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1-RESUMEN 

Los carotenoides han sido considerados como nutrientes especiales dado que 

poseen diferentes capacidades a nivel biológico,· principalmente actuando como 

antioxidantes naturales y de esta forma protegen al organismo contra el efecto de 

diversos tóxicos. La falta de conocimientos acerca de la utilización de los 

carotenoides en el cuerpo humano ha impedido su completo aprovechamiento. Por 

otro lado, también en la dieta se encuentran diferentes tóxicos, 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), tóxico 

presente en algunos alimentos como los embutidos y los quesos madurados, la cual 

produce daños a nivel genético y es considerada como un potente iniciador de 

procesos carcinogénicos; y el segundo un extracto de carotenoides de chile así 

como sus principales componentes puros (Qi-caroteno y luteína). Los carotenoides 

fueron extraídos mediante el método de la AOAC (1990) y analizados mediante 

cromatografía de líquidos de alta resolución. El sistema biológico utilizado fue el 

cultivo primario de hepatocitos de ratas Wistar macho (250 a 350 g) que fueron 

sometidos a· una perfusión hepática in situ con colagenasa. Las células fueron 

sembradas en placas de 96 pozos para el estudio de viabilidad celular mediante el 

método de MTI, o en cajas de 35 mm para el estudio citotóxico y genotóxico. El 

estudio citotóxico se determinó mediante la cuantificación de lactato deshidrogenasa 

libre y el total de glutatión reducido. El-estudio genotóxico se llevó a cabo mediante 

el método de síntesis no programada de ADN. El perfil cromatográfico del extracto 

de chile reveló que contiene principalmente luteína en 50%, trans Qi-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 requirió una concentración de 50 mM de DEN para 

causar 50% de muerte celular (CL50) en 1 O horas (p<0.05). Se determinaron las 

concentraciones de los carotenoides las cuales no dañaron a las células y fueron de 

50 µM para Qi-caroteno, 1 µM para luteína y el extracto de 1 µM equivalente de 

luteína. Los resultados del estudio citotóxico demostraron que la toxicidad de la 
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nitrosamina (50 mM) no se ve afectada por la presencia previa o simultáne-a de P.i­

caroteno, luteína o el extracto (p.:::_0.05). Al realizar el estudio genotóxico se observó 

que la DEN a. concentraciones de 1 O , 5 y 2.5 µM causó 2.5, 2.0 y 1.3 veces más 

daño genotóxico respectivamente al compararlas con el ~control (p<0.05). Los 

earotenoides fueron capaces de evitar el daño causado por DEN 2.5 µM (p<0.05) y 

disminuir la genotoxicidad de la DEN 5 µM en 30-40% (excepto la luteína) (p<0.05). 

Estos resultados demuestran que, bajo las condiciones experimentales del estudio 

citotóxico, la dietilnitrosamina no se comportó como un agente hepatotóxico ya ·que 

no se observó disminución de la viabilidad celular sino hasta que se utilizó una 

concentración alta (50 mM) la cual provocó el 50% de muerte. Sin embargo si es un 

agente genotóxico potente como se observó en el estudio a nivel genético, ya que se 

requirieron concentraciones micromotares para dañar de manera significativa al ADN 

con respecto al control (p<0.05). El P.i-caroteno, Ja luteína y el extracto de 

carotenoides no ejerci~ron efecto sobre el daño citotóxico causado por la 

dietilnitrosamina pero si mostraron tener la capacidad de disminuir el daño al 

material genético causado por dicho tóxico, lo cual indica que de cierta forma 

inhiben la etapa de iniciación carcinogénica provocada por la nitrosa.mina. Los datos 

obtenidos sugieren que los carotenoides son capaces de proteger a las células 

hepáticas contra el daño de las nitrosa.minas comunmente presentes en alimentos, 

mediante un comportamiento dependiente de la dosis. 
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11-INTRODUCCION 

El ser humano está expuesto irremediablemente a un gran número de 

compuestos tóxicos, de diferente procedencia y naturaleza, que se encuentran 

-- ampliamente distribuidos en el medio ambiente. Los alimentos no son la excepción 

ya que contienen un sinnúmero de compuestos tóxicos, algunos potencialmente 

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 tóxicos 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 cárnicos 

contienen diferentes clases de aditivos que son indispensables para que el producto 

se ·mantenga en óptimas condiciones fisicoquímicas, sensoriales y con la calidad 

microbiológica que se requiere. Esto se logra mediante la adición de sales de nitrito; 

sin embargo, bajo las condiciones de procesado (cocción, secado, etc.) y a pH 

ácidos, reaccionan con aminas para dar lugar a la formación de nitrosaminas. Estos 

compuestos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza: a. en el agua, 

debido al uso de fertilizantes químicos 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 <
1>; c. en subproductos de la 

industria y en el humo de cigarro. Su capacidad para producir alteraciones a nivel 

molecular ha sido estudiada mediante diferentes mecanismos <
2

• 
3

' 
4

>_ Las 

nitrosaminas son compuestos metabolizados principalmente en el hígado y se 

consideran hepatotóxicos y organotrópicos. El mecanismo de acción de dichos 

compuestos es bien conocido ya que actúan como iniciadores de procesos 

cancerígenos en más de 40 especies del reino animal incluyendo al hombre <
1>. 

Por otro lado, en estudios epidemiológicos utilizando poblaciones humanas de 

diferentes localizaciones geográficas y costumbres dietéticas han sugerido que los 

constituyentes de los alimentos juegan un papel modulador importante en la 

incidencia de algunos tipos de cáncer <
5

>_ Los alimentos naturales, en su mayoría 

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

de diversos agentes tóxicos. Se pueden señalar compuestos como la vitamina C, la 
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vitamina E, la vitamina A, los carotenoides, las isoflavonas, los taninos, las 

quinonas, los compuestos fenólicos, el selenio, los niveles de grasa (saturada y 

poliinsaturada), entre otros<ªl. 

Recientemente se ha incrementado la atención hacia dichos moduladores de 

carcinogénesis de origen dietético, llevándose a cabo gran número de estudios con 

animales para evaluar su efecto. En muchos casos los hallazgos obtenidos de los 

estudios epidemiológicos son consistentes con los obtenidos a partir de los estudios 

con animales. Las guías para reducir el riesgo de ciertos tipos de cáncer 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 inhibición universal contra 

todos .los _tipos de cáncer. Como el cáncer es una enfermedad multietapas muy 

complicada, afectada por una gran variedad de factores los cuales aún están 

relativamente escondidos, no es posible lograr una completa quimioprotección <5l. 

En los últimos años se ha progresado en la comprensión de los mecanismos 

básicos mediante los cuales algunos constituyentes dietéticos inhiben o 

promueven el cáncer, sin embargo, no ha sido posible aún evaluar el potencial de 

un compuesto dado en términos de afección en humanos en varios órganos o bajo 

diferentes regímenes de exposición. 

Los constituyentes dietéticos pueden reducir la iniciación del proceso de 

malignidad gracias a la inhibición de la formación del carcinógeno final mediante la 

... alteración del balance de activación o mediante las rutas de destoxificación 

bioquímica del procarcinógeno. Esto se puede lograr a través del bloqueo directo o 

reduciendo el daño al ADN en las células blanco. Otros compuestos actúan como 

antipromotores y son capaces de interferir con el desarrollo del cáncer en estados 

subsecuentes a la iniciación. Existen evidencias que indican que algunos 

compuestos, principalmente con capacidad antioxidante, pueden interaccionar con 

tó;icos disminuyendo r:r. ª· 9
' 

10
· 

11
· 

12
· 

13l o aumentando <
14l el efecto nocivo de dichos 

compuestos. 

Entre los compuestos que poseen dichas propiedades se encuentran los 

carotenoides (carotenos y xantofilas). El r?i-caroteno se encuentra en grandes 

concentraciones en vegetales amarillos, naranja y verdes (especialmente calabazas 

y zanahorias) y es el principal precursor de la vitamina Arr· 15l. Varios estudios 
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epidemiológicos han demostrado que existe una relación inversa entre el consumo 

de í.S-caroteno y la incidencia de algunos tipos de cáncer como el de pulmón, 

estómago, colon, próstata y cervix <
11

· 
12>. También existen evidencias de que todos 

los carotenoides poseen dicho potencial- protector o modulador, independientemente 

de su capacidad como precursores de la vitamina A, es decir que no se requiere que 

un carotenoide sea nutricionalmente activo para ejercer una acción protectora (1. ª>. 

En este trabajo se determinó el efecto del extracto de carotenoides del chile 

chilaca así como el efecto de sus dos carotenoides principales puros, luteína y ~­

caroteno, contra el daño citotóxico y genotóxico provocado por la dietilnitrosamina a 

células hepáticas 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 biológica de sus constituyentes. Es necesario impulsar el estudio de los 

tóxicos a los que se enfrenta el mexicano y la forma más adecuada de aminorar sus 

consecuencias, probablemente mediante el aprovechamiento de los beneficios de la 

dieta como es el caso de los carotenoides. 
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111-ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS 

A. CAROTENOIDES 

1. DEFINICION 

Los carotenoides son isoprenoides o tetraterpenos con 40 átomos 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 11-caroteno); 

b. las xantofilas, las cuales contienen oxígeno (por ejemplo la luteína y la 

zeaxantina); y c. conjugados con azúcares y otras moléculas (T.ª· 15
> (Figura 1 ). De los 

aproximadamente 600 carotenoides naturales completamente caracterizados, menos 

del 10% son precursores de la vitamina A en mamíferos. 

Los carotenoides más abundantes en la naturaleza, como la fucoxantina, 

neoxantina y violaxantina, son nutricionalmente inactivos. El principal carotenoide 

provitamina A en mamíferos es el 11-caroteno seguido de la 11-criptoxantina y el a.­

caroteno. 

2. HISTORIA 

Los estudios acerca de estos pigmentos comenzaron en el siglo XIX, cuando 

en 1831 se aisló 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 sabía que 

se trataba de una extensa familia de compuestos <
1
7). 

En 1913, McCollum y Davis publicaron la existencia de un factor liposoluble en 

la dieta que promovía el crecimiento en ratas. Posteriormente se le dio el nombre de 

vitamina A y se observó que prevenía la ceguera nocturna y promovía la 

diferenciación celular. En 1930, Karrer y colaboradores determinaron la estructura 

del ~-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 <
1
7). 
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a-CAROTENO 

J3-CAROTENO 

,OH 

HO 

LUTEINA 

OH 

HO 

ZEAXANTINA 

FIGURA 1. ESTRUCTURA MOLECULAR DE CAROTENOIDES 
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3. METABOLISMO 

Entre 1928 y 1929,. Euler y Moore demostraron que el r?i-caroteno es 

precursor de la vitamina A en mamíferos. Surgieron dos hipótesis al respecto: 

a. El r?i-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 vla la 

formación de r?i-apo-carotenales en serie (15>. 

El rompimiento del r?i-caroteno para formar moléculas de vitamina A es un 

proceso que requiere de oxígeno y el retina! es el producto primario de la reacción 

(Figura 2). La interconversión de retina! a retino! se lleva a cabo gracias a la 

presencia de alcohol deshidrogenasas dependientes de NAO. La enzima 

responsable de generar esta reacción se· encuentra en la fracción citoplasmática de · 

células de intestino e hígado y es una oxigenasa (15>. Los hallazgos encontrados 

hacían suponer que el rompimiento del r?i-caroteno era central, produciendo dos 

moléculas de retina! (15
· 

19
·l. 

Otros estudios han demostrado que la conversión de r?i-caroteno a vitamina A 

disminuye inversamente a la ingesta del carotenoide, dicha disminución depende de 

la dosis, observándose con dosis de hasta uno o dos veces veces los requerimientos 

diarios. La disminución en la biopotencia del r?i-caroteno sigue una ciniética tipo 

Michaelis-Menten. Basados en la invetigación del metabolismo de carotenoides, se 

ha propuesto una guía de conversión de r?i-caroteno a retino! (Cuadro 1 ). 

Para r?i-caroteno disuelto en soluciones oleosas, el factor de conversión es de 

1 :3.33 (una molécula de retino! producida por 3.33 moléculas de r?i-caroteno 

ingerido) es el adecuado para un intervalo de 1,500 a 4,000 µg de ~-caroteno. Para 

dosis mayores, el factor disminuye de acuerdo a los resultados encontrados con 

animales de laboratorio. Para r?i-caroteno en vegetales, se debe considerar un factor 

de conversión de 1 :6.0 para ingestas de 1,500-4,000 µg de ~-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?i-caroteno corresponde al intervalo de 1 a 1 O veces 

el requerimiento diario de vitamina A, el r?i-caroteno es completamente absorbido y 
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FIGURA 2. RUTA METABOLICA DEL J3-CAROTENO. 

ADAPTADO DE: OLSON (1989) 
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r-~---------------

CUADRO 1. CONVERSION DE LA INGESTA 

DE B-CAROTENO A RETINOL. 

INGESTA DE B-CAROTENO (µg) RETINOL (µg) 

DE ~-CAROTENO DE ~-CAROTENO 

EN SOLUCION OLEOSA EN VEGETALES 

1,500 1.87 µg < 6.0 µg 

1,500-4,000 3.33 µg 6.0 µg 

> 4,000 > 3.33 µg > 6.0 µg 

ADAPTADO DE: PALLETYYOUNG (1993) 

11BLIDTECA CENTRA!. 
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transformado a vitamina~ A con una relación de una molécula de r.,-caroteno por 

molécula de retinol <
15>. La FAO/OMS (1965), recomendó que, en ausencia de datos 

más específicos para alimentos, la biodisponibilidad del r.,-caroteno deberá ser 

considerada como un tercio, y la eficiencia de conversión en el cuerpo como la mitad 

del r.i-caroteno disponible; por lo tanto, la eficiencia de utilización del r.,-caroteno por 

el ser humano se considera como un sexto; es decir que 1 µg de 11-caroteno en la 

dieta tiene la actividad biológica de 0.167 µg de retinol. Por el contrario, si el r.,­

caroteno se encuentra disuelto en grasa o aceite, entonces se considera que 1 µg 

de r.,-caroteno corresponde a la actividad biológica de 0.3 µg de retino! según 

IUPAC. En el Cuadro 2 se muestra el contenido de carotenoides en algunos 

alimentos <2º>. Para otros carotenoides el factor de conversión a retino! ~s de 12, es 

decir 12 µg de carotenoides corresponden a 1 equivalente de retTnol. Se considera 

que 1 equivalente de retinol es igual a 1 µg de vitamina A y es aproximadamente la 

tercera parte de 1 unidad internacional de retinol. 

Se ha demostrado que el mecanismo de regulación para la absorción y la 

transformación de 11-caroteno a nivel celular es el transporte pasivo a través de la 

membrana citoplasmática y, una vez dentro, sigue un proceso enzimático regulado, 

así que el 11-caroteno excedente es re-excretado al intestino <
13

• 
21>. Los carotenoides 

y los retinoides se almacenan principalmente en el tejido adiposo y en el hígado (80-

85 y 8-12% respectivamente) <22
• 

23>. 
1: 

4. CAPACIDAD BIOLOGICA DE LOS CAROTENOIDES. 

Los carotenoides son sintetizados exclusivamente por organismos 

fotosintéticos <
1

7>, en estos organismos, su función principal es la de proteger contra 

la fotosensibilización <24>. Estos pigmentos proveen un amplio intervalo de color, 

desde el amarillo claro hasta el rojo obscuro. Cuando se encuentran acomplejados 

con proteínas se aprecian tonos verdes o azules<1
7). 

En mamíferos, los carotenoides cumplen con diversas funciones como son: 

actuar como precursores de la vitamina A, fotoprotección, atrapar radicales libres, 

mejorar la respuesta inmunológica, entre otras. De especial interés es su actividad 

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

- - - - - - - - --, 
1 ALIMENTO CONTENIDO DE CAROTENOIDES 

1 
(mg / 100 g) 1 

CARNES 0.04 
1 

1 PESCADO 0.07 

HUEVO 0.01-0.15 
1 

1 MANTEQUILLA 0.07-0.43 

QUESO 0.07-0.71 

1 
1 

LECHE DE VACA 0.01-0.06 

FRIJOL 0.3-0.5 

1 
1 

BROCOLI 2.5 

CALABAZA 0.3 

1 
1 

ZANAHORIA 2.85-7.0 

PAPAS 6.4 

1 
1 

ESPINACA 6.0 

JITOMATE 6.4 

1 
1 

MANZANA 0.01-0.03 

PLATANO 0.03-0.22 

1 
NARANJA 0.05-0.1 1 

-- - - - - - - -
ADAPTADO DE: BRIVIVA Y SIES (1994) 
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anticarcinogénica tanfo en ?-istemas celulares como en individuos completos '15
l. Los 

efectos de los carotenoides sobre las células se muestran·en la Figura 3 <
11
l. 

5. CAROTENOIDES COMO ANTIOXIDANTES: MECANISMOS DE ACCION. 

Numerosos estudios epidemiológicos han demostrado la función 

anticancerígena de los carotenoides y de la Vitamina A <
5

• 
25

' 
26

i. En dichos estudios 

epidemiológicos y en estudios de laboratorio con animales o cultivo de órganos y 

células se ha observado que no es necesario que los carotenoides tengan función 

de provitamina A para ser capaces de ejercer su acción 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 -

fotosensibilización (UV) y contra agentes químicos los cuales son capaces de causar 

cáncer'ª· 27
· 

2ªl. Sin embargo, el efecto de los carotenoides no es siempre benéfico. 

Se ha observado que el ~-caroteno es capaz de potenciar el efecto genotóxico de la 

aflatoxina 81 en hepatocitos '14
l, así como incrementar los niveles de peróxidos en 

plasma e hígado de rata <
29

l. Debido a resultados como los mencionados, existe 

controversia para poder atribuir con precisión los efectos protectores de los 

carotenoides. En este sentido es muy impo"rtante considerar que, si bien los 

carotenoides poseen capacidad protectora, n.o hay que perdel ·ae vista que bajo 

determinadas circunstancias pueden actuar de manera contraria, de tal manera que 

es muy importante definir tanto las situaciones en las que actúan como protectores 

como aquéllas en las que realizan la función contraria. 

Se define como antioxidante biológico a aquel compuesto que protege un 

sistema biológico contra los efectos dañinos de reacciones que puedan causar 

oxidaciones excesivas <
29

l. 

Entre los mecanismos antioxidantes se encuentran la desactivación de 

especies electrónicamente activadas como el oxígeno singulete y de especies 

químicas reactivas como los ·radicales peroxilos y alquilas 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 oxígeno reactivo generados en las células como 

resultado de los procesos metabólicos o la exposición a xenobióticos (
29>. 

Se ha sugerido que el potencial quimioprotector y antigenotóxico de los 

carotenoides podría relacionarse con su actividad antioxidante, pero posiblemente 

intervengan otros mecanismos tales como las interacciones entre los antioxidantes a 

nivel celular (29>. Uno de los carotenoides más abundantes e importantes para el 

hombre es el 11-caroteno (por ser el principal precursor de la vitamina A), sobre el 

cual se han realizado un gran número de estudios para tratar de discernir el 

mecanismo por el cual es capaz de ejercer su acción quimioprotectora en sistemas 

biológicos. 

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

se dividen básicamente en cuatro grupos(3º>. 

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

poco bioactivos. 

* Radicales de oxígeno o hidróxido: 

-o· , HO. , 0
2

· · , H
2
0" 

;· .. ; ... ~-

*Radicales análogos: Ro
2

· (R=grupo alquilo u otro) 

* Radicales de residuos de aminoácidos, tales .como el radical tirosil y el radical 

cisteinil encontrados en proteínas. 

* Radicales intermediarios de substratos como metano o alcohol 

Los agentes carcinógenos, al ser metabolizados, pueden generar uno o varios 

tipos de radicales libres y de esta forma reaccionar con moléculas como el 11-

caroteno o con macromoléculas del organismo y causar daño. 

Se sabe que el 11-caroteno es un antioxidante natural y se ha tenido 

considerable interés en elucidar cómo, gracias a dicho mecanismo, es capaz de 
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ejercer su acción protectora en ststemas biológJ~os. La efectividad del 11-caroteno 

como inactivador de radicales libres se ha demostrado ampliamente, sin embargo, la 

importancia de esta capacidad en mamíferos es incierta. Por esta razón se ha 

incrementado el interés de demostrar la posibiHdad de que el r!,-caroteno posea la 

habilidad de reaccionar directamente con los radicales peróxidos involucrados en la 

lipoperoxidación <
31>: 

El 11-caroteno posee un sistema de dobles enlaces conjugados en su molécula 

que le imparte características pro-oxidantes, haciéndolo muy susceptible al ataque 

de radicales peróxido. 

Los mecanismos de acción antioxidante propuestos para el r!,-caroteno, y por 

consiguiente para otros carotenoides se comentan a continuación: 

El radical resultante (1) reacciona rápida y reversiblemente con el oxígeno 

para formar una nueva cadena acarreadora de radical peróxido: 

r!,-caroteno + Roo· r!,-car· ( 1 ) 

r1-car· + O 
2 

P.,-caro· (2) 

En este punto, el 11-caroteno sufre una rápida autooxidación_. Sin embargo, 

este mecanismo dépende de la presión parcial de oxígeno como, resultado de la 

reversibilidad de la reacción (2) ya que el radical 11-car· se estabiliza por resonancia, 

así que cuando la presión parcial de oxígeno es muy baja o disminuye, el equilibrio 

de la reacción se desplaza hacia la izquierda y por consecuencia se produce menor 

concentración de radicales peróxido y por lo tanto reduce la capacidad de 

autooxidación del sistema. 

La reactividad del 11-caroteno frente a radicales peróxidos y la estabilidad del 

radical 11-car· resultante son imprescindibles para la capacidad autoxidativa de la 

molécula ya que, en primer lugar, la reactividad del 11-caroteno significa que posee el 

potencial de competir, aún cuando se encuentre en baja concentración, por radicales 

peróxido derivados de otras moléculas lipídicas. En segundo lugar, la estabilidad del 

radical 11-car· producido significa que a presiones parciales bajas de oxígeno dicho 

radical predominará sobre la cadena acarreadora de radical peróxido (11-car-o·) y de 
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-

esta manera, el radical 13,-car· puede ser eliminado del sistema al r~_accionar con otro 

radical peróxido libre: 

n,-car" + Roo· productos inactivos. 

Esta reacción es más rápida que la reacción de terminación peróxido­

peróxido. En los tejidos de mamíferos, la presión parcial de oxígeno es muy baja, por 

lo que el 13,-caróteno tiene el potencial de actuar como un antioxidante bloqueador de 

las reacciones de peroxidación de lípidos, complementado con el papel de la 

vitamina E. 

Es importante notar que la capacidad poco común del 13,-caroteno como 
-

antioxidante bloqueador de la cadena de peroxidación de lípidos puede ser exhibida 

por otros sistemas que contengan dobles enlaces conjugados, por lo que se 

esperaría que otros carotenoides, incluso compuestos retinoides, presentaran dicha 

propiedad. 

Mediante este mismo mecanismo, el l?i-caroteno es capaz de atrapar e 

inactivar radicales libres que de una u otra forma entran en el organismo derivados 

de especies químicas reactivas o del efecto de la fotosensibilización originada por la 

luz UV <
32>. 

El ~-caroteno reacciona más eficazmente contra ciertos tipos de radicales 

libres que el a.-tocoferol > propilgalato > triptofano > glutatión. Existe una diferencia J. 

de 100 veces entre el primero y el último <
33>. 

6. PROMOCION DE LA RESPUESTA INMUNOLOGICA 

La respuesta inmune es requerida contra la patogenicidad de organismos 

infecciosos, pero otra función es la de prevenir enfermedades crónicas como es el 

cáncer. Varias células del sistema inmune son capaces de inhibir células tumorales. 

El l?i-caroteno puede tener un efecto en la respuesta inmune independiente de 

su actividad como provitamina A. El l?i-caroteno y otros carotenoides (con o sin 

actividad de provitamina A) con nueve o más dobles enlaces conjugados pueden 

promover la función inmune ya que son capaces de secuestrar especies oxigenadas 
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reactivas y otros radj~ales libres. La vitamina A, en contraste, no puede secuestrar a 

este tipo de compuestos y es relativamente un antioxidante pobre <
34>, aún cuando sí 

es capaz de ·promover la respuesta inmune (35). Durante la respuesta inmune, 

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

moléculas oxigenadas reactivas por ciertas células de la sangre (neutrófilos 

principalmente) para combatir a los microorganismos. En este caso, los radicales 

libres son benéficos, sin embargo, si son sobreproducidos pueden causar daño 

celular en los tejidos corporales <
35>. 

Las células involucradas en la generación de una respuesta inmune específica 

pueden también ser afectadas por radicales libres de otra procedencia. Algunos 

informes preliminares comparan la actividad del P->-caroteno y de 19 vitamina A, y 

muestran que ambos nutrientes previenen la involución inducida por el estrés del 

timo y aumenta el número de linfocitos circulantes. También se ha observado eierta 

protección para los macrófagos ya que el P->-caroteno y la cantaxantina inhiben la 

pérdida de receptores de membrana y el número de células T se incrementa 

considerablemente. Por otro lado, se ha demostrado que los carotenoides tienen 

efecto protector contra procesos cancerígenos <
35

> (Figura· 4). 

7. OTRAS FUNCIONES 

Adicionalmente a los mecanismos descritos·, se harí observado otros efectos 

provocados por la acción de los carotenoides tales como la modulación de sistemas 

enzimáticos P-450 <
37

• 
38>, lo cual sugiere que los carotenoides son capaces .de 

modificar la activación metabólica de algunos compuestos tóxicos. 

Otro mecanismo de acción es la capacidad de diferentes carotenoides para 

promover la comunicación intercelular (gap), observación efectuada a partir de 

estudios in vitro . Este tipo de comunicación célula-célula puede restringir la 

expansión clona! de células dañadas. 

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

los carotenoides y no se le atribuyen a la acción de la vitamina A (7. 
8

• 1
1

· 1
2>. 
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8. TOXICIDAD DE CAROTENOIDES. 

La falta de carotenoides provitamina A en el organismo puede contribuir a la 

deficiencia de dicha vitamina, lo cual produce efectos adversos en el crecimiento y el -

desarrollo, la reproducción y la resistencia 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 <
1

7). La dosis diaria 

recomendada de vitamina A es de 1250 a 2500 UI (757 eq. de retino!) en niños 

menores de 4 años, de 2500 a 5000 (1515 eq. de retinol) en niños mayores de 4 

años y adultos y de 5000 a 8000 (2424 eq. de retino!) en mujeres embarazadas y en 

lactancia. 

La Organización Mundial de la Salud ha autorizado la fortificación 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 UI cada 3 a 6 meses para 

maximizar la concentración de la vitamina en el hígado. Esta acción se considera 

segura y tiene como objetivo principal el de prevenir la seroftalmia. 

Sin embargo, con dosis únicas de 100,000 µg de vitamina A en infantes y 

600,000 µg en~ adultos se ha observado hipervitaminosis A aguda. La 

hipervitaminosis A crónica se ha reportado con dosis de 10,000 µgal día en infantes 

y con dosis de 50,000 µg al día en adultos. La hipervitaminosis A presenta efectos 

nocivos ya que se ha observado que predispone a hepatitis viral, cirrosis y 

sensibilización hepática. Puede actuar como un agente teratogénico o embriotóxico 

si se administra en exceso a mujeres embarazadas. En estudios de prevención de 

ciertos tipos de cáncer se ha observado que megadosis de vitamina A sola o eh 

combinación con J3-caroteno pueden incrementar la incidencia de cáncer de pulmón 
(17, 69) 

El exceso en consumo de carotenoides no genera forzosamente una alta 

concentración de vitamina A en los tejidos y no provoca hipervitaminosis A aunque si 

se observa que el nivel de retino! sanguíneo aumenta. 

Al exceso de carotenoides en el organismo se le llama hipercarotenemia y sus 

efectos se observan al consumir más de 300 µg / día. No se observan efectos 

nocivos en la salud humana y desaparecen lentamente al eliminar el exceso en el 
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coñsumo. El efecto más común es el de la pigmentación naranja de la piel, sobre 

todo las palmas de las manos y las plantas de los pies <
17>. 

El concepto de bionutrición explora el papel de algunos componentes de la 

dieta y su acción inhibitoria sobre el efecto de sustancias tóxicas. Algunos tóxicos de 

importancia presentes en los alimentos son los que conforman el grupo de las 

nitrosaminas, las cuales se tratan a continuación. 

B. NITROSAMINAS 

Las nitrosaminas forman un grupo de compuestos químicos genotóxicos. Se 

encuentran en algunos alimentos, en el a~ua y -en el medio ambiente y pueden 

formarse endógenamente en el organismo. Son capaces de inducir cáncer en 

animales experimentales y se ha demostrado que algunos compuestos 

representativos de esta familia inducen cáncer en por lo menos 40 especies 

animales diferentes incluyendo primates superiores. Se ha sugerido, en estudios 

experimentales y epidemiológicos 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 etiológico para ciertos tipos de cáncer 

como el de esófago, e~tómago y nasofaríngeo. 

¡-

1. HISTORIA 

En 1962, Druckey y Preussmann <
1
> postularon que la formación de 

nitrosaminas carcinogénicas podía tener lugar en el humo de cigarro vía la 

interacción de óxidos de nitrógeno y aminas del tabaco. Ender y col., en 1964 <
1>, 

encontraron trazas de dietilnitrosamina en alimento para ovejas conservado con 

nitritos así como indicios de hepatotoxicidad en los animales. En 1967, Sander 

emitió la primer prueba inequívoca de la formación endógena de nitrosaminas en 

animales experimentales. En 1975, Finet y col. lograron establecer que mediante la 

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

características carcinogénicas <
1>. 
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2. FORMACION DE NITROSAMINAS 

Las nitrosaminas pertenecen al grupo de compuestos N-nitros9, 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 sólo se basan en se estructura química sino 

que existen diferencias biológicas y ambientales entre ambos; por ejemplo, las 

nitrosaminas son más estables que las nitrosamidas y ambos son compuestos 

potencialmente carcinógenos a través de diferentes mecanismos químicos <40>. 

La formación 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 fa síntesis de nitrosaminas son el 

nitrógeno amino secundario y los nitritos en medio ácido con su máximo cercano a 

pH 3.4. La reacción de nitración es más rápida con aminas básicas débiles que con 

aminas de basicidad fuerte. Algunos aniones como halógenos y tiocianatos 

promueven el proceso de nitración y por otro lado, los antioxidantes como el 

ascorbato y la vitamina E inhiben la reacción <
1

· 
41

l. 

Los mecanismos químicos de nitración de aminas en alimentos es un proceso 

complejo y ha sido investigado por div~rsos grupos <
1

• 
42:·~i3i, de manera general es 

como se describe a continuación. 

En algunos procesos de preparación y conservación de alimentos se forman 

óxidos de nitrógeno en estados de oxidación +3 y +4 que pueden reaccionar con 

compuestos amino y otros nucleófilos para producir grupos N-, C-, O- y S-nitroso. 

Las principales fuentes de óxidos de nitrógeno (agentes nitrosantes) 

provienen de la adición de nitrito o nitrato a los alimentos y del calentamiento o 

secado de alimentos con gases de combustión en los que el nitrógeno molecular 

puede oxidarse. Como se mencionó, las reacciones de nitración pueden verse 

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

E (compuestos con capacidad redox) y catalizadores como los iones metálicos, los 

22 



compuestos carbonilos y los -aniones -nucleófílicos corno el ión cloro, yodo y 

tiocianato. 

La especie nitrosante es el anhídrido nitroso, N203, el cual se forma a partir de 

dos moléculas de ácido nitroso c4o. 41 >: 

La reacción de formación de nitrosarninas puede ejemplificarse: 

1 

Las condiciones en el tracto digestivo, desde la boca hasta el recto favorecen 

la formación de nitrosarninas in vivo. En la boca, las bacterias presentes promueven 

la (educción de nitratos a nitritos y posiblemente promuevan también la formación .de 

nitrosaminas en ese sitio. En el estómago, tanto condiciones normales de acidez 

corno condiciones hipoacídicas favorecen la formación de nitrosaminas. El pH 

normal del estómago es ideal para las reacciones de nitrosación, y en condiciones 

de hipoacidez, .existe en el estómago gran carga microbiana que, como ya se 

mencionó, promueve la reducción de nitratos y favorece la formación 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 inorgánicas para el curado 

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

cabo esta función, 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 acción antimicrobiana y particularmente inhibe el crecimiento de 

C/ostridium botulinum mediante mecanismos y participación de cofactores que no se 

conocen del todo. Otra función del 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 óxido nítrico el cual reacciona con la 

mioglobina y la hemoglobina. De no formarse estos pigmentos, la carne tomaría un 

color grisáceo poco apetecible. Finalmente, el nitrito proporciona un sabor deseable 

a "curado" a varios productos corno el tocino, las salchichas, el jamón y otros 

productos cárnicos C
1>. 

Los niveles permisibles de nitritos en alimentos curados varían de país a país 

en un intervalo de 1 O a 200 ppm. El nitrito no se encuentra en cantidades 

significativas en los alimentos, por lo 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 reacciones de reducción de nitratos a nitritos llevadas 

a cabo por microorganismos en la boca y el tracto digestivo. Además, 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 únicamente 

el 9%. 

Los nitratos per se no implican riesgos a la salud, su importancia toxicológica 

radica en su fácil conversión a nitritos por bacterias nitrificantes presentes en 

algunos alimentos, en la saliva y en el tracto gastrointestinal. Por otro lado, los 

nitritos tienen efectos tóxicos, entre ellos la meta-hemoglobinemia y también 

funcionan como precursores de nitrosaminas c4o. 41 >. 

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 así como también 

drogas y aditivos alimentarios. 
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Los alímentos implicados son principalmente: carnes y productos cárnicos, 

pescado, queso, leche, vegetales, huevo, así como en bebidas alcohólicas además 

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 , 

nitrosamínas tienden a- incrementarse con la temperatura de cocción de los 

alimentos así como en el almacenamiento de los alimentos con un alto contenido de 

nitritos y por un tiempo considerable <
1>. Los alimentos más comúnmente 

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

• Alimentos conservados por la adición de nitritos y nitratos: Productos cárnicos 

curados, en particular el tocino y los quesos. 

• Alimentos conservados por ahumado como el pescado y los productos cárnicos. 

En este caso el humo contiene óxidos de nitrógeno. 

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

en polvo con bajo contenido de grasa y sus productos. 

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

que se lleva a cabo una reducción microbiana de nitrato a nitrito . 
. • 

• Alimentos almacenados en condiciones húmedas que favorezcan la 

contaminación por hongos, en espec_ial el crecimiento de Fusarium moniliforme. 

• Migración y formación de nitros.aminas por contacto con materiales como 

chupones de hule y empaques plásticos. 

-
Definitivamente, los niveles de exposición a este tipo de compuestos depende 

de las modificaciones en las técnicas de conservación de dichos alimentos lo cual 

depende de las normas que se estipulen en cada país. En países en desarrollo 

como China, la presencia de nitrosaminas en la dieta es considerablemente mayor 

así como el nivel de exposición debido a que la reglamentación permite niveles 

superiores de nitritos en alimentos en comparación con otros países <
44

· 
45

· 
46

· 
4

7)_ 
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CUADRO 3. CONTENIDO DE DIMETILNITROSAMINA 
O DIETILNITROSAMINA EN ALIMENTOS. 

ALIMENTO 

PRODUCTOS CARNICOS 

CURADOS 

TOCINO FRITO 

PESCADO SECO 

PRODUCTOSLACTEOS 

VEGETALES ENLATADOS 

O FERMENTADOS 

CERVEZA 

BEBIDAS ALCOHOLICAS 

DIMETILNITROSAMINA O DIETILNITROSAMINA 

(µg I Kg) 

1.0-5.0 

<23 

3.0-39.0 

1-6 

t.'' 

<5.0 

0.5 

<2.0 

ADAPTADO DE: TRICKER Y PREUSSMANN (1991) 
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4. TOXICIDAD DE NITROSAMINAS 

Cerca de 300 compuesto~ N-nitroso han mostrado ser carcinogénicos en más 

de 40 especies animales incluyendo primates superiores <
45

)_ La carcinogenicidad de 

diferentes nitrosaminas ha sido comprobada por varios estudios. La 

dimetilnitrosamina y la dietilnitrosamina son dos de los más potentes carcinógenos 

de este grupo. Ambos compuestos se encuentran ampliamente distribuidos en 

alimentos, en bebidas alcohólicas y en el humo de cigarro. Sus principales sitios de 

acción son <
41>. 

+ Dimetilnitrosamina: hígado, riñón, pulmones y cavidades nasales. 

+ Dietilnitrosamina: hígado, riñón, pulmón, cavidades nasales, esófago, estómago, 

laringe, tráquea y bronquios. 

5. MECANISMOS DE CARCINOGENESIS 

Las nitfosaminas son estables bajo condiciones fisiológicas y, como otros 

grúpos de carcinógenos químicos, requieren activación metabólica para efectuar su 

acción tóxica. El proceso de activación está mediado por sistemas enzimáticos del 
¡· 

tipo P-450 que involucran, al menos en algunos casos, la hidroxilación del carbono 

adyacente al grupo N-nitroso para producir una a-hidroxinitrosamina <
1

• 
41

> (Figura 5). 

La oxidación inicial o hidroxilación produce intermediarios inestables. En forma 

espontánea se elimina un aldehído por ruptura del enlace C-N y se· produce un 

compuesto alquildiazohidróxido. Finalmente se forma un ión alquildiazonio 

electrofílico el cual es el carcinógeno final y tiene la capacidad de reaccionar con 

sitios nucleofílicos de diversos constituyentes celulares. En el caso de las 

nitrosaminas superiores homólogas, se ha demostrado la 13.-oxidación de las 

cadenas laterales. 

La alquilación del ADN se considera como el blanco celular crítico en la 

iniciación de procesos carcinogénicos. Las proporciones relativas de alquilación en 

los átomos de N y O tanto de las bases púricas como pirimídicas 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 la- especificidad de la activación P-450 en diferentes tejidos. 

Los resultados de diversos estudios in vitro sugieren que los compuestos N-nitroso 

exhiben su actividad biológica en forma similaren tejidos humanos y animales. Otros 

estudios muestran que en cultivo de tejidos humanos explantados (bronquios, 

esófago, vejiga, colón y páncreas) son capaces de metabolizar dialquilnitrosaminas 

(simétricas simples) como nitrosodimetilamina y nitrosodietilamina, pero no todos los 

tejidos son capaces de metabolizar dialquilnitrosaminas cíclicas y asimétricas <
1

• 
49

). 

El ión alquil carbonio es el responsable de la alquilación de ácidos nucleicos, sin 

embargo no todas las modificaciones de bases son biológicamente importantes. La 

alquilación en la posición 7 de la guanina, la base más comúnmente modificada del 

ADN por dialquilnitrosaminas, no muestra correlación con la actividad carcinogénica. 

Una posición significativa de productos alquilados del ADN son representados tanto 

por la hidrólisis o apurinación o apirimidación enzimática. De mayor interés y 

probablemente más relevante en cuanto a los mecanismos. de carcinogénesis es la 

metilación en la posición 0(6) de la guanina. La formación y persistencia de residuos 

de 0 6-alquilguanina y 0 4-alquiltimina son considerados importantes en la 

incorporación de bases no complementarias durante la síntesis de 

polirribonucleótidos y polidesoxirribonucleótidos <
49

)_ 

Una característica importante de las nitrosaminas es que son particularmente 

efectivas cuando la exposición es por vía oral, en dosis pequeñas y por largos 

períodos de tiempo. Esto es particularmente relevante en seres humanos. Estos 

compuestos son sistemáticamente organotrópicos e inducen tumores en tejidos 

blanco independientemente de la ruta de administración; todos los órganos son 

susceptibles a la acción carcinogénica de estos compuestos. La organotropía 

carcinogénica de las nitrosaminas puede deberse a una combinación de diferentes 

capacidades de activación de las subclases de enzimas en diferentes tejidos y la 

capacidad de reparación de 0 6-alquilguanina y 0 4-alquiltimina en diferéntes órganos 

o en diferentes tipos celulares en el mismo órgano eso)_ 
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6. HEPATOTOXICIDAD DE NITROSAMINAS 

El concepto de daño celular debe ser entendido en términos de eventos 

biológicos que cambianJa función ó la estructura de los componentes celulares, se 

define como uri estado de función celular patológicamente alterado. Las células en 

condiciones fisiológicas normales se encuentran en homeostasis, cuando se 

exponen a un estímulo dañino, las células invierten energía metabólica para 

mantener el proceso de homeostasis. Si el estímulo es lo suficientemente severo o 

prolongado, la capacidad celular para adaptarse se verá excedida y sobrevienen 

alteraciones funcionales, se dice entonces que ha sufrido daño. Si el daño es 

subletal, la célula sobrevive aun~ue su funcionamiento sea anormal. El daño 

subletal crónico o una alteración de los factores ambientales pueden inducir a la 

célula a permanecer estab.le, pero estos daños también pueden continuar y 

deteriorar los mecanismos funcionales y estructurales a tal punto que la célula no se 

podrá recuperar jamás. A este punto se le ha llamado "el punto de no retorno" y no 

se ha definido con precisión ni estuctural ni funcionalmente, sin embargo es posible 

definirlo empíricamente. 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 (51 >. 

El hígado es el principal sitio de biotransformación de las nitrosaminas. Recibe 

el 25% del flujo cardíaco y tiene la función principal de recibir y procesar los 

compuestos químicos absorbidos por el tracto gastrointestinal. La mayoría de las 

enzimas de la Fase 1 se 1ocalizan en el retículo endoplásmico, donde se 

metabolizan los xenobióticos lipofílicos. No es un proceso de destoxificación sino un 

mecanismo de convertir a los compuestos liposolubles poco excretables en 

compuesto.s más hidrosolubles fácilmente excretables. Esto ocasiona que en 

muchos casos los, compuestos electrofílicos resultantes sean altamente reactivos 

con los constituyentes celulares básicos: proteínas, ARN y ADN. Esta interacciones 

pueden alterar el funcionamiento celular normal y ocasionar toxicidad y 

carcinogenicidad. Debido a que el hígado es el principal órgano en la 

biotransformación, puede ser el principal blancc;> de electrófilos tóxicos o 

carcinogénicos generados en la biotransformación de xenobióticos (51 >. 
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Cuantitativamente, el 90% de las reacciones de oxidación de_~enobióticos de 

la fase 1 es catalizada por el sistema enzimático de monooxigenasas del citocromo 

P-450. El 10% restante de las reacciones se lleva a cabo por el sistema flavin-

º 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 hidroxilación al carbón a y una N­

dealquilación para formar el electrófilo final el cual es un ión alquildiazonio. La fase 

11 de la biotransformación tiene como función principal la de regular la excreción de 

compuestos endógenos vía la formación de compuestos más hidrosolubles. Las 

reacciones más importantes son la glucuronidación, la sulfatación, la conjugación 

con glutatión y la acetilación <
51 >. 

El glutatión es un tripéptido de glicina, glutamina y cisteina. El mecanismo de 

acción involucra un ataque nucleofílico del átomo sulfhidrilo del glutatión al átomo 

electrofílico. Esto resulta en la formación de un enlace tioeter entre el xenobiótico y 

el glutatión. Los substratos principales son cualquier xenobiótico con un carbón, 

nitrógeno, azufre u oxígeno electrofílico. Los compuestos altamente polares son 

sustratos pobres para la glutatión transferasa que es la enzima encargada de 

catalizar la reacción. Su principal función es la de evitar la peroxidación de lípidos 
(51) . 

Existen evidencias de que la dimetilnitrosamina provoca necrosis centrizonal y 

esteatosis en el hígado. La esteatosis se define como alteraciones del metabolismo 

de lípidos. La necrosis se asocia no solo a daño en el citoplasma, sino también a 

cambios a nivel molecular. Un daño contínuo puede provocar daño hepático crónico 

asociado con fibrosis, y si se prolonga, puede desencadenar un proceso cirrótico (51
>_ 

La dimetilnitrosamina (DMN) y la dietilnitrosamina (DEN) son compuestos 

alquilantes, carcinogénicos y esteatogénicos potentes en el hígado, sin embargo no 

provocan lipoperoxidación. Son potentes hepatotóxicos in vivo, sin embargo no 

provocan muerte celular en hepatocitos aislados; posiblemente debido a que los 

niveles de P-450 en los hepatocitos aislados se ven disminuidos <
3

>_ Además, se ha 

observado que dichas nitrosaminas se metabolizan preferentemente por una o 

varias formas diferentes a la P-450 2EI en presencia de NADPH y oxígeno (49
l. 
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- -
El metabolismo de DEN produce acetaldehído, etanol, etileno, nitrito y 

etilamina. Los dos últimos compuestos se consideran como parte de un proceso de 

destoxificación <
51

> . 

Se ha observado que la O.EN produce turnare~ 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 mi <
52>, así como con dosis diarias de 1, 2 y 3 mg /kg. de peso corporal I día <

53
> 
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IV-JUSTIFICACION 

Debido a que las interacciones entre compuestos provenientes de los 

alimentos tienen efectos a nivel r'utriciohal, metabólico y toxicológico, beneficiando o 

perjudicando al organismo es muy importante-conocer a los compuestos capaces de 

interaccionar entre sí, su mecanismo de acción y el impacto de dicha interacción a 

nivel biológico. Se requieren datos científicos 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, así como disminuir significativamente el daño 

provocado por diferentes tóxicos. 

Actualmente, el conocimiento de la interacción a nivel nutricional entre 

compuestos de los alimentos ha sido utilizada con fines prácticos, por ejemplo el uso 

de la vitamina C para aumentar la absorción de hierro. Sin embargo, no existe 

suficiente información científica que permita comprender el papel de ciertos 

nutrimentos en el metabolismo de sustancias tóxicas generadas o presentes en los 

alimentos, tal es el caso de la interacción molecular a nivel toxicológico entre los 

carotenoides y las nitrosaminas durante el metabolismo hepático. 

Como se ha indicado anteriormente, es claro que el hombre está expuesto a 

las nitrosaminas de manera inevitable, considerando que también se forman 

endógenamente. El papel de las nitrosaminas en el proceso de la transformación 

neoplásica es relevante ya que son agentes iniciadores. Por su vía de 

administración y por la alta actividad metabólica del hígado, este órgano es blanco 

para la acción tóxica de algunas nitrosaminas, incluyendo la dietilnitrosamina. Sin 

embargo, el hígado también es reservorio de carotenoides por lo 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 interacción que se lleva a cabo entre estos 

compuestos, así como el nivel al que se realiza (celular o molecular) y de esta 

manera determinar las consecuencias a nivel toxicológico. 

Este trabajo pretende contribuir, con información original en el campo de la 

toxicología de alimentos, con datos científicos acerca de la capacidad de los 

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

celular y molecular en un sistema in vitro de células hepáticas de mamífero y de esta 

33 



forma determinar s_{la acción de los carotenoides contribuye a disminuir el efecto 

tóxico de las nitrosaminas como agentes iniciadores del proceso carcinogénico. Con 

estos datos se podría aportar información valiosa acerca de las alternativas para 

disminuir el potencial tóxico 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 así como sus componentes 

carotenoides puros son capaces de disminuir el daño citotóxico y genotóxico 

provocado por dietilnitrosamina en cultivo primario de hepatocitos. 
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VI. OBJETIVOS 

A. OBJETIVO GENERAL 

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

cultivo primario de hepatocitos y estudiar el efecto de_ algunos compon~ntes de la 

dieta en la inhibición del daño. 

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS 

• Determinar los parámetros citotóxicos causados por la dietilnitrosamina, el 

extracto de carotenoides de chile así como dE? sus principales componentes 

puros. 

• Evaluar el efecto de los carotenoides sobre el daño citotóxico de DEN. 

• Determinar los parámetros genotóxicos de DEN y de los carotenoides. 

• Evaluar el efect'o de los carotenoides sobre el daño genotóxico provocado por 

DEN. 
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VII- ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

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

continuación: 

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 quimioprotección. 

ETAPA 2: DETERMINACION DE LA CLso DE DIETILNITROSAMINA EN 

SUSPENSION DE HEPATOCITOS. 

Se realizó un estudio preliminar en suspensión de hepatocitos para encontrar 

la CL50. En primer lugar se determinó el número óptimo de células para realizar este 

estudio mediante el método de MTT. El número de células adecuado fue de 20,000 

células viables por pozo. Las concentraciones de dietilnitrosamina probadas fueron: 

1 µM, 1 O µM, 100 µM, 1 O mM y 50 mM. Los tiempos de exposición fueron 2, 4, 6, 8 y · 

10 horas. 

ETAPA 3: DETERMINACION DEL TIEMPO NECESARIO DE EXPOSICION EN 

CULTIVO PRIMARIO DE HEPATOCITOS. 

Al obtenerse la CLso en suspensión de hepatocitos, se estandarizó el método 

en cultivo para determinar el tiempo óptimo de exposición. Se realizó el experimento 

a 6, 8, 10 y 12 horas. 

ETAPA 4: DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES INOCUAS DE TRANS­

P.i-CAROTENO Y LUTEINA ASI COMO DE LOS SOLVENTES UTILIZADOS COMO 

VEHICULOS. 

37 



-
Las concentraciones utilizadas en cada caso fueron: - :: 

Trans-[1-caroteno: 1 O µM, 50 µM y 100 µM. 

Luteína: 1 µM y 1 O µM. 

ETAPA 5 : DETERMINACION DEL EFECTO DE LOS CAROTENOIDES AL 

INCUBAR SIMUL TANEAMENTE 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 DAÑO GENOTOXICO. 

Se encontraron tanto las concentraciones de dietilnitrosamina óptimas para 

causar daño genotóxico así como el tiempo de exposición requerido. Las 

concentraciones de dietilnitrosamina probadas fueron: 50 mM, 1 O mM, 50 µM, 1 O 

µM, 5 µM y 2.5 µM .. Los tiempos probados fueron: 2, 4, y 6 horas. 

ETAPA 8: DETERMINACION DE LA INOCUIDAD DE LOS CAROTENOIDES . 

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

genético con las concentraciones utilizadas en el estudio citotóxico. 

ETAPA 9: EVALUACION DEL EFECTO QUIMIOPROTECTOR DE LOS 

CAROTENOIDES SOBRE EL DAÑO GENOTOXICO DE DIETILNITROSAMINA 5 Y 

2.5 µM. 
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VIII-PROTOCOLO DE TRATAMIENTOS. :: 

1. ESTUDIO CITOTOXICO 

ESTRATEGIA 1: ADMINISTRACION SIMU[TANEA. 

TRATAMIENTO 1: CONTROL 

TRATAMIENTO 2: DEN 50 mM 

TRATAMIENTO 3: ~-CAROTENO 50 µM 

TRATAMIENTO 4: LUTEINA 1 µM 

TRATAMIENTO 5: EXTRACTO 1 µM eq. LUTEINA 

TRATAMIENTO 6: THF 0.5% 

TRATAMIENTO 7: DMSO 0.35% 

TRATAMIENTO 8: DMSO 0.57% 

TRATAMIENTO 9: DEN 50 mM + ~-CAROTENO 50 µM 

TRATAMIENTO 10: DEN 50 mM + LUTEINA 1µM 

TRATAMIENTO 11: DEN 50 mM +EXTRACTO 1µM 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% 

l. 

ESTRATEGIA 2: PREINCUBACION CON EL CAROTENOIDE. 

TRATAMIENTO 1: CONTROL 

TRATAMIENTO 2: DEN 50 mM 

TRATAMIENTO 3: ~-CAROTENO 50 µM 

TRATAMIENTO 4: LUTEINA 1µM 

TRATAMIENTO 5: EXTRACTO 1µM eq. LUTEINA 

TRATAMIENTO 6: THF 0.5% 

TRATAMIENTO 7: DMSO 0.35% 

TRATAMIENTO 8: DMSO 0.57% 

TRATAMIENTO 9: ~-CAROTENO 50 ~tM (1 HORA) - LAVADO - DEN 50 mM 

TRATAMIENTO 1 O: LUTEINA 1 ~tM (1 HORA) - LAVADO - DEN 50 mM 
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TRATAMIENTO 11: EXTRACTO 1 µM 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 CON DEN 5 µM: 

TRATAMIENTO 1: CONTROL 

TRATAMIENTO 2: DEN 5 µM 

TRATAMIENTO 3: ~-CAROTENO 50 µM 

TRATAMIENTO 4: LUTEINA 1 µM 

TRATAMIENTO 5: EXTRACTO 1µM eq. LUTEINA 

TRATAMIENTO 6: THF 0.5% 

TRATAMIENTO 7: DMSO 0.35% 

TRATAMIENTO 8: DMSO 0.57% 

TRATAMIENTO 9: ~-CAROTENO 50 µM (1 HORA) - LAVADO - DEN 5 µM 

TRATAMIENTO 10: LUTEINA 1µM (1 HORA) - LAVADO - DEN 5 µM 

TRATAMIENTO 11: EXTRACTO 1 µM eq. LUT. (1 HORA) - LAVADO - DEN 5 µM 

TRATAMIENTO 12: THF 0.5% (1 HORA) - LAV~DO - DEN 5 µM 

TRATAMIENTO 13: DMSO 0.35% (1 HORA) - LAVADO - DEN 5 µM 
l. ... 

TRATAMIENTO 14: DMSO 0.57% (1 HORA) - LAVADO - DEN 5 µM 

ESTUDIO CON DEN 2.5 ~tM: 

TRATAMIENTO 1: CONTROL 

TRATAMIENTO 2: DEN 2.5 µM 

TRATAMIENTO 3: ~-CAROTENO 50 µM 

TRATAMIENTO 4: LUTEINA 1~tM 

TRATAMIENTO 5: EXTRACTO 1 ~tM eq. LUTEINA 

TRATAMIENTO 6: THF 0.5% 

TRATAMIENTO 7: DMSO 0.35% 

TRATAMIENTO 8: DMSO 0.57% 

TRATAMIENTO 9: ~-CAROTENO 50 µM (1 HORA) - LAVADO - DEN 2.5 µM 
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TRATAMIENTO 1-0: LUTEtNA 1 µM (1 HORA) - LAVADO - DEN 2.5 µM 
- - . 

TRATAMIENTO 11: EXTRACTO 1µM eq. LUT. (1 HORA)- LAVADO -.DEN 2.5 µM 

TRATAMIENTO 12: THF 0.5% (1 HORA) - LAVADO - DEN 2.5 µM 

TRATAMIENTO 13: DMSO 0.35% (1 HORA)- LAVADO - DEN 2.5 µM 

TRATAMIENTO 14: DMSO 0.57% (1 HORA)- LAVADO - DEN 2.5 µM 
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IX- MATERIALES Y METODOS 

A. MATERIALES: 

1. QUIMICOS. 

a. CAROTENOIDES: Se utilizó un extracto de carotenoides obtenido de chile chilaca 

( Capsicum spp.) el cual fue cosechado el 8 de diciembre de 1994 en Michoacán, 

liofilizado el 15 de diciembre de 1994, pulverizado y almacenado a -20ºC y protegido 

de la luz. La luteína utilizada fue purificada de un extracto de xantofilas de flor de 

_cempasúchil llamado Cromophyll ORO 20 donado por la compañía de pigmentos 

naturales Bioquimex. Trans-P.i-caroteno (95% pureza) fue comprado en Sigma 

Chemical. · 

Para la solución madre de P.i-caroteno se utilizó como vehículo 

tetrahidrofurano grado HPLC 99.99% pureza (OmniSolv) y para la luteína y el 

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

b. REACTIVOS: La colagenasa (tipo IV) utilizada para la perfusión, la 

dietilnitrosamina (DEN) así como todos los reactivos utilizados para el cultivo de las 

células fueron adquiridos en Sigma Chemical. El medio de cultivo utilizado fue el 

medio Eagle modificado por Dulbecco (Sigma D-6780) adicionado con 15 UI de 

insulina y 200 µI de penicilina-estreptomicina por cada 100 mi de medio y suero de 

bovino al 1 Q%. Para el estudio genotóxico se utilizó timidina (T3H) (Lite Science 

Amersham TRK61 8342). 

2. BIOLOG/COS: 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 perfusión se mantuvieron en ayuno por 16 horas. 
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B. METODOS. 

1. EXTRACCION DE LOS CAROTENOIDES DE CHILE CHILACA 

(Capsicum spp.). 

Para la extracción de carotenoides del chile y de la luteína a partir del 

Cromophyll ORO 20 se utilizó el método oficial de la AOAC (1990) <54>, para muestras 

secas, mediante una saponificación en frío. La muestra fue liofilizada y pulverizada 

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

2. CARACTERIZACION Y CUANTIFICACION DE LOS CAROTENOIDES DE 

CHILE CHILACA (Capsicum spp.). 

El análisis se llevó a cabo mediante cromatografía de líquidos de alta 

resolución en un equipo Perkin Elmer modelo 400 con un detector Perkin Elmer 

UVNIS a una longitud de onda de 460 nm y un integrador Perkin Elmer LCl-100. La 

columna utilizada fue Novapack C-18 y la fase móvil consistió en agua I 

tetrahidrofurano I acetonitrilo en una relación 2.5: 20 : 77.5 <
55>. 

Para el análisis de los carotenoides se realizaron curvas patrón de trans-r.i­

caroteno y trans-luteína con los compuestos puros. Se obtuvieron las siguientes 

ecuaciones lineales: 

a. Trans-r.i-caroteno: y= 0.000163 + 3.672925 e -s X , R = 0.9998 

b. Trans-luteína: y= -0.00310152 + 2 e -ax , R = 0.9969 

donde: y = concentración de carotenoide en µg I µI 

x = área bajo la curva 

Después de caracterizar y cuantificar los carotenoides del extracto, éste fue 

concentrado en un rotavapor y redisuelto en 100 mi de dimetilsulfóxido. Las 

concentraciones finales fueron determinadas nuevamente mediante el mismo 

método para su uso en los estudios biológicos. Se mantuvieron protegidos de la luz, 

a -20ºC y bajo atmósfera de N2 hasta su uso. 
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COLOCAR 2 g DE MUESTRA SECA 
EN UN MATRAZ AFORADO DE 100 mi. 

AGITAR 1 min 

ALMACENAR 1 hr 
EN LA OBSCURI DAD 

ALMACENAR 1 hr 
EN LA OBSCURIDAD 

1 
SEPARAR LA FASE 
ORGANICA EN UN 

EMBUDO DE SEPARACION 

AÑADI R 30 mi DE 
SOLUCIÓN EXTRACTANTE 

AÑADIR 2 mi DE KOH 
METANOLICO AL 40% 

AÑADIR 30 mi 
DE HEXANO 

AGITAR VIGOROSAMENTE 
1 min 

__ ._ 1 AGITAR 1 min 

1 
ALMACENAR EN LA 
OBSCURIDAD 16 hr 

A TEMP. AMBIENTE 

1 AGITAR 1 min 1 

1 
AFORAR AL VOLUMEN 

CON UNA SOLUCION 
NA2S04 AL 1 O % 

CARACTER IZAR Y CUANTIFICAR 
MEDIANTE HPLC 

FIGURA 6. METODO DE EXTRACCION DE CAROTENOIDES 
(AOAC, 1990) 
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3. OBTENCION Y CULTIVO DE HEPATOCITOS 

La obtención de los hepatocitos se realizó mediante el método de perfusión 

hepática in situ con colagenasa <
55

> (Figura 7). --

El principio de éste método es el de provocar la separación de las células 

mediante la digestión de la colágena que las mantiene unidas. Se utilizan dos 

solucione·s diferentes ya que la primera sirve para lavar las células y eliminar el 

calcio presente, el cual propicia la unión de las células, y la segunda contiene 

colagenasa al 0.05% para digerir la matriz de colágena. De esta manera se obtiene 

una suspensión celular (Figura 8). 

La viabilida celular inicial sª determinó según el método de exclusión con azul 

de tripano. Los cálculos necesarios para obtener los datos del porcentaje de 

viabilidad celular mediante dicho método son: 

% Viabilidad celular= (Número de células vivas I número total de células) x 100 

Rendimiento =(Número total de células/ 4) x 104 x 1 O 

= Número de células x 105 I mi. 

donde: 104 = factor de volumen del hematocitómetro y 1 O = factor de dilución. 

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) \S7) para placas de 96 pozos (Figura 9). 

Principio de la prueba: 

Las células viables son capaces de transformar las sales amarillas de 

tetrazo!ium (MTT) a un compuesto insoluble de formazán morado gracias a !a acción 

de oxigenasas mitocondriales. E! color formado es directamente proporciona! al 

porcentaje de células viables. Para la determinación se utilizó un lector de ELISA 

Labsystems Multiscan Multisoft a 540 y 620 nm. 
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RATA 
(AYUNO 16 HORAS) 

LOCALIZAR LA 
VENA PORTA 

PASAR HILO ESTERIL 
DEBAJO DE LA VENA 

CAMBIAR LA MANGUERA A LA 
SOLUCION CON COLAGENASA 
(SOL. "B") 

PASAR LA SOLUCION "B" 
DURANTE 1 O min. A UN 

FLUJO DE 1 O mi / min 

ANESTESIA 
(ET-ER) 

RETIRAR LAS VISCERAS 
HACIA LA DERECHA 

LAVADO DEL PELO 
CON BENZAL AL 30% 

ABRIR LA CAVIDAD 
ABDOMINAL EN "V" 

HASTA LAS COSTILLAS 

PASAR LA SOLUCIÓN 
CANULAR LA VENA CON 

AGUJA CALIBRE 18 
---IJJo DE LAVADO (SOL."A") 

APAGAR LA BOMBA' +----

RETIRAR EL HIGADO 
Y COLOCARLO EN UNA CAJA 

DE PETRI ESTERI L 

DURANTE 15 MINA UN 
FLUJO DE 20 mi / MIN 

UTILIZANDO UNA BOMBA 
PERISTALTICA 

DESPUES DE LOS PRIMEROS 
5 seg CORTAR LA VENA 

CAVA INFERIOR 
(SIN SUSPENDER EL FLUJO) 

FIGURA 7. METODO DE PERFUSION HEPATICA 
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EN CONDICIONES ESTERILES 
AGREGAR MEDIO DE CULTIVO 
CON 10 % DE SUERO DE BOVINO 

COLOCARLAS EN UN TUBO 
CONICO DE 50 mi 

. 
MANTENER A 4 ºC 
DURANTE 10 MIN. 

SEMBRAR 

1 
500,000 CELULAS VIABLES 

EN CAJAS DE 35 mm 
ó 

20,000 CELULAS VIABLES I POZO 
EN PLACAS DE 96 POZOS 

DISGREGAR LAS CELULAS 
POR ACCION MECANICA 

PASAR LA SUSPENSION CELULAR 
A TRAVES DE UNA GASA ESTERIL 

Y POSTERIORMENTE A TRAVES DE 
ORGANDI ESTERIL 

RETIRAR EL MEDIO DE CULTIVO 
Y AGREGAR MEDIO FRESCO 

DETERMI NAR EL RENDIMIENTO 
Y LA VIABILIDAD CELULAR 

MEDIANTE EL METODO DE 
EXCLUSION CON AZUL DE TR IPANO 

INCUBAR @ 37°C, C02 5% 

FIGURA 8. OBTENCION DE UNA SUSPENSION CELULAR Y 

CULTIVO DE HEPATOCITOS 
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CELULAS CUL TfVADAS EN 
- PLACAS DE 96 POZOS 

RETIRAR EL MEDIO AGREGAR 200 µI DE MEDIO 
POR ASPIRACION ---+ FRESCO CON EL TRATAMIENTO 

RESPECTIVO 

! LAVAR DOS VECES CON PBS ¡ .... __ RETIRAR EL MEDIO 
POR ASPIRACION 

INCUBAR EL TIEMPO REQUERIDO 
POR EL EXPERIMENTO 

j 
AGREGAR 180 µI DE 

MEDIO FRESCO 

AGREGA~ 100 µI DE UNA 
SOLUCION 1:1 DE DMSO-ETANOL 

DEJAR REPOSAR 15 min . 

AÑADIR 20 µI DE UNA 
SOLUCION FRESCA DE MTT 

(5 mg I mi) 

LAVAR CON PBS 1 •'4--

INCUBAR 4 HORAS A 37°C 
PROTEGIDO DE LA LUZ 

j 
RETIRAR EL MEDIO 
POR ASPIRACION 

LEER LA ABSORBENCIA A 540 nm 
(620 nm REFERENCIA) 

FIGURA 9. METODO DE VIABILIDAD CELULAR (MTT) 
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son: 

Los cálculos necesarios para determinar el porcentaje de viabilidad celular_ 

.1 Abs = Abs (54o > - Abs (620) 

Donde : i Abs = resta de la· absorbencia a 540 nm menos la absorbencia a 

620 nm para cada muestra. 

La ó Abs obtenida para el caso de las células control se considera como 

100% de viabilidad y el porcentaje de viabilidad para las células expuestas a los 

diferentes tratamientos se calcula como sigue: 

~lo Viabilidad = ( ó Abs tratamiento I ó Abs células control) x 100 

5. METODO EXPERIMENTAL PARA DETERMINAR CITOTOXICIDAD. 

Los experimentos para el estudio citotóxico se llevaron a cabo mediante el 

procedimiento descrito en la Figura 1 O. 

6. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA LACTATO 

DESHIDROGENASA. 

La lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima citoplasmática . Se uti liza 

como marcador bioquímico de daño por lisis celular. Al exponer a las células a un 

compuesto citotóxico se puede provocar la ruptura de la membrana celular y de esta 

manera se libera la enzima. La actividad de la lactato deshidrogenasa se basa en la 

sigu iente reacción (53>: 

LDH 
PIRUVATO + NADH + H+ .,__ ______ LACTATO + NAO+ 

La velocidad de disminución de NADH se determinó espectrofotométricamente 

a 365 nm en un espectrofotómetro Perkin Elmer Lambda 2. Para real izar la 

determ inación se utilizó un kit de diagnóstico Merck (nº 15862) (Figura 11) cuyo 

principio se basa en el método oficial de Schneider y Lenmann (53
> y está opt imada 

por la Sociedad Alemana para Qu ímica Clínica. 
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CELULAS SEMBRADAS EN 
CAJAS DE 35 mm 

INCUBAR 10 HORAS 
@ 37°C, 5% C02 

COLOCAR EL MEDIO 
DE CULTIVO EN UN TUBO 

DE ENSAYE 

24 HORAS DE INCUBACION 
@ 37°C, 5% C02 -

RETIRAR EL MEDIO 
DE CULTIVO 

1 
AGREGAR 1 mi DE MEDIO .-- ¡ LAVAR DOS VECES CON PBS 

FRESCO LIBRE DE SUERO · 
CON EL TRATAMIENTO 

OBTENER EL PAQUETE 
CELULAR RASPANDO LA 

CAJA CON UN GENDARME 

RECU 
DE 

PERAR EL PAQUETE CELULAR 
LAS CAJAS CON 150 µI DE 

RTIGUADOR DE FOSFATOS Y 
GARLO AL PAQUETE CELULAR 

DEL CENTRIFUGADO 

AMO 
AGRE 

..------~ 
1 PAQUETE CELULAR 1 

1 

l 
CENTRIFUGAR A 500 g 3 min. 

~ SEPARAR EL MEDIO 
EN OTRO TUBO 

1 

DETERMINACION DE 
GLUTATION REDUCIDO Y 

PROTEINA TOTAL 

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION 
DE LA LACTATO DESH IDROGENASA 

FIGURA 10. METODO EXPERIMENTAL PARA EVALUAR CITOTOXICIDAD. 
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3 mi PIRUVATO 0.6 mmol / L + NADH2 0.18 mmol / L 
EN AMORTIGUADOR DE FOSFATOS 50 mmol / L, pH 7.5 

AGREGAR 0.1 mi DEL MEDIO 
DE CULTIVO DE LA MUESTRA 

l 

LEER LA ABSORBANCIA A 365 nm 
CADA MINUTO DURANTE 3 MINUTOS 

FIGURA 11. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA 
DE LACTATO DESHIDROGENASA 
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f: 

-
La actividad de la enzima se calcula de la siguiente manera: 

A E3ss / min = (Abs365 final - Abs365 inicial) I 2 min 

U I L = A E365 / min X 9118 

donde: 9118 es la coeficiente de absorbitividad para la LDH obtenido directamente 

del método utilizado, a 365 nm y a 37 ºC, 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 µmol de sustrato en 1 minuto. 

7. CUANTIFICACION DE GLUTATION REDUCIDO TOTAL. 

- -
La determinación de glutatión reducido total (GSH), se llevó a cabo mediante 

un método fluorométrico <
59

>_ La prueba se basa en el principio de formar un 

compuesto fluoróforo mediante la unión del GSH y orto-ftaldehído. La determinación 

se realizó en un fluorómetro Sequoia-Turnen mod 450, a 430 nm para fluorescencia 

y 360 nm para activación (Figura 12). 

De la curva patrón se obtuvo la siguiente ecuación lineal: 

y= 6.7132 X + 3.0426 1 R = 0.9999 

donde: y = fluorescencia a 430 nm y activación a 360 nm. 

·:: -- x = concentración µM de glutatión reducido. 

8. DETERMINACION DE PROTEINA TOTAL. 

El método utilizado fue el descrito por Bradford (1976) <5º> el cual consiste en 

formar un complejo proteína-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 determinación en microplaca (Figuras 13 y 14). 
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PAQUETE CELULAR EN 150 µI DE 
AMORTIGUADOR DE FOSFATOS pH 7.2 

CENTRIFUGAR A 2000 g / 30 min A 4 ºC 

1 
TOMAR 0.5 mi DEL SOBRENADANTE 

Y AGREGAR 1.5 mi DE SPEB 

REALIZAR LA CORRECCION 
CON PROTEINA TOTAL 

j 
SE OBTIENEN LOS RESULTADOS EN 

nmol GSH / mg PROT 

TOMAR 75 µI Y AÑADIR 0.5 mi DE SPEB 
Y 150 µI DE ACIDO META-FOSFORICO 

1 
MANTENER A -20°C 1 O A 15 MINUTOS 

(SIN CONG~LAR) 

EN UN TUBO COLOCAR 1.8 mi DE SPEB, 
100 µI DE LA SOLUCIÓN ANTERIOR Y 

100 µI DE ORTO-FTALDEHIDO 

j 
LEER EN EL FLUOROMETRO A 360 nm 

(EXITACION) Y 430 nm (EMISION) 
CONTRA UN BLANCO. 

FIGURA 12. CUANTIFICACION DE GSH TOTAL. 
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'I 
.; ' 

PREPARA UNA SOLUCION DE ALBUMINA 
1 mg / mi EN PBS MEZCLAR 100 µI DE LA SOLUCION 

DE ALBUMINA MAS 300 µI DE PBS 

REALIZAR 7 DILUCIONES SERIADAS -TOMAR 150""µ1 DE LA SOLUCION ANTERIOR 
MAS 150 µI DE PBS 

TOMAR 40 µI DE CÁDA DILUCION 
MAS 1?0 µI DE REACTIVO DE BRADFORD 

¡_.. 

LEER UN EL LECTOR DE ELISA A 620 nm. 

... .. .,.. . ·~':..,~-

Se obtuvo la siguiente ecuación lineal de la recta:"''· 

y= 4.09531 e·3 x - 7.549 e·3 

Donde: y = absorbencia a 620 nm y x = concentración en µg I mi 

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

AGREGAR 160 µI DE REACTIVO DE BRADFORD 

LEER A 620 nm EN EL LECTOR DE ELISA 1 

t: 

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 genotóxico se llevó a cabo la estrategia experimental 
que se muestra en la Figura 15. 

10. METODO DE SINTESIS NO PROGRAMADA DE ADN. 

El daño genotóxico se determinó mediante el método de síntesis no 

programada de ADN <
61

• 
62

>, cuantificando la reincorporación de timidina titriada (T3H) 

al ADN. Este método se basa en el principio de que un compuesto genotóxico 

provoca daños en el material genético y es!Os daños son rep_§lrados reincorporando 

timidin~. La r_eincorporación de esta base ~s directamente proporcional al daño 

causado y para la cuantificación se utilizó 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 utilizó un sistema de bloqueos por tratamiento y 

por animal mediante la prueba de rango múltiple de Tukey con un nivel de 

significancia de p<0.05 empleando el paquete estadístico Statgraphics. 
1 ••• 

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

menos dos experimentos independientes en cada caso. 



:: 

CUL T/VAR LAS CELULAS 
EN CAJAS DE 35 mm 

RETIRAR EL MEDIO 
Y LAVAR CON PBS 

AGREGAR MEDIO FRESCO 
CON DIETILNITROSAMINA 

INCUBAR DURANTE 2 HORAS 
8 37°C, 5% C02 PARA FIJACION 

INCUBAR UNA HORA 
8 37°C, 5% C02 

INCUBAR 4 HORAS 
@ 37°C, 5% C02 

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. 
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RECUPERAR LAS CELULAS 
POR RASPADO 

1 
SONICAR 1 MINUTO 

AGREGAR O. 5 mi DE SOS AL 5% 
Y 1 mi DE TCA AL 1 O % 

MANTENER A 4 ºC 

TOMAR 40 µI DEL PAQUETE CELULAR 
PARA LA DETERMINACION DE PROTEINA TOTAL 

-
1 

1 
FILTRAR AL VACIO 1 

l 
LAVAR CON TCA AL 5% 

EN FRIO 

1 
COLOCAR EL FILTRO EN UN VIAL PARA CENTELLEO 

Y AGREGAR 3 mi DE LIQUIDO DE CENTELLEO 

1 
LEER EN EL CONTADOR DE CENTELLEO 

1 
CORREGIR LOS RESULTADOS CON PROTEINA 

FIGURA 16. METODO DE SINTESIS NO PROGRAMADA DE ADN 
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X-RESULTADOS Y DISCUS~ON 

1. CARACTERIZACION Y CUANTIFICACION DE CAROTENOIDES: 

En ia Figura 17 se muestra el perfil cromatográfico del extracto de carotenoides 

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 <
53

>_ El pico "b" corresponde a trans-luteína y el pico "c" corresponde a 

trans-P.i-caroteno. La cuantificación de los carotenoides se resume en el Cuadro 4. 

Se observó que la luteína corresponde al 50% aproximadamente del total de las 

áreas mientras que el r.,-caroteno corresponde únicamente al 12 %. Las 

concentraciones ,molares encontradas de luteína y 11-caroteno fueron 9.4 x10-5 M y 

3.58 x10-s M resp'ectivamente. El total de xantofilas fue de 1.731 x10-4 M eq. luteína y el 

total de carotenoides fue de 1. 766 x10·4 M. Siguiendo la misma metodología, s._e obtuvo 

del producto comercial· donado por Bioquimex la presencia de trans-luteína en 94% del 

total de las áreas y en una concentración de 2.6 X 10-4 M lo cual corresponde a un 

rendimiento total de 0.1856 mg de luteína I mg de muestra seca (18.56%). Este 

rendimiento se encuentra muy cerca del r.eportado por el fabricante (20%). El 

cromatograma se muestra en la Figura 18. 

2. EStUDIO CITOTOXICO: 

En la segunda etapQ del estudio se realizó, de manera preliminar, la curva 

dosis-respuesta de la DEN en suspensión de hepatocitos utilizando el método de 

viabilidad celular de MTT. Previamente se optimizó el número de células necesarias 

para realizar dicho estudio. Se encontró que se requieren 20,000 células viables por 

pozo. En la Figura 19 se muestra la curva después de 6 horas de exposición. Los datos 

se presentan como porcentaje de viabilidad celular con respecto a la viabilidad de las 

células control sin tratamiento. Se observó que la concentración 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 
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a b a = XANTOFILA (30-40%) 

b = LUTEINA (40-50%) 

e = B-CAROTENO (10-12%) 

e 

FIGURA 17. PERFIL CROMATOGRAFICO 
DE LOS CAROTENOIDES DE CHILE 
CHILACA 
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CUADRO 4. PERFIL DE CAROTENOIDES DEL EXTRACTO DE 
-CHILE CHILACA ( Capsicum spp.) . 

. ,, 

PICO 

TIEMPO DE 
RETENCION (min) 

%AREA 

CONC. µg/µI 

CONC. MOLAR 

XANTOFILA1 

a 

1.2 

38 

4.49X101 

7.9X10
5 

TRANS 
LUTEINA 

b 

1.5 

50 

5.35X101 

9.4X10
5 

TRANS B­
CAROTENO 

e 

9.3 

12 

1.92X1lf 

3.58X10
6 

I. XANTOFILA NO CARACTERIZADA, PROBABLEMENTE NEOXANTINA O VIOLAXANTINA 
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determinado que ras dialquilnitrosaminas, no son hepatotóxicos potentes en hepatocitos -- ~~ 

aislados, debido posiblemente a que los niveles de P-450 en los hepatocitos se ven 

altamente disminuidos <
3

>_ 

Tomando como-base estos resultados, se realizó la tercera etapa del estudio, la 

cual consistió en determinar el tiempo de exposición 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 1 O 

horas de exposición (p<0.05). Dicho resultado correlaciona tanto con el método de 

MTI como por la determinación de la concentración de lactato deshidrogenasa 

liberada como indicador de daño a la integridad de la membrana celular. 

En la cuarta etapa, se determinaron las concantraciones má_ximas de cada 

carotenoide para ser utilizadas en el estudio. La insolubilidad de los carotenoides en 

agua hace indispensable la utilización de solventes orgánicos los cuales limitan las 

concentraciones de los carotenoides en sistemas biológicos. En el Cuadro 5 se 

muestra el efecto de los vehículos utilizados sobre la viabilidad celular; el THF para el 

~roteno y el DMSO para la luteína y el extracto. Los datos concuerdan con Cooney 

y col. (1993) <
54

> quienes demuestran que a 0.5% vlv de dichos solventes no hay 

toxicidad. El tetrahidrofurano ha sido encontrado como el mejor solvente para P.i­

caroteno en sistemas celulares tanto por su alta solubilidad como por la inocuidad del 

solvente a concentraciones adecuadas <
55

>_ · 

En la Figura 21 se muestra que' el P.i-caroteno en ·concentración de 100 µM 

disminuye la viabilidad celular (p<0.05) debido posiblemente a la concentración del 

solvente utilizado como vehículo ya que en este caso su presencia representa un alto 

porcentaje (1.0%) en el medio de cultivo. Por otro lado, la concentración de P.i-caroteno 

de 50 µM fue inocua para los hepatocitos ya que no se registró disminución en la 

viábilidad celular (p~0.05) además 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 utilizó dicha concentración de ~­

caroteno para los estudios in vitro. 

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

concentración de 10 µM no resultó.ser la adecuada para las células {p<0.05) debido 

principalmente a la concentración de DMSO requerido ( 3.5%) (Cuadro 5). La luteína 
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CELULAS EN CUl,TIVO 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, e y d SIGNIFICAN DIFERENCIA ESTADISTICA SIGNIFICATIVA (p<0.05) 
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CUADRO 5. EFECTO DE LOS VEHICUlOS SOBRE lA VIABIUDAD CElUlAR 

EN HEPATOCITOS DE RATA 

THF 
1% - 0.5% 0.1% 

% VIABILIDAD 70-80 110-90 .. 110-90 CELULAR 

(100 µM) (50 µM) · (10µM) 
.· 

·Los NUMEROS ENTRE PARENTESIS INDICAN LA CONCENTRAaON DE 8-CAROTENOQUE SE EN CONTRA.AJA DISUELTA EN 
CONCENTRACION DE THF. 

DMSO 
3.5% 0.35%º 

. 

% VIABILIDAD 3-0-40 - - 110-90 
CELULAR -. 

(10 µM) 
(1 µM) 

•LOS NUMEROS ENTRE PARENTESIS INDICAN LA CONCENTRAOON DE LUTEINA QUE SE ENCONTRAAIA DISLIEL TA EN 
DICHA CONCENTAACION DE DMSO. 
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FIGURA 21. EFECTO DEL TRANS B-CAROTENO SOBRE 
LA VIABILIDAD CELULAR DE HEPATOCITOS 

CELULAS CON 2 HORAS DE INCUBACION Y EXPUESTAS A B-CAROTENO 
A DIFERENTES CONCENTRACIONES DURANTE 1 O 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 1 O HORAS 

a y b SIGNIFICAN DIFERENCIA ESTADISTICA SIGNIFICATIVA (p<0.05) 
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en una conceAtración de 1 µM no provocó daño a Divel de _viabiligad celular y la 

concentración de DMSO ( 0.35%) fue bien tolerada por las células (p~0-.05). 

Para estudiar el efecto de la interacción entre la DEN y cada carotenoide o el 

extracto por separado se siguieron dos estrategias (etapas 5 y 6). Por un lado se 

admini~traron simultáneamente los dos compuestos y se observó que ninguno de los 

:::arotenoides, o el extracto, interfirieron con el efecto citotóxico de la DEN 50 mM 

debido a que la concentración de lactato deshidrogenasa (LDH) libre fue semejante a 

la liberada en presencia del tóxico (Figura 23) (p<0.05). La determinación de glutatión 

reducido (GSH) total (Figura 24) en presencia de la DEN no disminuyó 

significativamente con respecto al control (p ~0.05), probablemente debido a que la 

nitrosamina no es capaz de generar lipoperoxidación. 

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 observó efecto sobre la 

citotoxicidad de la DEN mediante la determinación de la actividad enzimática de la LDH 

{Figllra 25), ni se redujo el consumo de GSH total (p<0.05) (Figura 26). 

Bajo las condiciones experimentales del estudio, se observó que la 

dietilnitrosamina provocó muerte celular sólo a concentraciones altas (50 mM). Algunos 

autores afirman que las nitrosaminas no son compuestos hepatotóxicos en hepatocitos 

aislados debido a la baja actividad enzimática de los sistemas P-450 después de , 

tiempos largos de incubación <
3

>_ En este experimento no fue posible reducir el tiempo 

de incubación previa al tratamiento (20 horas) debido a que la dietilnitrosamina no 

provocó muerte celular significativa en tiempos menores a 8-10 horas por lo que no se 

podía realizar el experimento completo en un día y se decidió desfasarlo en dos días, 

el primero para la obtención y cultivo de los hepatocitos y el segundo para el estudio de 

citotoxicidad, pero cabe mencionar que aún en los experimentos realizados el mismo 

día, con cultivos de 2 horas de incubación, el efecto observado siguió el mismo 

comportamiento. Los resultados obtenidos en esta etapa del estudio indican que los 

carotenoides no son capaces de interferir con el daño provocado por la DEN (50 mM) a 

nivel citotóxico debido probablemente a que el daño causado a este nivel fue funcional 

o estructuralmente irreversible. La relación nitrosamina-carotenoide fue de 1000: 1 para 
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FIGURA¿~. trECiO DE lOS CAROiENOIDES SO~RE tl DANO CliOiOXICO Df DEN o~ mM 

CUANilflCACION DE lDH (ADMINISiRACION SIMUl iANEA) 

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

a y b SIGNIFICAN DIFERENCIA ESTADISTICA SIGNIFICATIVA (P<0.05) 
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CUANIIFICACION DE GSH (ADM IN ISTRACION SIM U l TAN EA) 
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 DANO CITOTOXICO DE DEN 5~ mM 

CUANTIFICACION DE 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 1 O HORAS. 
LOS DATOS SE MUESTRAN COMO PORCENTAJE DE 
VIABILIDAD CELULAR DETERMINADA MEDIANTE LA 
CONCENTRACION DE LDH LIBRE. 

a y b SIGNIFICAN DIFERENCIA ESTADISTICA SIGNIFICATIVA (P<0.05) 
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¡· ~UA~TIFICACION Dt _GSH (rRtlNCUBACION) 
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) 
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------------------

el G-caroteno y de 1 Q'?0:0.5 para la luteína 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 CL50 el daño provocado puede ser severo y tal vez irreversible. 

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

concuerdan con lo encontrado por otros autores <
53

> quienes indican que las 

nitrosaminas no afectan los niveles de GSH en sistemas celulares, posiblemente 

debido a que no generan lipoperoxidación <
51>, sin embargo se sabe que las 

nitrosaminas producen un agente alquilante potente y el GSH actúa preferentemente 

sobre estos compuestos. Es posible que el resultado obtenido en este estudio se deba 

más al daño irreversible causado por la dosis utilizada de nitrosamina que a la 

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

3. ESTUDIO GENOTOXJCO: 

En la Figura 27 se presenta la curva dosis-respuesta de la DEN (séptima etapa) 

tomando como respuesta el porcentaje de reincorporación de T3H con respecto a 

células control (sin tratamiento). Arbitrariamente se consideró como 100% el registro de 

reincorporación basal obtenido para el control. 

. Se observa que con la concentración de 50 mM utHizada en el estudio citotóxico 

(CL50), el porciento de reincorporación es muy cercano a cero, probablemente debido a 

que los mecanismos enzimáticos celula~~s están d~fü3dó's·- en extremo y ya no son 

capaces de responder. Lo mismo sucedió para las concentraciones de 1 O mM y 50 µM 

(subletales) las que mostraron niveles de reincorporación similares al control pero en 

este caso debido al daño funcional o estructural provocado en los sistemas enzimáticos 

de reparación. A partir de las concentraciones de 1 O µM, 5 µM y 2.5 µM se observó que 

ya no hubo daño a nivel funcional ya que los sistemas enzimáticos de reparación 

actuaron de acuerdo a lo esperado, por lo que se puede apreciar el efecto genotóxico 

real causado por la DEN a estas concentraciones. 

·· -~0 En la Figura ·2s se m·uestra ia misrñá cüN"ao=p~rB linTcamente despues:cie· 4 horas _ -

de exposición y se observa claramente el efecto de la nitrosamina a altas 

concentraciones (50 mM, 1 O mM y 50 µM). Después de este tiempo, la DEN (1 O µM) 

fue capaz de causar 2.5 veces más daño genotóxico con respecto a las células control, 
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FIGURA 27. CURVA DOSIS-RESPUESTA DE DEN EN HEPATOCITOS 
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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, e, d y e SIGNIFICAN DIFERENCIA ESTADISTICA SIGNIFICATIVA ~<0.05) 
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la concentración de 5 µM causó 2 veces más daño y la concentración de ·2.5 µM -

únicamente 1.3 veces más (p<0.05). Los datos se resumen en el Cuadro 6 en donde se 

observan los registros en DPM I µg de proteína y el porcentaje de reincorporación de 

T3H con respecto al control. Conforme la reincorporación es mayor que la del control, 

hay mayor daño a nivel genético. 

En la Figura 29 se observa que los carotenoides y sus respectivos vehículos no 

resultaron tener efecto genotóxico a las concentraciones probadas (octava etapa). 

Se estudió el efecto de la interacción entre los carotenoides y la DEN a 

concentraciones 2.5 y 5 µM, preincubando una hora con el respectivo carotenoide. En 

la Figura 30 se observa el efecto cuando se utilizó DEN 2.5 µM. El daño provocado por 

el tóxico fue de aproximadamente 37%. Los carotenoides disminuyeron el daño entre 

30-37% "(p<0.05), lo que significa que la inhibición del efecto genotóxico fue casi 

completa .. Estos datos son 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 tóxico de las nitrosaminas presentes en alimentos procesados. 

El efecto de la interacción· utilizando DEN (5 µM) se observa en la Figura 31, la 

cual causó aproximadamente el doble del daño genotóxico con respecto al control 

(p<0.05). El P.,-caroteno fue capaz de disminuirlo en un 30% (p<0.05) 

aproximadamente y el extracto en un 40% (p<0.05). 

La luteína no fue capaz de interferir en este sentido (p_:::0.05). En las mismas 

Figqras 30 y 31 se observa que los vehículos no alteraron el efecto genotóxico de la 

DEN 2.5 y 5 µM respectivamente (p_:::0.05), por lo que el efecto observado con los 

carotenoides es real y significa que probablemente los carotenoides contribuyen a 

disminuir la absorción de la nitrosamina o evitar la formación del metabolito final. 

En el Cuadro 7 se resumen los resultados del efecto quimioprotector de los 

carotenoides sobre la genotoxici~ad de la DEN. Se observan los resultados como DPM 

I µg de proteína, % de daño causado y % de inhibición del daño (protección). Es 

probable que la razón por la cual la luteína no fue capaz de disminuir el daño 

provocado por la DEN (5 µM) pero si el causado por la concentración de 2.5 µM, sea 

un efecto de carácter dosis-dependiente. La relación luteína:DEN fue de 1 :2.5 en el 

primer caso y de 1 :5 en el segundo. El extracto de carotenoides se utilizó en base a su 

contenido de luteína pero se debe recordar que además contenía otros carotenoides 
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· CUADRO 6. DAÑO GENOTOXICO PROVOCADO POR 
DIETILNITROSAMINA (DEN) EN 4 HORAS DE EXPOSICION 

- % REINCCRPORACICN 
DPM/ µg PROTEINA 

-
TRATAMIENTO- CON RESPECTO AL CONTROL 

CONTROL 20.39 100 

DEN 50 mM 0.534 2.6 

DEN 10 mM 18.41 90.29 

DEN 50µM 19.30 94.65 

DEN 10µM 51.91 254.58 
.... ,.; ___ 

' ~ ; .. 
DEN 5'µM 37.51 183.96 

DEN 2.5 µM 26.29 - 128.96 
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MUESTRAN COMO PORCENTAJE DE REINCORPORACION DE 
TIMIDINA MARCADA CON RESPECTO AL CONTROL. 

LAS LETRAS MINUSOJLAS SIGNIFICAN QUE NO HAY DIFERENCIA ESTADISTICA SIGNIFICATIVA (p>0.05) 
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FIGURA 3U . ErECTO DE' lOS CAROTENOIDES .. , SOBRE El DANO GENOTOXICO 

CAUSADO POR DEN ~.5 µM EN HEPATOCITOS 

CELULAS CON DOS HORAS DE INCUBACION Y PREINCUBADAS 
DURANTE 1 HORA CON CADA CAROTENOIDE. POSTERIORMENTE 
EXPUESTAS A DEN 2.5 µM DURANTE 4 HORAS. LAS BARRAS DE THF 
Y DMSO MUESTRAN EL EFECTO DE CADA SOLVENTE SOBRE EL 
DAÑO PROVOCADO POR LA DEN A LOS PORCENTAJES SEÑALADOS. 
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 lOS CAROTENOIDES SÓBRE El DAÑO GENOTOXICO 

CAUSADO POR DEN ó µM EN HEPATOCITOS 

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

a, b, e y d SIGNIFICAN DIFERENCIA ESTADISTICA SIGNIFICATIVA (p<0.05) 
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(incluyendo 11-caroteno) en aproximadamente un 50°/o. Por otro lado.= el 11-caroteno se 

agregó en una relación 10:0.5y10:1 con respecto a las dosis empleadas de DEN. 

El efecto genotóxico de la DEN sobre el metabolismo hepático en células de 

mamífero fue anulado (100% de inhibición del daño) o disminuido- hasta en un 40%, 

dependiendo de la concentración de dietilnitrosamina, en preseñcia de los 

carotenoides utilizados, lo cual indica que los carotenoides inhiben la fase de iniciación 

neoplásica 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 tóxicos, como el efecto protector del 11-caroteno 

contra la generación del intercambio de cromátidas hermanas en células de ovario de 

hámster chino frente a especies reactivas de oxígeno <
10

> o en células de mama de 

ratón frente a dimetilbenzantraceno, dietilnitrosamina y metilnitrosourea <
9>. 

Las concentraciones de DEN para causar daño genotóxico obtenidas en este 

estudio correlacionaron, en orden de magnitud, con las utilizadas por otros autores. 

Pool y col (1990) <
4

• 66) encontraron que concentraciones de DEN entre 6.5 a 25 µM 

causaron de 20-35% de daño genotóxico mediante la cuantificación de ruptura de 

cadenas simples de ADN en hepatocitos de rata, hámster y cerdo. Loquet y col (1982) 

<
2
> encontraron que dosis entre 10-200 µM causaron una reducción en la eficiencia de 

clonación 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 investigación <
9

• 
10

• 
13

> con 

resultados favorables al reducir también el daño de otros tóxicos. 

Extrapolar los resultados de pruebas in vitro a la situación in vivo no es fácil ya 

que se debe considerar que en un sistema in vivo existen muchos factores que afectan 

la absorción, di_stribución, metabo~ismo y eliminación de los compuestos dietéticos; sin 

embargo, es una muy buena aproximación a lo que puede suceder en la realidad, 

sobre todo si se considera que las concentraciones del tóxico utilizadas en el 

estudio genotóxico son del orden de magnitud de las que se encuentran en el 

organismo (debido a la acción de microorganismos y a las condiciones del tracto 

gastrointestinal) o en alimentos ya que se ha analizado que la concentración de 

dietilnitrosamina en alimentos varía de 4.5 a 0.1 ppm dependiendo del tipo de alimento 

<
1>. En el ser humano, el resevorio principal de carotenoides es el tejido adiposo con un 

83 

... 



80-85% del total de los carotenoídes y en el hígado se almaceñan del 8-12°/o: en 

músculo 2-3% y aproximadamente el 1 % en suero. La concentración en hígado es de 

aproximadamente 36 µM (10 µg I g de tejido) al considerar que la concentración de 

carotenoides en suero humano es de 1.5-3 µM {donde el P.i-caroteno constituye 
-- . 
aproximadamente del 15-30% y el 70-85% restante corresponde principalmente a a- -

caroteno, licopeno, luteína y criptoxantina) <
23

• 
36

' 
6

7>. Como puede observarse, las 

concentraciones de los carotenoides y la nitrosamina están acordes con las que se 

encuentran tanto en alimentos como en el ser humano. 

En los últimos años se han realizado diversos estudios en poblaciones humanas 

para determinar el papel de los carotenoides como compuestos protectores contra la 

incidencia d_e cáncer en pulmón, esófago, cavidad, oral, faringe, estómago, páncreas, 

colon, recto, vejiga, cérvix, mama, ovario, próstata y piel '5ª>. 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 ~-caroteno simultáneamente con vitamina A en megadosis como 

complemento alimenticio en fumadores y ex-fumadores y los resultados han sido 

desfavorables ya que la incidencia de cáncer ha aumentado cssi debido a que dosis 

altas de 11-caroteno podrían ocacionar que actúe como prooxidante. Esto indica que no 

se puede generalizar el efecto de los carotenoides para todos los órganos, además de 

que hay que considerar el uso de dosis adecuadas así como la interacción 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 proporcionó información científica original en las áreas de 

química y toxicología de alimentos acerca de la toxicidad de la dietilnitrosamina, cuya 

prevalencia en el medio ambiente y en alimentos está bien documentada. Los datos 

obtenidos sobre la capacidad de algunos carotenoides para disminuir el efecto 

genotóxico de dicho compuesto en células de mamífero cuyo metabolismo es 

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

destoxificación. Fue posible demostrar que un extracto de carotenoides, obtenido 
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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 información puede ser aprovechada para reforzar, modificar o innovar . --

programas· enfocados a la alimentación humana en los que se consideren las 

interacciones metabólicas de los alimentos que puedan beneficiar al organismo. 

Además, es posible impulsar la utilización de los carotenoides como pigm~ntos 

naturales en alimentos de consumo humano ya que representan un grán potencial en 

este sentido y han sido escasamente explotados, considerando su abundancia en la 

naturaleza así como su importancia biológica y no solamente cosmética. Se puede 

además enfocar su uso en alimentQs procesados que contengan ·tóxicos provenientes 
- -

de los aditivos o del procesamiento mismo, como son las nitrosaminas. Sin embargo se 

debe considerar que los carotenoides son termolábiles de manera que se requiere un 

manejo especial para su introducción en alimentos procesados. 

El conocimiento del efecto benéfico de los carotenoides en el organismo son sólo 

una muestra del potencial queiieneñ los constituyentes naturalés de la dieta frente a 

compuestos tóxicos, contaminantes del medio ambiente y los alimentos, incluyendo 

aquellos que, como las nitr:osaminas, son capaces de causar daños tan severos como 

lo es el cáncer. 

,_ .. 
..T~· . ..--

';,•;.. 
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XI- CONCLUSIONES 

• El perfil de carotenoides de chile chilaca (Capsicum spp.) presenta tres 

carotenoides principales; - l~teína, 11-caroteno y un tercer carotenoide.1_ 

probablemente neoxantina o violaxantina, en relación de 50, 12 y 38%, 

respectivamente. 

o En cultivo primario de hepatocitos, la concentración necesaria de dietilnitrosamina 

para provocar aproximadamente el 50% de muerte celular (CLso) fue de 50 mM 

después de 1 O horas de exposición. 

• Las concentraciones inocuas de los carotenoides utilizados fueron ~-caroteno (50 

µM), luteína ·(1 µM) y el extracto de chile chilaca (1 µM eq. luteína). La solubilidad 

de los carotenoides obligó a utilizar solventes como el THF y el DMSO y esto limitó 

incrementar dichas concent~aciones ya que provocaban daño a celular y 

posiblemente alteraban el metabolismo del tóxico. Una opción sería concentrar más 

los carotenoides en la medida que su solubilidad en dichos solventes lo permita. 

• Er daño citotóxico de la DEN (50 mM) no se ve afectado por la presencia simultánea .. . 

o previa de luteína (1 µM), ~-caroteno (50 µM) o el extracto de chile (1 µM eq. 
;:·-. .. ~.: -·. ··. · .... :.:-

luteína) determinado mediante el parámento de viabilidad celular. · , .. -

• Las concentraciones de DEN requeridas para causar daño genotóxico fueron de 1 O, 

5 y 2.5 µM registrándose 2.5, 2 y 1.3 veces más el daño con respecto al control 

respectivamente. Las concentraciones subletales de 50 µM y 1 O mM causaron daño 

a nivel funcional y estructural en la células, la concentración de 50 mM (CLso) 

provocó daño irreversible sobre la función y estructura celular. 

• El ~-caroteno y el extracto fueron capaces de disminuir el daño a material genético 

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

provocado por 2.5 µM de DEN. 
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• Se demostró que los ca-rotenoides tieri~n el ~potencial de disminuir la capacidad 

genotóxica de la dietilnitrosamina en células de mamífero mediante un 

comportamiento dosis-dependiente, actuando como agentes protectores en el nivel 

de iniciación del proceso carcinogénico. 

• 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 obtendrán los beneficios de los carotenoides tanto 

nutricionales como protectores. 

i;" 
"•~,-
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ANEXO 1 



Capsicum spp. 

El chile es una planta clasificada_ dentro de la familia de la solanáceas, 

perteneciente al género Capsicum C?º>. Es una planta anual, cultivada 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: Perú, Bolivia, Argentina y Brasil). La especie annuum se 

aclimató en México, donde actualmente existe la mayor diversidad de chiles. El chile 

verde ( Capsicum spp.) es el cultivo hortícola más importante de México y el de 

mayor consumo popular, especialmente en estado fresco; aunque tambi~n se 

consume procesado. En México existe una gran variedad de chiles en cuanto a la 

forma·, color, sabor, tamaño y pungencia <7º>. 

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. Además se ha reportado que las especies de Capsicum . . 

contienen glicoalcaloides tales como la solanina y solanidina. La composición 

química del chile es diferente de una variedad a otra y está sujeta a las condicion.t3s 

climáticas, agronómicas y de cosecha. En el Cuadro 8 se observa la composición 

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 más importantes se 

encuentran la vitamina A y la vitamina C <71>. 

En cuanto a la distribución de los carotenoides presentes en el chile, se 

observa que el verde contiene una gran cantidad de luteína y ~-caroteno, mientras · 

que el rojo (maduro) debe su color principalmente a la capsantina. El contenido de 

pigm~ntos en el chil·e varía de 0.2 a 0.5% <
63>. En el Cuadro 9 se muestra la 

distribución de carotenoides en Capsicum annuum en dos estados de madurez. En 

este estudio se utilizó 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. 

ADAPTADO DE: LOMELI (1987) 
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... 

CUADRO 9. DISTRIBUCION DE CAROTENOIDES EN CHILE 

(Capsicum annuum) EN DOS ESTADOS DE MADUREZ. 

CAROTENOIDE FRUTO VERDE ROJO MADURO 

µg / g peso seco % µg I g peso seco % 

-- --
f3-CAROTENO 54.9 24.0 271.8 15.4 

f3-CRIPTOXANTINA 20.8 . 9.1 217.0 12.3 

CRIPTOCAPSINA --- ------ 90.0 5.1 

LUTEINA 79.9 34.9 ------ ------

ANTERAXANTINA ------ ------ 162.4 9.2 . 
VIOLAXANTINA 33.8 14.8 125.3 7.1 

CAPSANTINA ----- ------ 587.7 33.3 

CAPSANTINA (5,6 EPOXIDO) ------ ------ 30.0 1.7 

CAPSORRUBINA ------ ------ 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) 
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ANExo·2 



SOLUCIONES: 

i. PERFUSION CON COLAGENASA. 

Solución base (10 X).: En 800 mi de agua bidestilada se disolvieron los 

siguientes compuestos uno por uno: NaCI 80 g, KCI 4.0 g, NaH2P04 · H20 0.780 g, 

Na2HP04 · 7H20 1.51 g, HEPES 23.8 g, rojo de fenal 0.06 g, NaHC03 3.5 g. Se aforó 

a 1 litro y se esterilizó a 15 lb de presión durante 15 minutos. Se mantuvo en 

refrigeración. 
/ 

SOLUCION DE GLUCOSA (10 X): Se disolvieron 9.0 g de glucosa y 1.9 g de EGTA 

en agua bidestilada, se aforó a 1 litro -y se esterilizó a 1 O lb de presión durante 1 O 

minutos. Se mantuvo en refrigeración antes de su uso. · 

SOLUCION DE CaC'2 (1 O X): Se disolvió 0.560 g de CaC'2 en 100 mi de agua 

bidestilada y se esterilizó a 15 lb de presión durante 15 minutos. Se mantuvo en 

refrigeración. 

SOLUCION DE LAVADO (A) (1" L): En condiciones estériles, se tomaron 100 mi de 

la solución base,· 100 mi de la solución de glucosa, se ajustó el pH a 7.2 con Na OH 1 

N estéril. Se m~!Jtuvo en refrigerécfón. 

SOLUCION DE COLAGENASA (8) (1 L): En condiciones estériles, se tomaron 100 

mi de la solución base, 1 O mi de la solución de cloruro de calcio y se ajustó el pH a 

7.2-7.4 con NaOH 1 N estéril. Se mantuvo en refrigeración. El día de uso se 

agregaron 50 mg de colagenasa tipo VI. 

ii. MEDIO DE CULTIVO. 

Se disolvió el contenido de un frasco para 1 litro de medio Eagle modificado 

por Dulbecco (Sigma D-6/'80) en 800 mi de agua grado HPLC, se agitó sin calentar. 

Se agregaron 3. 7 g de bicarbonato de sodio grado cultivo de células, se agitó hasta 

101 



disolver. Se afqr:O a 1 litro y se filtró al vacío en condiciones estériles. Se alicuotaron 

y se ajustó el pH con C02 a través de agua y una trampa de algodón estériles. Se 

agregaron 150 µI de insulina (100 UI I mi) y 200 µI de penicilina estreptomicina 

(Sigma P-7539) a cada 100 mi de medio. Si el medio se iba a utilizar con suero, ~se 

agregaban 1 O mi de suero de bovino. Todo lo anterior se realizó bajo estrictas 

condiciones de esterilidad. Se mantuvo a 4ºC, protegido de la luz. 

iii. SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (PBS). 

Para una solución 1 O X se disolvieron en 800 mi de agua bidestilada los 

siguientes reactivos uno por uno: NaH2P04 anhidro 2.3 g, Na2HP04 anhidro 11.5 g, 

NaCI 90.0 g. Se ajustó el pH a 7.2-7.4 con NaOH ó HCI 1 N. Se aforó a 1 litro y se 

esterilizó a 15 lb de presión durante 15 minutos. Se mantuvo en refrigeración. 

iv. SOLUCION PARA EL METODO DE MTT: 

SOLUCION DE MTT: Solución de 5 mg de MIT por mi de solución en PBS o medio 

de cultivo libre de suero. 

SOLUCION DE DMSO-ETANOL: Se mezcló DMSO y etanol absoluto en partes 
, .. 

iguales. 

v. SOLUCION MADRE DE DIETILNITROSAMINA: Se preparó una solución 0.5 M 

de dietilnitrosamina. 

vi. SOLUCIONES DE CAROTENOIDES. 

SOLUCION MADRE DE ~-CAROTENO: Se preparó una solución 1 O mM de trans r!i­

caroteno en tetrahidrofurano. 

SOLUCION MAD_RE DE LUTEINA: Solución 260 µM de luteína extraída del producto 

comercial en DMSO. 
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SOLUCION MADRE DE EXTRACTO DE CAROTENOIDES: Solución 173 µM 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 monobásico y 1.47 g de EDTA. Se ajustó el pH a 8.0 con 

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

SOLUCION DE ~CIDO METAFOSFOf3.ICO al 25%: Se preparó el día de uso. Se 

disolvieron 2.5 g de ácido metafosfórico en 7.5 mi de agua bidestilada y se aforó a 

1 O mi totales. 

SOLUCION DE ORTO-FTALD~HIDO: Se preparó el día de uso. Se disolvieron 2.0 

mg de orto-ftaldehído en 2 mi de metano!. 

SOLUCION AMORTIGUADORA DE TRIS-HCl/KCI: Se preparó una solución de Tris 

base 0.2 M. Se tomaron 25 mi de esta solución y se añadieron 33.7 mi de HCI 0.1 N 

y 1.148 g de KCI. Se ajustó el pH a 7.2 con HCI ó KOH 1 N. Se aforó a 100 mi. 
.... --

viii. SOLUCIONES PARA EL ANALISIS GENOTOXICO. 

SOLUCION DE ~CIDO TRICLORO ACETICO AL 1 O % PN. 

SOLUCION DE ACIDO TRICLORO ACETICO AL 5 % PN. 

SOLUCION DE SOS AL 1 % PN. 

ix. SOLUCION DE BRADFORD PARA LA DETERMINACION 

DE PROTEINA TOTAL. 

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

de etanol al 95%. Se agregaron 100 mi de una solución de ácido fosfórico al 85% 

103 



(p/v)_ Se aforó a 1 litro. Las concentraciones finales_ del reactivo fueron: 0.01 % (p/v) 

del reactivo Coomassie Azul Brillante, 4.7% (p/v) de etanol y 8.5 % (p/v) de ácido 

fosfórico 

,. 
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ANEXO 3 
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