CADA SOLVENTE SOBRE EL
DANO PROVOCADO POR LA DEN A LOS PORCENTAJES SENALADOS.
LOS DATOS SE MUESTRAN COMO PORCENTAJE DE
REINCORPORACION DE TIMIDINA MARCADA CON RESPECTO AL
CONTROL.

a'y b SIGNIFICAN DIFERENCIA ESTADISTICA SIGNIFICATIVA (p<0.05)
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FIGURA 31 EFECTO DE L0S CARQTENOIDES SOBRE EL DAO GENOTOXICO
GAUSADO POR DEN & M EN HEPATOCITOS

CELULAS CON DOS HORAS DE INCUBACION Y PREINCUBADAS
DURANTE 1 HORA CON CADA CAROTENOIDE. POSTERIORMENTE
EXPUESTAS DURANTE 4 HORAS A DEN 5 uM. LAS BARRAS DE THF Y
DMSO MUESTRAN EL EFECTO DE CADA SOLVENTE SOBRE EL DANO
PROVOCADO POR LA DEN A LOS PORCENTAJES SENALADOS. LOS
DATOS SE MUESTRAN COMO PORCENTAJE DE REINCORPORACION DE
TIMIDINA MARCADA CON RESPECTO AL CONTROL.

a,b, ¢y d SIGNIFICAN DIFERENCIA ESTADISTICA SIGNIFICATIVA (p<0.05)
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(incluyendo f3-caroteno) en aproximadamente un 50%. Por otro lado’el R-caroteno se
agregd en una relacion 10:0.5 y 10:1 con respecto a las dosis empleadas de DEN.

El efecto genotoxico de la DEN sobre el metabolismo hepatico en células de
- mamifero fue anulado (100% de inhibicién del dafio) o disminuido hasta en un 40%,
dependiendo de la concentracién de dietilnitrosamina, en presencia de los
carotenoides utilizados, lo cual indica que los carotenoides inhiben la fase de iniciacion
neoplasica provocada por la dietilnitrosamina en hepatocitos de rata.

Dichos resultados concuerdan con lo observado por otros autores en diferentes
sistemas celulares y con otros agentes toxicos, como el efecto protector del R-caroteno
contra la generacion del intercambio de cromatidas hermanas en células de ovario de
hamster chino frente a especies reactivas de oxigeno “? o en células de mama de
ratén frente a dimetilbenzantraceno, dietilnitrosamina y metilnitrosourea ©.

Las concentraciones de DEN para causar dafio genotdxico obtenidas en este
estudio correlacionaron, en orden de magnitud, con las utilizadas por otros autores.
Pool y col (1990) * ®*@ encontraron que concentraciones de DEN entre 6.5 a 25 uM
causaron de 20-35% de dafo genotdxico mediante la cuantificacion de ruptura de
cadenas simples de ADN en hepatocitos de rata, hamster y cerdo. Loquet y col (1982)
@ encontraron que dosis entre 10-200 uM causaron una reduccién en la eficiencia de
clonacién de aproximadamente 50% en células transformadas.

Por otra parte, en otros estudios realizados con carotenoides, el orden de '
magnitud utilizado fue semejante al utilizado en la presente investigacion © " con
resultados favorables al reducir también el dafio de otros toxicos.

Extrapolar los resultados de pruebas in vitro a la situacioén in vivo no es facil ya
que se debe considerar que en un sistema in vivo existen muchos factores que afectan
la absorcion, distribucion, metabolismo y eliminacion de los compuestos dietéticos; sin
embargo, es una muy buena aproximacidén a lo que puede‘ suceder en la realidad,
sobre todo si se considera que las concentraciones del toxico utilizadas en el
estudio genotdxico son del orden de magnitud de las que se encuentran en el
organismo (debido a la acciébn de microorganismos y a las condiciones del tracto
gastrointestinal) o en alimentos ya que se ha analizado que la concentracion de
dietilnitrosamina en alimentos varia de 4.5 a 0.1 ppm dependiendo del tipo de alimento

® En el ser humano, el resevorio principal de carotenoides es el tejido adiposo con un




80-85% del total de los carotenoides y en el higado se almacenan del é-12%f en
musculo 2-3% y aproximadamente el 1% en suero. La concentracién en higado es de
aproximadamente 36 uM (10 ug / g de tejido) al considerar que la concentracion de
carotenoides en suero humano es de 1.5-3 pM (donde el R-caroteno constituye
aproximadamente del 15-30% y el 70-85% restante corresponde principalmente a o-
caroteno, licopeno, luteina y criptoxantina) ® ** ®?. Como puede observarse, las
concentraciones de los carotenoides y la nitrosamina estan acordes con las que se
encuentran tanto en alimentos como en el ser humano.

En los ultimos anos se han realizado diversos estudios en poblaciones humanas
para determinar el papel de los carotenoides como compuestos protectores contra la
incidencia de cancer en pulmén, eséfago, cavidad oral, faringe, estbmago, pancreas,
colon, recto, vejiga, cérvix, mama, ovario, préstata y piel ®. En alguno casos, las
evidencias indican que si existe un papel modulador de los carotenoides y en otros
casos no se observa diferencia significativa. Incluso se ha reportado casos en los que
se ha utilizado B-caroteno simultaneamente con vitamina A en megadosis como
complemento alimenticio en fumadores y ex-fumadores y los resultados han sido
desfavorables ya que la incidencia de cancer ha aumentado ®® debido a que dosis
altas de R-caroteno podrian ocacionar que actle como prooxidante. Esto indica que no
se puede generalizar el efecto de los carotenoides para todos los drganos, ademas de
que hay que considerar el uso de dosis adecuadas asi como la interaccion entre los
diferentes tipos de agentes protectores.

Lo anterior sugiere que los carotenoides son capaces de beneficiar al organismo
siempre y cuando se ingieran en dosis adecuadas como por ejemplo, las contenidas en
los alimentos. El abuso en el consumo de estos nutrimentos puede provocar resultados
indeseables.

El presente estudio proporcioné informacion cientifica original en las areas de
quimica y toxicologia de alimentos acerca de la toxicidad de la dietilnitrosamina, cuya
prevalencia en el medio ambiente y en alimentos esta bien documentada. Los datos
obtenidos sobre la capacidad de algunos carotenoides para disminuir el efecto
genotoxico de dicho compuesto en células de mamifero cuyo metabolismo es

semejante al humano, refuerzan el conocimiento de los posibles mecanismos de su

destoxificacion. Fue posible demostrar que un extracto de carotenoides, obtenido




directamente de un alimento, tiene esta capacidad. El haber utilizado_ como modelo una
variedad de chile verde de alto consumo en México, aporta conocimientos directamente
utilizables en la dieta popular.

Esta informacién puede ser aprovechada para reforzar, modificar o innovar
programas enfocados a la allmentamon humana en los que se consideren las
interacciones metabdlicas de los alimentos que puedan beneficiar al organismo.
Ademés, es posible impulsar la utilizacién de los carotenoides como pigmentos
naturales en alimentos de consumo humano ya que representan un gran potencial en
este sentido y han sido escasamente explotados, considerando su abundancia en la
naturaleza asi como su importancia biolégica y no solamente cosmética. Se puede
ademas enfocar su uso en allmentos procesados que contengan ‘txicos provenientes
de los aditivos o del procesamlento mismo, como son las nitrosaminas. Sin embargo se
debe considerar que los carotenoides son termolabiles de manera que se requiere un
manejo especial para su introduccion en alimentos procesados.

El conocimiento del efecto benéfico de los carotenoides en el organismo son sélo
una muestra del potencial que’tieheh los constituyentes naturales de la dieta frente a
compuestos toxicos, contaminantes del medio ambiente y los alimentos, incluyendo

aquellos que, como las nitrosaminas, son capaces de causar dafios tan severos como

lo es el cancer.
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XI- CONCLUSIONES

El perfil de carotenoides de chile chilaca (Capsicum spp.) presenta tres
carotenoides principales; luteina, R-caroteno y un tercer carotenoide,
probablemente neoxantina o violaxantina, en relacié6n de 50, 12 y 38%,

respectivamente.

En cultivo primario de hepatocitos, la concentracién necesaria de dietilnitrosamina
para provocar aproximadamente el 50% de muerte celular (CLsy) fue de 50 mM

después de 10 horas de exposicién.

Las concentraciones inocuas de los carotenoides utilizados fueron G-garoteno (50
pM), luteina (1 uM) y el extracto de chile chilaca (1 uM eq. Iuteina). La solubilidad
de los carotenoides obligd a utilizar solventes como el THF y el DMSO y esto limité
incrementar dichas concentraciones ya que provocaban dafo a celular y
posiblemente alteraban el mefabolismo del téxico. Una opcién seria concentrar mas
los carotenoides en la medida que su solubilidad en dichos solventes lo permita.

El dafo citotdxico de la DEN (50 mM) no se ve afectado por la presencia simultanea
o previa de luteina (1 uM), R-caroteno (50 pM) o} eI extracto de chlle (1 pM eq.

luteina) determinado mediante el paramento de V|ab|l|dad celular ) -

Las concentraciones de DEN requeridas para causar dafio genotéxico fueron de 10,
5y 2.5 uM registrandose 2.5, 2 y 1.3 veces mas el dafo con respecto al control
respectivamente. Las concentraciones subletales de 50 pM y 10 mM causaron dano
a nivel funcional y estructural en la células, la concentracion de 50 mM (CLsp)

provocé dario irreversible sobre la funcién y estructura celular.

El R-caroteno y el extracto fueron capaces de disminuir el dafio a material genético

causado por 5 uM de DEN en 30-40% y todos los carotenoides anularon el dafo

provocado por 2.5 uM de DEN.




-

e Se demostré que los carotenoides tienen el potencial de disminuir la capacidad
genotoxica de la dietilnitrosamina en células de mamifero mediante un
comportamiento dosis-dependiente, actuando como agentes protectores en el nivel

de iniciacion del proceso carcinogénico.

e Finalmente es importante resaltar que las concentraciones de carotenoides
utilizadas en este estudio son del orden de magnitud de las que se encuentran en el
organismo o en los alimentos, lo que indica que no es necesario utilizar megadosis
para obtener un efecto benéfico. Esto sugiere que es muy importante consumir una
dieta balanceada que proporcione estos nutrimentos al organismo en dosis
adecuadas y con esto se obtendran los beneficios de los carotenocides tanto

nutricionales como protectores.
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ANEXO 1




Capsicum spp. «

El chile es una planta clasificada dentro de la familia de la solanaceas,
perteneciente al género Capsicum @) Es una planta anual, cuitivada en zonas
templadas y perenne en zonas tropicales.

El género Capsicum es originario de América del Sur (de los Andes y de la
cuenca alta del Amazonas: Pery, Bolivia, Argentina y Brasil). La especie annuum se
aclimaté en México, donde actualmente existe la mayor diversidad de chiles. El chile
verde (Capsicum spp.) es el cultivo horticola més importante de México y el de
mayor consumo popular, especialmente en estado fresco; aunque también se
consume procesado. En México existe una gran variedad de chiles en cuanto a la
forma, color, sabor, tamario y pungencia ™.

El fruto del chile es una baya-vaina. Debe su color verde a la gran cantidad de
clorofila acumulada en las capas del pericarpio. Los frutos maduros toman color
amarillo o rojo debido a los pigmentos carotenoides. La pungencia es debida a los
compuestos capsaicinoides (capsaicina y dihidrocapsaicina), los cuales se
encuentran presentes en 0.05 a 0.33% en Capsicum annuum, y 0.35 a 0.85% en
Capsicum frutescens. Ademas se ha reportado que las especies de Capsicum
contienen glicoalcaloides tales como la solanina y solanidina. La composicion
quimica del chile es diferente de una variedad a otra y esta sujeta a las condiciones
climaticas, agronémicas y de cosecha. En el Cuadro 8 se observa la composicién
aproximada del chile para 100 g del mismo en estado fresco. Puede observarse que
el chile es una fuente de vitaminas y minerales, entre los mas importantes se
encuentran la vitamina Ay la vitamina C .

En cuanto a la distribucion de los carotenoides presentes en el chile, se
observa que el verde contiene una gran cantidad de luteina y p-caroteno, mientras -
que el rojo (maduro) debe su color principalmente a la capsantina. El contenido de

®3 En el Cuadro 9 se muestra la

pigméntos en el chile varia de 0.2 a 0.5%
distribucién de carotenoides en Capsicum annuum en dos estados de madurez. En
este estudio se utilizé un extracto de carotenoides obtenido de chile chilaca, el cual

pertenece a dicha especie.
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CUADRO 8. COMPOSICION QUIMICA DEL CHILE -
POR 100 g DE MATERIAL FRESCO.

COMPONENTES PRINCIPALES

AGUA 91.0g
HIDRATOS DE CARBONO 519
PROTEINAS 139
GRASAS 039
FIBRA 1.4 g
CENIZAS 09g

MINERALES

POTASIO
SODIO
CLORO
FOSFORO
AZUFRE
MAGNESIO
CALCIO
HIERRO
MANGANESO
COBRE
YODO

VITAMINAS

PRO-VITAMINA A 1,000 Ul

VITAMINA C 120 mg

VITAMINA B1 0.03 mg

VITAMINA B2 0.05mg

, VITAMINA B5 0.20 mg

- NIACINA 0.45mg

ADAPTADO DE: LOMELI (1987)
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CUADRO 9. DISTRIBUCION DE CAROTENOIDES EN CHILE
(Capsicum annuum) EN DOS ESTADOS DE MADUREZ.

r
CAROTENOIDE FRUTO VERDE ROJO MADURO
ng/ g peso seco % pg / g peso seco %
B-CAROTENO 54.9 24.0 271.8 15.4
\’ B-CRIPTOXANTINA 20.8 -~ 9.1 217.0 12.3
CRIPTOCAPSINA — B 90.0 5.1
LUTEINA 79.9 349  ee—— e
ANTERAXANTINA  ~—— ' 162.4 9.2
VIOLAXANTINA 33.8 14.8 125.3 71
CAPSANTINA — e 587.7 33.3
CAPSANTINA (56 EPOXIDO) ====== =m==m- 30.0 1.7
CAPSORRUBINA e e 181.7 10.3
NEOXANTINA 39.1 17.1 35.3 2.0
ZEAXANTINA - - 54.7 3.1
TOTAL 228.5 1755.9
)

ADAPTADO DE CAMARA'Y MONEGER (1978)







ANEXO 2




SOLUCIONES:
i. PERFUSION CON COLAGENASA.

s —

) Solucién base (10 X).: En 800 ml de agua bidestilada se disolvieron los
siguientes compuestos uno por uno: NaCl 80 g, KCI 4.0 g, NaH,PO, - H,0 0.780 g,
Na,HPO, " 7H,0 1.51 g, HEPES 23.8 g, rojo de fenol 0.06 g, NaHCOs 3.5 g. Se aforo
a 1 litro y se esterilizd a 15 Ib de presién durante 15 minutos. Se mantuvo en

refrigeracion.

SOLUCION DE GLUCOSA (10 X): Se disolvieron 9.0 g de glucosay 1.9 g de EGTA
en agua bidestilada, se aforé a 1 litro y se esterilizé a 10 Ib de presién durante 10

minutos. Se mantuvo en refrigeracion antes de su uso. -

SOLUCION DE CaCl; (10 X): Se disolvié 0.560 g de CaCl, en 100 ml de agua
bidestilada y se esteriliz6 a 15 Ib de presidén durante 15 minutos. Se mantuvo en

refrigeracion.

SOLUCION DE LAVADO (A) (1 L): En condiciones estériles, se tomaron 100 ml de
la solucién base, 100 ml de la solucién de glucosa, se ajustd el pH a 7.2 con NaOH 1
N estéril. Se mantuvo en refrigeracion. i
SOLUCION DE COLAGENASA (B) (1 L): En condiciones estériles, se tomaron 100
mi de Ia solucién base, 10 ml de la solucién de cloruro de calcio y se ajustd el pH a
7.2-7.4 con NaOH 1 N estéril. Se mantuvo en refrigeracién. El dia de uso se

agregaron 50 mg de colagenasa tipo VI.
ii. MEDIO DE CULTIVO.
Se disolvio el contenido de un frasco para 1 litro de medio Eagle modificado

por Dulbecco (Sigma D-6780) en 800 ml de agua grado HPLC, se agito sin calentar.

Se agregaron 3.7 g de bicarbonato de sodio grado cultivo de células, se agité hasta
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disolver. Se aford a 1 litro y se filtré al vacio en condiciones estériles. Se alicuotaron
y se ajustd el pH con CO, a través de agua y una trampa de algodoén estériles. Se
agregaron 150 ul de insulina (100 Ul / ml) y 200 ul de penicilina estreptomicina

(Sigma P-7539) a cada 100 ml de medio. Si el medio se iba a utiliza_r con suero,-se

agregaban 10 ml dé suero de bovino. Todo lo anterior se realizd bajo estrictas

condiciones de esterilidad. Se mantuvo a 4°C, protegido de la luz.
iii. SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (PBS).

Para una solucién 10 X se disolvieron en 800 ml de agua bidestilada los
siguientes reactivos uno por uno: NaH,PO, anhidro 2.3 g, Na,HPOQ,4 anhidro 11.5 g,
NaCl 90.0 g. Se ajustd el pH a 7.2-7.4 con NaOH 6 HCI 1 N. Se aforé a 1 litro y se

esterilizé a 15 Ib de presién durante 15 minutos. Se mantuvo en refrigeracién.
iv. SOLUCION PARA EL METODO DE MTT:

SOLUCION DE MTT: Solucion de 5 mg de MTT por ml de solucién en PBS o medio

de cultivo libre de suero.

SOLUCION DE DMSO-ETANOL: Se mezclé DMSO y etanol absoluto en partes

iguales.

v. SOLUCION MADRE DE DIETILNITROSAMINA: Se preparé una soluciéon 0.5 M

de dietilnitrosamina.
vi. SOLUCIONES DE CAROTENOIDES.

SOLUCION MADRE DE B-CAROTENO: Se preparé una solucion 10 mM de trans R-

caroteno en tetrahidrofurano.

SOLUCION MADRE DE LUTEINA: Solucién 260 uM de luteina extraida del producto

comercial en DMSO.
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SOLUCION MADRE DE EXTRACTO DE CAROTENOIDES: Soluciéon 173 uM de

extracto de carotenoides en DMSO.

vii. SOLUCIONES PARA EL ANALISIS DE GLUTATION REDUCIDO (GSH).

SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS Y EDTA (SPEB): Se disolvieron
12.0 g de fosfato de sodio monobasico y 1.47 g de EDTA. Se ajust6 el pH a 8.0 con

NaOH 1 N y se aforé a 1 litro con agua bidestilada.

SOLUCION DE ACIDO METAFOSFORICO al 25%: Se prepar6 el dia de uso. Se
disolvieron 2.5 g de acido metafosférico en 7.5 ml de agua bidestilada y se aforé a

10 ml totales.

SOLUCION DE ORTO-FTALDEHIDO: Se preparé el dia de uso. Se disolvieron 2.0

mg de orto-ftaldehido en 2 ml de metanol.

SOLUCION AMORTIGUADORA DE TRIS-HCI/KCI: Se prepard una solucidén de Tris
base 0.2 M. Se tomaron 25 ml de esta solucién y se afiadieron 33.7 ml de HC! 0.1 N
y1.148 g de KCI. Se ajusté el pH a 7.2 con HCI 6 KOH 1 N. Se aforé a 100 mil.

viii. SOLUCIONES PARA EL ANALISIS GENOTOXICO.
SOLUCION DE ACIDO TRICLORO ACETICO AL 10 % P/V.
SOLUCION DE ACIDO TRICLORO ACETICO AL § % P/V.

SOLUCION DE SDS AL 1 % P/V.

ix. SOLUCION DE BRADFORD PARA LA DETERMINACION
DE PROTEINA TOTAL.

Se disolvieron 100 mg del reactivo Coomassie Azul Brillante G-250 en 50 ml

de etanol al 95%. Se agregaron 100 ml de una solucién de acido fosforico al 85%




(p/v). Se afor6 a 1 litro. Las concentraciones finales. del reactivo fueron: 0.01% (pV)
del reactivo Coomassie Azul Brillante, 4.7% (p/v) de etanol y 8.5 % (p/v) de &cido

fostarico
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