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RESUMEN

"Actividad enziméatica de CYP1AZ2 en fluidos biol6gicos de participantes con diagnostico
de Cancer de mama que asisten al Centro Médico Privado “San Ricardo Pampuri” de la
ciudad de Villa Carlos Paz, Cordoba”

Area de Investigacion: Nutricion Clinica y Dietoterapia

Autores: Beggiatto FA, Bruno R, Gonzalez Rearte AM, Repossi G, Reartes G.
Introduccion: Existen ciertos compuestos pro-cancerigenos que forman parte de la dieta
que son metabolizados por el organismo a través de enzimas hepaticas, como CYP1A2,
cuya actividad puede determinarse en ciertos fluidos bioldgicos (orina y sangre).
Objetivo: Analizar la actividad enzimatica de CYP1A2 en fluidos biolégicos (orinay
sangre) en participantes con y sin diagnéstico de cancer de mama (CM), que asisten al
Centro Médico Privado “San Ricardo Pampuri” en Villa Carlos Paz, Cérdoba, durante el
periodo Junio — Septiembre 2017.

Poblacion y Meétodos: Estudio descriptivo simple, observacional, experimental,
correlacional, de corte transversal. La muestra estuvo conformada por n=12 mujeres (6
de ellas con diagnostico de CM y 6 sin diagndstico). Variables: edad, ingesta alimentaria,
estado nutricional, tipo y cantidad de metabolitos de la cafeina en orina y sangre. Se
utilizoé la Prueba de correlacion de Pearson y test T de Student.

Resultados: El promedio de edad fue de 57 afios. Consumo adecuado principalmente del
grupo de carnes y huevos entre las participantes con diagndstico de CM. Entre las
participantes sin diagnostico, el mismo fue de frutas y verduras, y cereales y legumbres.
Del total de la muestra el 50% present6 Sobrepeso. Se observo un predominio del fenotipo
rapido en el 92% de las muestras. Las participantes sin diagnéstico presentaron valores
mas altos de la actividad enzimatica de CYP1A2 en plasma que las participantes con
diagndstico de CM.

Conclusion: Se observaron diferencias significativas solo en los niveles plasmaticos de
CYP1A2 entre las participantes con y sin diagnéstico de CM. No se encontraron
diferencias significativas de correlacion en los fenotipos de ambos grupos

Palabras Claves: Fenotipificacion- Cancer de mama - Actividad enzimatica - CYP1A2.
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INTRODUCCION

Las enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT), entre las que se incluye el cancer,
son actualmente la principal causa de mortalidad mundial. Estas enfermedades se asocian
con procesos inflamatorios crénicos de bajo grado, cuyo efecto constituye una
via etiopatogénica compartida por el cancer y otras ECNT (Albala et al., 2001; Abriata,
2013). En Argentina, las mismas representan mas del 60% del total de las defunciones
ocurridas anualmente y los procesos tumorales constituyen el 20% (Antolini et
al., 2015).

Dentro de estas enfermedades, el cancer es una de las principales, siendo el de mama el
tumor maligno mas frecuente en las mujeres. Su incidencia, cercana al 70%, es la mas
alta de Argentina segln las tasas de cancer estimadas por la Agencia Internacional para
la Investigacion en Cancer (IARC, 2012). En la ciudad de Cdrdoba, los tumores mamarios
representan el 25% del total de los tumores y son la primera causa de muerte por cancer
entre las mujeres (Diaz et al., 2009). Se conoce que algunos factores como la edad, género
y caracteristicas genéticas individuales (polimorfismos genéticos, interacciones gen-gen,
interaccion genes-medio ambiente) contribuyen a aumentar el riesgo de padecer cancer
de mama. Ademas, existe evidencia que el consumo de una dieta alta en grasas, la ingesta
de alcohol y el uso de la terapia hormonal de estr6geno y progestageno sintético
combinado pueden aumentar el riesgo de padecer CM (Kruk, 2014; Tumas et al., 2015;
Pou et al., 2014).

Estudios epidemiolégicos previos del Grupo de Epidemiologia Ambiental del Cancer en
Cordoba (GEACC), han mostrado que el patron de mortalidad por cancer a nivel nacional
esta relacionado con los niveles de exposicion a contaminantes de origen antrépico, como
los plaguicidas, seglin indices de exposicion instantanea y acumulada, también
construidos por el GEACC (Pou et al., 2010).

Desde el enfoque de la Epidemiologia Nutricional existen estudios que demuestran que la
poblacion cordobesa adhiere fundamentalmente a tres patrones alimentarios, el primero
en importancia es el patron “Cono Sur” caracterizado por altas ingestas de carnes
principalmente grasas, vegetales amilaceos y vino sobre el resto de los alimentos. El
segundo patron “Bebidas azucaradas” fue caracterizado por elevado consumo de gaseosas

y jugos concentrados; y un tercer patron, el “Saludable” con mayor consumo de frutas y

Beggiatto, Bruno, Gonzalez Rearte
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vegetales no amilaceos. Los dos primeros patrones resultaron asociados a mayores
riesgos de padecer cancer de mama, de prostata, colorrectal y de vias urinarias (Pou et
al., 2014; Tumas et al., 2015; Pou et al., 2012).

Por lo tanto, cabe destacar que ciertas condiciones ambientales, sumado a la disminucion
de la actividad fisica, la exposicion a contaminantes ocupacionales y presentes en el
ambiente, y modificaciones perjudiciales en los habitos alimentarios, constituyen factores
de riesgo concurrentes para el desarrollo del cancer y otras enfermedades crénicas
asociadas (Roman et al., 2014; Pou et al., 2012; Mok et al., 2012; Aballay et al., 2012).

Ciertos xenobidticos que forman parte de la dieta, también pueden desempefiar un papel
en la iniciacion del cancer humano, tal es el caso de las aminas heterociclicas (AHC) e
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP). La capacidad del organismo de metabolizar
estos compuestos pro-cancerigenos depende de enzimas hepaticas tales como el
Citocromo P450 1A2 (CYP1A2) cuya actividad puede determinarse en ciertos fluidos
biolégicos como saliva, orina y sangre. Se ha demostrado que el aumento de la actividad
de dicha enzima se asocia con un mayor riesgo de desarrollar CM.

Por todo lo expresado anteriormente, se propone conocer la relacion de la actividad
enzimética de CYP1A2 en fluidos bioldgicos como orina y sangre en participantes con y
sin diagndstico de cancer de mama, que asisten al Centro Médico Privado “San
Ricardo Pampuri” en la ciudad de Villa Carlos Paz, Cordoba, en el periodo Junio —
Septiembre 2017.

Este estudio pretende continuar con la linea de investigacion de trabajos anteriores,
dirigidos por la Dra. Reartes, para conocer la predisposicion del grupo bajo estudio a
padecer cancer de mama, y de ésta manera contribuir a la promocién de la salud y

prevencion de ECNT.

Beggiatto, Bruno, Gonzalez Rearte
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PLANTEAMIENTO Y DELIMITACION DEL PROBLEMA

¢Existen diferencias en la actividad enziméatica de CYP1A2 en fluidos bioldgicos (orina
y sangre) en las participantes con y sin diagndstico de cancer de mama, que asisten al
Centro Médico Privado “San Ricardo Pampuri” de la ciudad de Villa Carlos Paz,

Cordoba, durante el periodo Junio — Septiembre 20177
El disefio experimental del trabajo de investigacion, se llevo a cabo en el Instituto de

Biologia Celular de la Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Cordoba,

en el cual fueron analizadas las muestras de las participantes.

Beggiatto, Bruno, Gonzalez Rearte
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OBJETIVOS

Objetivo General

o Analizar la actividad enzimatica de CYP1A2 en fluidos biol6gicos (orinay
sangre) en participantes con y sin diagnostico de cancer de mama, que asisten al
Centro Médico Privado “San Ricardo Pampuri” de la ciudad de Villa Carlos Paz,

Cordoba, durante el periodo Junio - Septiembre 2017.

Objetivos Especificos

e Conocer la Ingesta Alimentaria de las participantes bajo estudio.

e Determinar el Estado Nutricional segin medidas antropométricas de las
participantes bajo estudio.

e Caracterizar el fenotipo de las participantes, segun la actividad de CYP1A2,
utilizando como sonda metabdlica la cafeina y sus metabolitos urinarios.

e Determinar la actividad enzimatica de CYP1A2 en las participantes, a través
de los metabolitos de la cafeina en sangre.

e Comparar la actividad enzimatica de CYP1A2 de ambos fluidos bioldgicos

(orina y sangre) entre las participantes con y sin diagndstico.

Beggiatto, Bruno, Gonzalez Rearte
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MARCO TEORICO

1. RELACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA Y CANCER

Los individuos estan expuestos a un gran numero de diferentes toxicos
denominados xenobidticos que se encuentran tanto en el medio ambiente como en los
componentes de la dieta y que, de acuerdo a su naturaleza, si son absorbidos, pueden
acumularse de manera excesiva y provocar un desequilibrio funcional en el organismo
(Coutifio Rodriguez et al., 2010).

Algunos de estos compuestos pueden desempefiar un papel en la iniciacion del cancer
humano, tal es el caso de las aminas heterociclicas (AHC) y los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP). Estos ultimos son formados en la preparacion de diversos alimentos a
elevadas temperaturas, especialmente en carnes asadas, pero también en cereales
cocinados a horno de lefia y en contacto directo con la llama (Tang et al., 2007).
Trabajos epidemioldgicos previos que se vienen realizando en la ciudad de Cérdoba por
la Dra. Reartes Gabriela, dieron a conocer que los métodos de coccidn por calor seco
directo producen la formacion de costra tostada, la cual genera compuestos
altamente mutdgenos y carcinogénicos, llamados Aminas Aromaticas Heterociclicas
(HAA) (Navarro et al., 2004; Navarro et al., 1995; Navarro et al., 1998).

Existen, ademas, otros compuestos no téxicos, tales como la cafeina, la cual comparte la
misma via metabolica que los anteriores, por lo que sera utilizada como sonda metabdlica
en el presente estudio.

La capacidad del organismo de metabolizar y degradar estos compuestos pro-
cancerigenos depende de un complejo enzimatico denominado Citocromo P450, el cual
se encuentra en gran variedad de érganos, glandulas y tejidos, pudiendo destacar entre
otros, rifiones (Ogitaet al., 1983), cerebro (Cohen, 1983), testiculos (Nakajin et
al., 1981), mucosa intestinal (Kaku et al., 1984), membrana basal (Dalh et al., 1982),
garganta (Serajbit-Singh et al., 1980; Williams et al., 1984) e higado (van der Hoeven et
al., 1974).

El mismo constituye una superfamilia de enzimas esenciales que participan en reacciones
de oxidacion, peroxidacién, y en el metabolismo reductivo de un grupo de diversos

compuestos, que incluyen esteroides, &cidos biliares, acidos grasos 0 vitaminas

Beggiatto, Bruno, Gonzalez Rearte
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liposolubles (A y D), prostaglandinas, leucotrienos y xenobioticos (Wislocki et al., 1986;
Ortiz de Montellano, 1995).

La mayoria de estos compuestos se comportan como sustratos para el complejo
enzimatico, actuando algunos como inductores y/o como inhibidores para algunas de las
familias del complejo. De tal manera que un compuesto inductor, aumentard la actividad
del sistema enzimético y por tanto la velocidad de formacion de metabolitos. Por el
contrario, si la sustancia que interactta se comporta como inhibidor, se reduce la actividad
enzimatica y disminuye la velocidad de formacién de los mismos (Coutifio Rodriguez et
al., 2010). (Ver Figura 1).

Figura 1: Reacciones de activacion o inactivacion mediadas por enzimas
Citocromo P450

XENOBIOTICOS

Metabolitos ) Isoenzimas Metabaolitos
Inactivos Litocromo P430 activos
'
Excrecion Inidn a
macromoléculas

Carcinogénesis
Mutagénesis
Danio celular

Fuente: Orellana et al., 2004

Estas enzimas que metabolizan los compuestos xenobidticos se han clasificado
historicamente en dos categorias o fases: las de fase I, que cumplen una mision
metabolizadora y las de fase Il, que tienen la mision de conjugar los sustratos con otros

compuestos.

Beggiatto, Bruno, Gonzalez Rearte
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El Citocromo P450, compuesto principalmente por enzimas del metabolismo de fase I,
actia dentro de la célula acompafiado de las enzimas de fase Il, encargadas de la
conjugacion de los metabolitos producidos por las primeras, entre las que se encuentran
las glutation-S-transferasas (GST) y las N-acetiltransferasas (NAT). La mayor o menor
accion de unas y otras va a tener como consecuencia que las sustancias exdgenas que
llegan a la célula, ya sean agentes terapéuticos, drogas o carcinégenos, resulten inocuos,
tengan un efecto toxico o un efecto beneficioso y eficaz.

Estas sustancias van a ser reconocidas por las células como sefiales exdgenas mediante
diversos mecanismos de recepcion y entraran en ella por difusion pasiva o mediante
transportadores activos. Una vez adentro actuaran las enzimas de fase I, los metabolitos
que se generan Yy las propias moléculas no metabolizadas podran actuar sobre su diana 'y
ser eficaces, o podran resultar toxicos para la célula. (Nebert et al., 1987; Nebert, 1999).
Dentro del Citocromo P450 se han descripto 74 familias, de las cuales 14 estan presentes
en mamiferos. Estas comprenden a su vez a26 subfamilias de las que 20 se han
identificado en el genoma humano (Nelson et al., 1996; Lin et al., 1998).

Las familias 1, 2 y 3 son las Unicas que participan en el metabolismo
de substancias exdgenas. Practicamente el 50% de la totalidad de este citocromo en
humanos pertenecen a alguna de estas tres familias (Shimada et al., 1996).
Particularmente, la familia CYP1 estd constituida por los genes CYP1Al, CYP1A2 y
CYP1BL1. Los tres comparten las caracteristicas de ser activados por HAP y por el tabaco.
Todos ellos son activos en la metabolizacion de HAP a compuestos intermediarios que
pueden unirse a ADN, pudiendo llegar a provocar, en algunos casos, mutaciones
involucradas en procesos de transformacién neoplasica (Shimada et al., 1996), es por ello
que han sido relacionados con la formacion de canceres de origen quimico (Nebert et
al., 1996).

La CYP1A2 representa aproximadamente el 15% del contenido total de proteinas del
Citocromo P450. Se expresa principalmente en el higado y esta involucrada en el
metabolismo de sustancias como la cafeina (Lim et al., 2010) y otras sustancias exdgenas
tales como drogas, pesticidas, pro-carcin6genos, anestésicos y solventes organicos
(Goeptar et al., 1995).

Su expresion esta inducida por factores tales como la alimentacion, edad, especie, sexo,

tejidos y estado hormonal. Los mas importantes a destacar son el humo del tabaco, carne
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con costra, verduras cruciferas (brécoli, coliflor, repollo y repollitos de bruselas), pomelo,
alcohol, rifampicina y omeprazol (Landi et al., 1999).

Existen 6 variantes alélicas del gen CYP1AZ2, las cuales podrian explicar, al menos
parcialmente, las diferencias interindividuales observadas en la actividad enzimatica
cuando se evallUa con cafeina como sonda (Wislocki et al., 1986; Ortiz de Montellano,
1995), ya que el 90% de su depuracion es mediada por esta enzima (Kalow et al., 1993).
La modulacion de la actividad de CYP1A2 puede ser importante en la etiologia del
cancer (Ayari et al., 2013), siendo los tipos mas frecuentes el cancer de pulmon,
colorrectal, mama y préstata (MSN, 2016). Debido a esto, cabe sefialar que a nivel
mundial el CM es el segundo cancer mas comun y entre las mujeres el mas frecuente. Se
trata de una enfermedad que afecta mayoritariamente a mujeres de entre 45 y 70 afios de
edad, sobre la cual se desconocen cuéles son los causantes, aunque se reconocen algunos
factores que aumentan el riesgo de enfermar.

De acuerdo con recientes estadisticas globales de cancer publicados por el IARC
(Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer), éste representa el 25% de
todos los tipos de casos de cancer y el 15% de todas las muertes por cancer entre las
mujeres (INC, 2012).

En Argentina el CM es el de mayor incidencia en mujeres, alcanzando la cifra de 5600
casos por afio (INC, 2015). Mas precisamente, en la provincia de Cérdoba datos recientes
afirman que se diagnostican 1500 casos nuevos al afio y mueren alrededor de 525 mujeres
a causa de esta enfermedad (Ministerio de Comunicacion Publica y Desarrollo
Estratégico, 2015).

2. CAFEINA

La cafeina (1, 3, 7- trimetilxantina) es el estimulante psicoactivo leve mas consumido en
el mundo por personas de casi todas las edades y estratos socioecondmicos. En estado
puro es un sélido cristalino, blanco e inodoro que se encuentra en forma de agujas blancas
0 polvo, y posee gusto muy amargo. Es un alcaloide del grupo de las xantinas,
concretamente forma parte de la familia de las metilxantinas (Calle Aznar, 2011; Pardo
Lozano et al., 2007).

Beggiatto, Bruno, Gonzalez Rearte
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También es parte de las mezclas quimicas y complejos insolubles guaranina (encontrada
en la guarand), mateina (encontrada en el mate), y teina (encontrada en el té), las cuales
contienen ademas algunos alcaloides adicionales como los estimulantes cardiacos
teofilina y teobromina, y a menudo otros compuestos quimicos como los polifenoles, los
cuales pueden formar complejos insolubles con la cafeina (Calle Aznar, 2011; Miners et
al., 1996).

La fuente habitual de cafeina es el café, sin embargo, también se encuentra en el mate, té,
guarana, cacao, refresco de cola, productos farmacéuticos y bebidas energéticas, entre
otras (Calle Aznar, 2011; Miners et al., 1996).

2.1 Absorcion y Metabolismo de la Cafeina
La cafeina se absorbe de forma rapida y completa, siendo el 99% de la dosis absorbida
dentro de los 45 minutos posteriores a la ingesta (Poos et al., 1999).
Las concentraciones plasmaticas maximas se producen en unos 30- 45 minutos, con una
vida media de 4hs en adultos. Esta atraviesa casi todas las membranas bioldgicas,
incluyendo la placentaria y la hematoencefalica, también traspasa a la saliva, bilis y leche
materna. Las diferencias interindividuales observadas en la concentracion plasmatica se
deben principalmente a la ingesta de alimentos y a las variaciones en el metabolismo que
dependen de los polimorfismos genéticos, la existencia de enfermedades hepaéticas y las
caracteristicas individuales de peso, género y etnia. (Pardo Lozano et al., 2007; Kot et
al., 2008).
El principal 6érgano metabolizador es el higado, donde se producen un conjunto de
reacciones de degradacion, mediadas por la accion catalitica de distintas enzimas, que
dan origen a diferentes metabolitos que posteriormente son eliminados en orina.

El proceso de biotransformacidn se subdivide en etapas o fases:

Fase |

Engloba procesos quimicos de distinta naturaleza (principalmente oxidacion,
oxigenacion, reduccién e hidrdlisis). Como resultado se obtiene la modificacién quimica
de las moléculas con la aparicion de nuevos grupos funcionales. EI metabolito resultante

es méas polar, mas reactivo, y sensiblemente menos lipéfilo. Estos procesos son
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mayoritariamente catalizados por enzimas presentes principalmente en los
hepatocitos (Castell, 2017).

El grupo mas importante de enzimas metabolizadoras de drogas de fase | esta
representado por monooxigenasas de funcion mixta, formadas por un complejo de

Citocromo P450 y la enzima Citocromo P450- reductasa (Angeli de Greaves, 2008).

Fase Il

Las  reacciones  de FASE I son reacciones  de  conjugacion
(glucuronidacion, sulfonacion y conjugacion), donde los xenobioticos polares, son
conjugados con sustancias endogenas hidrofilicas (&cido glucurdnico, sulfato, glutatién).
Estas reacciones enzimdticas estan encaminadas a aumentar aun mas
la hidrosolubilidad de sustratos y por lo tanto hacerlos més facilmente excretables por el
organismo (Castell, 2017).

Las enzimas metabolizadoras de la fase 1l son las arilaminas N-acetiltransferasas (NAT),
éstas son enzimas citosolicas metabolizadoras de xenobidticos que a través de una
reaccion enzimatica de N-acetilacion hepatica, catalizan la conjugacion de un grupo
acetilo de acetil-CoA en una fracciébn amina de un compuesto aromaético (Luca et
al., 2008).

En los seres humanos estas enzimas se expresan de dos formas: NAT1 y NAT2.
(Windmill et al., 2000; Yun et al., 2009).

A través del proceso de biotransformacion de la cafeina se han podido identificar por lo
menos 25 metabolitos. Menos del 5% de la cafeina ingerida se excreta inalterada en orina.
La CYP1A2 metaboliza por desmetilacion la mayor parte de la cafeina (95%) y la
transforma en paraxantina (1,7-dimetilxantina (17X)), teofilina (1,3- dimetilxantina
(13X)) y teobromina (3,7- dimetilxantina (37X)). Estos bajo la accion de la misma enzima
son metabolizados a monoxantina (7- metilxantina; 3- metilxantina; 1- metilxantina) que
seran sustrato de la xantinaoxidasa (XO) dando como resultado &cido monometilUricos:
acido 1- metilurico (1U); acido 7- dimetildrico (7U). La paraxantina es metabolizada por
laCYP1A2 a 1,7- &cido dimetilarico (17U) y por la NAT2 dando como resultado AFMU
(5- acetilamino- 6- formilamino- 3- metiluracilo) (Pardo Lozano et al., 2007).
(Ver Figura 2).
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Figura 2: Metabolismo de la cafeina
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Fuente: Pardo Lozano et al., 2007.
2.2 Uso de la cafeina como sonda metabdlica
Dado el papel potencialmente importante de la activacion metabdlica de ciertas sustancias

consideradas toxicas y cancerigenas, ha habido un considerable interés en la
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identificacion de sustratos que pueden utilizarse como sonda metabolica para asi poder
determinar su comportamiento en el organismo (Miners et al., 1996).

En los dltimos afios se ha intensificado el uso de la cafeina como sonda metabdlica, la
cual es un sustrato marcador de primera eleccion por su relativa seguridad, amplia
disponibilidad y favorables caracteristicas farmacocinéticas (absorcion completa y vida
media corta). Por otra parte, mediante su estudio se puede determinar el comportamiento
de las enzimas CYP1A2 Y NAT2 a través del proceso de fenotipificacion, el cual permite
identificar la capacidad metabdlica de los sistemas enzimaticos que participan en el
metabolismo de este sustrato (Gil, 2010; Miners et al., 1996).

Como resultado de este proceso se logra determinar el fenotipo, el cual puede ser lento o
rapido, lo que va a permitir clasificar a los individuos como metabolizadores lentos (ML)
0 metabolizadores rapidos (MR). Esto se establece a partir de distintos puntos de corte,

de acuerdo a la clasificacion adaptada de Lang (Lang, et al; 1994) (Ver Tabla 1).

Tabla 1: Puntos de corte para determinar el fenotipo

Fenotipo (CYP1A2) RM
Lento <29
Répido >29

Fuente: Lang, et al., 1994

Los primeros son sujetos con una funcidén enzimatica deficiente para eliminar esta
sustancia, mientras que los ultimos son individuos con capacidad de biotransformacion
libre de inhibiciones, que las eliminan mas rapidamente (Lang, et al., 1994).

Para determinar el fenotipo se realiza el célculo de la razon metabdlica (RM) que consiste
en calcular la relacion entre la fraccion de la cafeina inalterada excretada en orina y cada
uno de sus metabolitos urinarios. Es asi que para determinar el fenotipo de la enzima

CYP1A2 y NAT2 se realizan las siguientes ecuaciones (Grant et al., 1983):

CYP1A2= AEMU + 1U + 1X
17U
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NAT2= AEMU

1X
Por otro lado, para determinar la actividad enzimatica de la cafeina en plasma, se realiza
una ecuacién a partir de sus metabolitos, en la cual se mide el calculo de la relacion molar
(Tanaka et al., 1992):

RM: 17X + 13X + 37X
137X

Esta medicion evalla la capacidad del higado para metabolizar la cafeina a través de la
actividad de la enzima CYP1AZ2.

3. IDENTIFICACION DE LOS METABOLITOS
La preparacion de las muestras para la determinacion y cuantificacion, demanda la
purificacion de los fluidos biol6gicos a procesar para asegurar cantidades mensurables de
los compuestos de interés (Cardenas et al., 2012).
Para la identificacion y cuantificacion de los metabolitos de la cafeina presentes en orina
y sangre se utilizo la técnica de Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Dicha
técnica se basa en dos tipos de analisis; el andlisis cualitativo, el cual esta basado en la
medida de parametros cromatograficos (tiempos y volumenes de retencion), y el analisis
cuantitativo basado en la medida de alturas o areas de picos cromatograficos que se
relacionan con la concentracion.
Actualmente la técnica de separacion mas ampliamente utilizada es la HPLC. Este es un
método de separacion y analisis basado en la presencia de dos fases dispuestas de tal
manera que mientras la fase estacionaria permanece fija dentro del sistema, la otra se
desplaza a lo largo de él (fase mavil). La clave de la separacion de la cromatografia reside
en la velocidad con la que se mueve cada sustancia que va a depender de su afinidad
relativa por ambas fases (equilibrio de distribucion) (Geanta, 2009).
Los componentes de una muestra y la fase mdévil se hacen pasar por la fase estacionaria
donde se producen distintos tipos de interaccion entre cada uno de los componentes
(interacciones hidrofobicas, puentes de hidrégeno, interacciones dipolares,

electrostaticas, etc.), estas interacciones son responsable de la mayor o menor afinidad de
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cada uno de los componentes de la muestra. Los componentes més afines a la fase
estacionaria avanzaran lentamente (mas retenidos) mientras que los mas afines a la fase
movil (menos retenidos) se moveran con mayor rapidez. De esta forma los solutos fueron
separados en orden creciente a sus coeficientes de distribucion con respecto a la fase
estacionaria. EI medio cromatografico (columna, placa o papel) funciona como un
controlador de la velocidad de cada sustancia que constituye la mezcla, logrando asi su
separacion y mediante el uso de un detector, su caracterizacion quimica.

En el caso de la cromatografia liquida, la fase movil es un liquido que fluye a traves de la
columna que contiene la fase estacionaria. Esta fase es un liquido que recubre el interior
de un tubo capilar o la superficie de particulas s6lidas empaquetadas dentro de la columna.
La cromatografia liquida se llevo a cabo en la columna. Se coloco la muestra y se hizo
fluir la fase mavil a través de la columna por efecto de la gravedad (Geanta, 2009; Bravo
Tovar, 2004).

El fluido que entra por la columna se llama eluyente y el fluido que sale por el extremo

de la misma se llama eluato.
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HIPOTESIS

o La actividad enzimatica de CYP1A2 difiere en las participantes con diagnéstico
de cancer de mama en relacion a las participantes sin diagndstico de cancer, en ambos
fluidos bioldgicos.

« Las participantes con diagnostico de cancer de mama, presentan un fenotipo lento,

en relacion a las participantes sin diagnostico de cancer.

VARIABLES

o Edad

 Ingesta Alimentaria

« Estado Nutricional segun medidas antropométricas

« Tipo de metabolitos de la cafeina en orina y en sangre

« Cantidad de metabolitos de la cafeina en orina y en sangre
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DISENO METODOLOGICO

Tipo de estudio

El presente Trabajo de Investigacion fue de modalidad descriptivo simple, observacional,
experimental, correlacional, de corte transversal.

Descriptivo: Dado que busca especificar propiedades, caracteristicas, y rasgos
importantes de cualquier fendbmeno que se analice, describiendo tendencias de un grupo
0 poblacion.

El mismo pretende medir o recoger informacion de manera independiente 0 conjunta
sobre los conceptos o las variables a los que se refiere (Sampieri et al., 2007).

Observacional: Ya que deja que la naturaleza siga su curso, es decir, el investigador mide

pero no interviene (Sampieri et al., 2007).

Experimental: Debido a que se manipularon las variables.

Correlacional: Puesto a que asocia variables mediante un patron predecible para un grupo
0 poblacién. Tiene como propdsito conocer la relacién que existe entre dos 0 mas
conceptos, variables o categorias en un contexto particular (Canales et al., 1986).
Transversal: En lo que refiere al periodo y secuencia del estudio, ya que se estudiaron las
variables como se presentaron en el momento de la investigacion, y se hizo un corte en el

tiempo.

Universo y Muestra

Universo: Todas las mujeres de 40 a 75 afios de la ciudad de Villa Carlos Paz, Cérdoba,

que asistieron al Centro Médico Privado “San Ricardo Pampuri”, durante el periodo Junio

— Septiembre 2017.

Muestra:

Para llevar a cabo el estudio se seleccionaron 12 mujeres (mayores de edad de entre 40-
75 afos) mediante un muestreo por conveniencia, 6 de ellas con diagndstico de cancer de
mama que cumplieron con los criterios de inclusion para participar en este estudio y 6
mujeres sin diagndstico de CM (con parentesco de primer grado de las participantes, para

minimizar la heterogeneidad genética). De cada una de ellas se obtuvieron 3 submuestras
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conformadas por dos muestras de orina (con y sin cafeina) y una de sangre post ingesta
de café. Conformando una totalidad de 36 submuestras.

Criterios de inclusion y exclusion:

Participantes de sexo femenino de 40-75 afios, que cumplieron con las siguientes
caracteristicas:

. Que posean parentesco de primer grado (sexo femenino).

. Ausencia de factores de riesgo (condiciones ambientales, disminucion de la
actividad fisica, exposicion a contaminantes ocupacionales y ambientales, modificaciones
perjudiciales en los habitos alimentarios y ciertos xenobioticos) que interfieran en el
funcionamiento adecuado del higado y rifiones.

. No fumadoras (al menos 6 meses antes del estudio).
. Con ausencia de patologias hepaticas y renales.
. Que consuman habitualmente una dieta equilibrada y balanceada en Macro y

Micronutrientes (basadas en las Recomendaciones de las Guias Alimentarias de la
Poblacion Argentina) (MSN, 2016).

. Que no hayan consumido 72hs antes del estudio alimentos, bebidas
o farmacos que contengan cafeina, vegetales cruciferos, productos que contengan
Lactobacillus (probiéticos), y suplementos de vitaminas y minerales (Ver Anexo 1).

. Que no hayan estado expuestas a inhalacion y contacto directo con pinturas.

. Que hayan dado su aprobacion por escrito firmando una carta de consentimiento

informado (Ver Anexo 2).

. Que residan en Villa Carlos Paz, Cérdoba, durante el periodo en el que se realice
el estudio.

. Sin adherencia a tratamientos terapéuticos en los Gltimos 6 meses.

. Desde el aspecto ético se obtuvieron los consentimientos informados de las

participantes seleccionadas, a traves de la firma de un documento escrito en el que se
describe el protocolo N°3342del proyecto marco titulado “Estudio de la actividad
enzimatica de CYP1A2, sus polimorfismos genéticos y marcadores inflamatorios como
indicadores de susceptibilidad para Cancer de Mama en Cordoba”, llevado a cabo por la
Dra. Reartes, y el Prof. Dr. Repossi. EI mismo fue leido detalladamente y firmado en el

lugar donde se llevé a cabo el estudio ante la presencia de testigos. El protocolo y el
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consentimiento contaron con la aprobacion del Comité de Etica del Hospital Nacional de
Clinicas (HNC- UNC) en el afio 2017. (ver Anexo 2)

Operacionalizacion de las VVariables

o Edad
Definicion: Mujeres con edad > 40 afos y <a 75 afios
Unidad de medida: Afos

 Ingesta Alimentaria
Definicion: Es la incorporacion de alimentos en el aparato digestivo en relacién con las
necesidades dietéticas del organismo.
Unidad de medida: Adecuada o no, segun Guias Alimentarias para la Poblacion
Argentina (MSN, 2016).

« Estado Nutricional segun medidas antropométricas
Definicion: Es la condicion fisica que presenta una persona como resultado del balance
entre sus necesidades e ingesta de energia y nutrientes; que determina la salud e influye
sobre la enfermedad (FAO, 2016).
Unidad de medida: indice de Masa Corporal (kg/m?): Bajo peso < a 18,5; Peso Normal
de 18,5 a 24,9; Sobrepeso de 25 a 29,9; Obesidad > a 30 (OMS 2000).

« Tipo de metabolitos de la cafeina en orina
Definicion: Se incluye como metabolitos a la cafeina (1, 3, 7-trimetilxantina); 5-
acetilamino-6-formilamino-3-metiluracilo, 1-metilxantina, 1-acido metildrico, 1,7-
acido dimetildrico. Se identificaron a través de HPLC-MS/MS, segun la relacion
masa/carga (m/z) de cada metabolito.

Unidad de medida: micromol (umol)
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« Tipo de metabolitos de la cafeina en sangre
Definicién: Se incluye como metabolitos a la Cafeina (1,3,7-trimetilxantina); Paraxantina
(17X), Teobromina (37X) y Teofilina (13X) (Tanaka et al., 1992).

Unidad de medida: micromol (umol)

« Cantidad de metabolitos de la cafeina en orina
Definicion: Area de los picos de metabolitos urinarios de la cafeina, obtenidos mediante
HPLC-MS/MS.

Unidad de medida: micromoles por litro (umol/L)

« Cantidad de metabolitos de la cafeina en sangre
Definicion: Area de los picos de metabolitos sanguineos de cafeina, obtenidos mediante
el calculo de la relacion molar de (17X+13X+37X) / 137X (Tanaka et al., 1992).
Unidad de medida: micromoles por litro (umol/L)

Técnica e instrumentos de recoleccion de datos

1. Desde el aspecto ético se elabord un documento escrito (Consentimiento Informado)
en el que se describe el protocolo N° 3342 del proyecto marco mencionado
anteriormente, el cual fue aprobado por el Comité de Etica del HNC-UNC.

2. Se realizd6 una reunion informativa en el Centro Médico Privado “San Ricardo
Pampuri” con las mujeres dispuestas a participar del estudio y que cumplian con los
criterios de inclusion.

3. Las participantes dieron su consentimiento por escrito mediante la firma de dicho
documento donde se avalo su participacion voluntaria en este estudio de investigacion
luego de haber recibido una explicacién oral y escrita acerca del mismo.

4. Se realizo una encuesta para conocer la Ingesta Alimentaria de las participantes (Ver
Anexo 3), mediante un formulario adaptado y validado de Navarro et al. (Navarro et
al., 2001), el cual viene siendo utilizado por el Grupo de Epidemiologia Ambiental
del Cancer en Cordoba (GEACC). Dicho instrumento fue adaptado para el presente
estudio, ya que solo se utilizé el segundo médulo del mismo, el cual estd compuesto

por una frecuencia de consumo alimentario.
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5. Se tomaron medidas antropométricas tales como Peso y Talla para determinar el
Estado Nutricional de dichas participantes, mediante el indice de Masa Corporal.
Para conocer el peso corporal se utilizé una balanza de pie "C.A.M." de precision con
margen de error de 100 g. La participante debio ubicarse de pie, parado en el centro
de la balanza, con ropa liviana y sin zapatos. Para la Talla se utilizo el altimetro de
la balanza, la persona se ubico de pie, descalza, con el cuerpo erguido, la cabeza erecta
y mirando al frente.

6. Se entregd un folleto informativo (Ver Anexo 4) el cual contenia los pasos a seguir
previo a la toma de las muestras, y una lista de los alimentos y bebidas que no se
podian consumir 72hs antes del estudio, principalmente aquellos que contienen
cafeina o derivados, Lactobacillus (probioticos), suplementos de vitaminas vy
minerales y algunos medicamentos (Ver Anexo 1).

7. Ese mismo dia se le entregd a cada una de las participantes un envase estéril de 120
mL para que recolectaran la primera orina el dia de la toma de las muestras.

8. Las participantes 72hs antes de la toma de las muestras, realizaron la dieta explicada
previamente y un ayuno de 8hs la noche previa. Antes de asistir al estudio recogieron
la primera orina del dia (Grantet al., 1983) en el envase estéril provisto con
anterioridad.

9. EIl dia de la obtencién de la muestra se recibieron los envases con la orina y se
rotularon con las iniciales del nombre y apellido de cada participante (que permitié
no hacer la identificacion personalizada y resguardar la confidencialidad de los datos)
seguido de la letra "B" que es la muestra "blanco” (sin cafeina) y por altimo la letra
"O" representando la orina.

10. Posteriormente, se procedio a servir a cada una de ellas, una infusion de café, la cual
fue preparada con 250 cc de agua hervida y 2 cucharadas de café instantaneo de 2 g
cada una (equivalentes a 140 mg de cafeina) (Spigelman et al., 1995; Avyari et al.,
2015) acompafiado de dos medialunas.

11. Una vez transcurridas las 4hs posteriores a la toma del café se les entregd a las
participantes otro recipiente esterilizado y se procedio a la recoleccién de una nueva
muestra de orina, las cuales fueron rotuladas con las iniciales del nombre y apellido
de cada participante seguido de la letra "C" que representa la muestra con cafeina y

por ultimo la letra "O" representando la orina. Luego se realizé la extraccion de sangre
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para determinar la actividad de la enzima CYP1AZ2. Esta etapa estuvo a cargo de las
bioguimicas del Centro Médico y del Instituto de Biologia Celular. Cada unidad
muestral fue rotulada con las iniciales del nombre y apellido de cada participante
seguido de la letra "C", y por ultimo la letra "S" representando la sangre.

12. Una vez obtenidas las muestras las mismas fueron filtradas mediante una membrana
Amicon Ultra-0.5 (Millipore ®) para su posterior andlisis en el Instituto Superior de
Investigacion, Desarrollo y Servicios en Alimentos (ISIDSA) a través del Equipo
HPLC Agilent MS/MS.

Tratamiento de la muestra en orina:

Una vez obtenidas las muestras de orina de cada participante, estas fueron procesadas
mediante un protocolo modificado de Ptolemy et al (Ptolemy et al., 2010).

Se recolectaron las muestras con una pipeta esterilizada 2 mL de orina que fueron
colocadas en un recipiente esterilizado y etiquetado con las iniciales de los participantes.
Las muestras de orina sin tratar fueron conservadas a —80 °C hasta su procesamiento.
Para comenzar con el método de extraccion, las muestras de orina se descongelaron hasta
alcanzar temperatura ambiente y fueron centrifugadas a 12000 rpm durante 5 minutos
para remover particulas del fluido. Posteriormente una alicuota de 500 puL del
sobrenadante fue transferida a la membrana Amicon Ultra-0.5 (Millipore ®) (tamafio
nominal de corte: 10 kDa) y centrifugado por 10 minutos a 12000 rpm, obteniendo un
filtrado de bajo peso molecular. Previo al anélisis, se probaron diferentes diluciones del
filtrado, con el objetivo de minimizar el efecto de la matriz en el espectrometro de masas.
El producto del filtrado de bajo peso molecular se diluyé con una proporcion 1:20 con
agua de calidad Milli-Q vy se filtré con una membrana de 0,45 micras para su posterior
analisis mediante HPLC.

Las muestras fueron analizadas en el Instituto Superior de Investigacion, Desarrollo y
Servicio en Alimentos (ISIDSA) de la Universidad Nacional de Coérdoba. Para el
desarrollo de este trabajo se utilizé un equipo HPLC Agilent MS/MS provisto de una
bomba binaria (Agilent G1312B SL Binary), inyector automético (Agilent G1367 D
SL+WP) y desgasificador (Agilent G1379 B). Se utiliz6 una columna para HPLC de fase
reversa (Zorbax Eclipse XDB, Cig; 1,8 um; 50 mm x 3,0 mm). El sistema de HPLC se
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encuentra acoplado a un detector de diodo (Agilent G1315 C Satarlight DAD) y un
espectrometro de masas (micrOTOF-Q1 Series, Bruker), equipado con una fuente de
ionizacion por electrospray (ESI). La fase movil consistio en una mezcla de &cido
formico 0,5% (solvente A) y acetonitrilo (solvente B). EI volumen de inyeccion fue de 5
pL a un flujo de 0,25 mL/min.

La identificacion y cuantificacion de cafeina se llevo a cabo mediante el tiempo de
retencion y el area de pico, respectivamente, obtenidas a partir de un estandar comercial.
La identificacion del resto de los metabolitos urinarios de la cafeina (1-
acido metildrico (1U); 1-metilxantina (1X); AFMU; 1,7-acido dimetildrico (17U) se
estimaron a partir de datos disponibles en bibliografia (Ptolemy et al., 2010; Huang et
al., 2012).

Figura 3: Curva de cafeina en orina
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Tratamiento de la muestra en sanqgre:

Una vez obtenidas las muestras de sangre (5 mL) de cada participante, fueron analizadas
teniendo en cuenta un protocolo de andlisis publicado por Ptolemy et al. (Ptolemy et
al., 2010).

El plasma se aislé a partir de sangre -a través de 7 minutos de centrifugacion a 2000 rpm y
5 °C. Las muestras de plasmano tratadas se almacenaron a -80 °C hasta su
procesamiento.

Para comenzar con el método de extraccion, las muestras de sangre se descongelaron a
temperatura ambiente. A continuacion, todas las muestras se inocularon inicialmente
con el patron interno de cafeina 13C; y se centrifugaron a 12.000 rpm durante 5 minutos
para eliminar cualquier materia en particulas del fluido. Luego se transfirieron 500 pL del
sobrenadante a un filtro de corte de peso molecular (MWCO) de
10 kDa (Millipore Corporation, Billerica, MA, EE.UU.) y se centrifugaron durante 10
min a 12.000 rpm. El filtrado de bajo peso molecular se diluyé y se usé para su posterior
analisis.

Finalmente, las muestras fueron llevadas a analizar mediante HPLC- MS/MS en el
Instituto Superior de Investigacion, Desarrollo y Servicio en Alimentos (ISIDSA) de la

Universidad Nacional de Cérdoba.

Figura 4: Curva de cafeina en plasma
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Plan de tratamiento y analisis de datos:

Una vez llevado a cabo el trabajo de campo, donde se recolectd la informacion a través
de una encuesta alimentaria, y obtenidas las medidas antropomeétricas de las participantes,
se procedio a realizar el procesamiento de los datos. Para ello se codificaron y
categorizaron las variables, ubicandolas en una base de datos de Microsoft Excel 2010
para su posterior analisis.

Para el tratamiento de datos se realizd primeramente la tabulacion de los mismos, para
luego llevar a cabo un andlisis estadistico descriptivo a través de la construccion de tablas
y graficos de distribucion de frecuencias (absolutas y relativas) y el célculo de medidas
resumenes de posicion y dispersion de las variables segun su naturaleza. Ademas, se
realizd una comparacién entre variables. Para ello se utilizo la prueba de correlacion de
Pearson y test T de Student, que nos permitieron analizar la asociacion entre los datos.
Por otra parte, mediante la observacion de los metabolitos (en orina y sangre) se logro
obtener datos representativos de las caracteristicas de las muestras, los cuales fueron
codificados y registrados en una planilla para ser analizados.

La etapa de analisis fue llevada a cabo por la Dra. Reartes y el Prof. Dr. Repossi en el
Instituto de Biologia Celular; mediante la realizacion de una curva de cafeina a partir de
la identificacion y cuantificacion de sus metabolitos, mediante el tiempo de retencion y

area de pico, respectivamente, obtenidas a partir de un estandar comercial.
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RESULTADOS
Figura 5: Edad del total de las participantes

40-55 afos
50% = 56-65 afios
= 66-75 afios

n=12

Interpretacion: Se observa que del total de las participantes, un 50% present6 una edad

comprendida entre 40 y 55 afios, un 25% entre 56 y 65 afios y el 25% restante entre 66 y
75 afos.

Figura 6: Consumo de grupos de alimentos del total de las participantes
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SECOS

Interpretacion: Se observa que del total de las participantes, la mayoria presenté un

consumo adecuado principalmente del grupo de frutas y verduras (92%), seguido del
grupo de cereales y legumbres (83%). Por otra parte, se puede observar un consumo

inadecuado especialmente del grupo azlcares y grasas (58%)
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Figura 7: Consumo de grupos de alimentos de las participantes con

diagnostico de cancer de mama

100%

80%

60%
H Adecuado

40%
i Inadecuado

20% n=6

0% 0
LACTEOS CARNES Y FRUTASY CEREALESY AZUCARESY ACEITESY
HUEVOS VERDURAS LEGUMBRES  GRASAS FRUTOS
SECOS

Interpretacion: Se observa que las participantes con diagnostico de CM presentan un

consumo adecuado principalmente del grupo de carnes y huevos (100%), seguido del
grupo de frutas y verduras (83%), y en iguales proporciones los grupos de cereales y
legumbres, aceites y frutos secos y lacteos (67%). Por otra parte se puede observar un

consumo inadecuado del grupo azUcares y grasas (67%).

Figura 8: Consumo de grupos de alimentos de las participantes sin
diagndstico de cancer de mama
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Interpretacion: Se observa que las participantes sin diagnéstico de CM presentaron un

consumo adecuado principalmente de los grupos de frutas y verduras (100%), y cereales
y legumbres (100%), seguido del grupo de aceites y frutos secos (83%) y lacteos (67%).
Por otra parte se puede observar un consumo inadecuado en los grupos de carnes y
huevos, y azlcares y grasas (50%).
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Figura 9: Distribucion porcentual del Estado Nutricional del total de las
participantes segun IMC

i Normal
i Sobrepeso
i Obesidad

n=12

Interpretacion: Se observa la distribucion porcentual del Estado Nutricional de las
participantes. Del total de ellas, la mitad (50 %) present6 un diagndstico de
Sobrepeso, con un IMC entre 25 a 29,9 kg/m?, seguido de un importante porcentaje de
casos de Obesidad (33%), con un IMC > a 30 kg/mz, siendo poco frecuente un Estado
Nutricional Normal (17%), con un IMC entre 18,5 a 24,9 kg/m?. La Media del IMC fue
de 27,1 kg/mz2.

Figura 10: Distribucion porcentual del Estado Nutricional de las

participantes con diagnostico de cancer de mama segun IMC

4 Normal
i Sobrepeso
i Obesidad

n=6

Interpretacion: Se observa la distribucion porcentual del Estado Nutricional de las
participantes con diagndstico de CM. Del total de ellas, la mitad (50%)
present6 diagndstico de Obesidad con un IMC > a 30 kg/m?, seguido de un importante
porcentaje de casos de Sobrepeso (33%) con un IMC entre 25 a 29,9 kg/mz, siendo poco

frecuente un Estado Nutricional Normal (17%), con un IMC entre 18,5 a 24,9 kg/mz2.
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Figura 11: Distribucion porcentual del Estado Nutricional de las

participantes sin diagnostico de cancer de mama segun IMC
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Interpretacion: Se observa la distribucion porcentual del Estado Nutricional de las

participantes sin diagnostico de CM. Del total de ellas, un 66% present6 diagndstico de

Sobrepeso con un IMC entre 25 a 29,9 kg/m?, seguido de igual proporcion de casos de

Obesidad (17%) con un IMC >30 kg/m?, y de Estado Nutricional Normal (17%), con un
IMC entre 18,5 a 24,9 kg/m2,

Tabla2: Metabolitos urinarios de la cafeina expresados en micromolar

(umol)

MUESTRAS
Participantes c/ diagnostico de | Participantes s/ diagnostico de
CM CM

EM
METABOLITO | m/z |ALK |AB [HC | MMC | MD | TT | ANK | NM | LC e RD | ET

1- acido
182,0 | 90 | 68 | 76 55 80 | 48 | 67 52 |46 | 87 | 49 | 66
metiltrico (1 U)

1- metilxantina
166,1 83 | 42 | 42 69 66 | 32 | 50 33 (34| 42 | 37| 41

(1X)
AFMU 2261 | 115 [ 86 |108| 131 | 101 | 77 | 63 | 79 |52 | 139 | 97 | 68
1,7-

acido dimetildrico | 196,1 | 86 |81 |49 | 37 | 80 |31 | 44 | 28 |35 | 56 | 28| 43
17U)

Cafeina (137X) | 194,2 65 (106 | 96 | 128 91 |91 | 59 112 | 57 | 95 | 76 | 92

Determinaciones con HPLC MS/MS, relacion masa/carga (m/z).
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Tabla3: Actividad enzimatica CYP1A2, NAT2, y fenotipificacion

MUESTRAS
Participantes c/ diagndstico de | Participantes s/ diagnéstico de
CM CM
Actividad
o ALK | AB |HC | MMC |MD |TT | ANK | NM | LC | EMC | RD | ET
enzimatica
Actividad
enzimatica de
CYP1A2 3,4 24146 | 69 |[31(51| 41 |59 (38| 48 |65 |41
Fenotipo (AFMU +
1U + 1X/ 17U)*
Actividad
enziméatica de NAT2
) 14 [(201]26| 1,9 |15 |24| 13 |24 |15| 33 |26]|17
Fenotipo
(AFMU/1X)*

*Lang et al., 1994

Figura 12: Fenotipificacion de CYP1A2 y NAT2 en orina del total de las

participantes
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Interpretacion: Se puede observar un predominio de participantes con fenotipo rapido

en relacion a la actividad enzimatica de CYP1A2. No se observan diferencias

significativas entre las participantes con y sin diagnostico de CM.
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Figura 13: Distribucion porcentual de los fenotipos del total de las

participantes
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Interpretacion: Se observa que, del total de las participantes, un 92% present6 un

fenotipo rapido, mientras que sélo un 8% de las participantes presento un fenotipo lento.

No se encuentran diferencias significativas entre las participantes con y sin diagnostico

de CM.

Tabla 4: Metabolitos de la cafeina en plasma expresados en micromolar

(nmol)
MUESTRAS
Participantes c/ diagnéstico | Participantes s/ diagnostico
de CM de CM
METABOLITO | m/iz |ALK |AB |HC|MMC |MD |TT|ANK |NM [LC |EMC |RD |ET
Paraxantina (17X) | 180,2 | 25 | 87 | 54 83 54 | 81| 91 |58 |86 | 135 | 91 | 83
Teobromina (37X) | 1802 | 16 |30 |23 | 46 |21 (32| 6 |26 [36| 19 |42 |22
Teofilina
1802 | 7 | 6|5 | 9 | 7 [24| 7 |12 11| 16 |11 | 7
(13X)
Cafeina
194,2 | 62 |107| 78| 81 | 62 [65| 21 | 70 | 53| 63 | 69 |38
(137X)
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Tabla 5: Actividad enziméatica CYP1AZ2 en plasma

MUESTRAS

Participantes c/ diagnéstico de CM | Participantes s/ diagndstico de CM
Actividad

L ALK | AB| HC| MMC | MD | TT | ANK | NM | LC | EMC | RD |ET
enzimatica
Actividad

enzimaticade | 0,8 | 1,2 | 1,1 1,7 13 (21| 50 14 | 25| 2,7 | 21|30
CYP1A2

Figura 14: Actividad enzimatica de CYP1A2 en plasma del total de las

participantes
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Interpretacion: Se puede observar que las participantes sin diagndstico de CM

presentaron valores mas altos de la actividad enzimética de CYP1A2 en plasma, que las

participantes con diagndéstico de CM, por lo que las primeras presentan una mayor

actividad enzimatica que estas ultimas.
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Figura 15: Ejemplo de corrida de las muestras
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Interpretacion: Se observa, a modo de ejemplo, la corrida de una muestra, donde se

pueden ver los distintos picos, pudiéndose identificar la cafeina y sus metabolitos tanto

urinarios como plasmaticos.
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Figura 16: Corrida de las muestras AB y NM en orina y plasma, dilucion 1:20
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Interpretacion: Se observa, a modo de ejemplo, la corrida de las muestras de dos

participantes, una de ellas con diagndstico de CM (AB) y su pareja sin diagnostico
(NM). Se pueden ver representados los distintos picos y sus respectivos tiempos de

retencion, identificandose a la cafeina y sus metabolitos en orina y plasma.
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Figura 17: Actividad enzimatica de CYP1A2 en orina y plasma del total de

las participantes
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Interpretacion: Se pueden observar los valores de la actividad enzimatica de CYP1A2

en orina y plasma del total de las participantes.

Figura 18: Media de la actividad enzimatica de CYP1A2 en orina y plasma

en participantes con y sin diagnostico de CM
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Interpretacion: Se observa diferencias significativas en las Medias de la actividad

enzimatica en plasma de las participantes con y sin diagnéstico de CM (P < 0,05),
siendo superiores los valores de las participantes sin diagndstico.
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DISCUSION

Se han demostrado en diversos estudios que existen en la dieta muchos factores que

pueden influir en el desarrollo de distintos tipos de cancer, tal es el caso de ciertos
xenobioticos (AHC y HAP). Para conocer como el organismo metaboliza estas
sustancias, diferentes autores han estudiado la actividad enziméatica de CYP1A2 (Sachse
et al., 2003; Ayari et al., 2015; Gonzalez Arguello, 2002; Yuan et al., 2008).

En el presente estudio el promedio de edad del total de las participantes fue de 57 afios,
similar a la media observada en un estudio realizado en Los Angeles, la cual fue de 56
afios (Yuan et al., 2008). Estos valores se aproximan a la edad media a nivel global,
estudiada por Flores Luna (Flores Luna et al., 2008) la cual se sitla en torno a los 60 afios
y por encima de los 65 supone un incremento en el diagnéstico de casos de CM.

Acorde a la Ingesta Alimentaria, se pudo observar un consumo adecuado principalmente
del grupo de carnes y huevos entre las participantes con diagnéstico de CM, a diferencia
de las participantes sin diagndstico que presentaron un consumo adecuado principalmente
del grupo de frutas y verduras. Estudios anteriores realizados por Pou et al., (Pou et al.,
2014; Tumas et al., 2015; Pou et al., 2012) en la ciudad de Cérdoba, demostraron que la
poblacion adhiere a tres patrones alimentarios, dos de ellos caracterizados por el alto
consumo de carnes y bebidas azucaradas, que resultaron asociados a mayores riesgos de
padecer cancer de mama, prdstata, colorrectal y de vias urinarias.

Con respecto al Estado Nutricional se observa un IMC correspondiente a Sobrepeso en
un 50%, sin observar diferencias significativas entre las participantes con y sin
diagnostico de CM, en relacion a esto, estudios similares realizados en Cérdoba (Pou et
al., 2014; Tumas et al., 2015; Pou et al., 2012) encontraron un IMC correspondiente a
Obesidad en un 34% de participantes con diagnéstico de cancer de mama, hallando
diferencias entre los participantes con y sin diagnostico.

Para caracterizar el fenotipo de la poblacion bajo estudio se utilizé la cafeina como sonda
metabolica, por ser una sustancia inocua, accesible y de alta biodisponibilidad cercana al
100%, la cual es metabolizada principalmente en higado por las enzimas CYP1A2 y
NAT2, por lo que es utilizada para determinar su actividad (Gonzalez Arguello, 2002).
La cafeina fue suministrada a los participantes en forma de café instantaneo (140 mg de
cafeina), al igual que el estudio realizado en Los Angeles (Yuan et al., 2008) y en Reino

Unido (Sachse et al., 2003) que utilizaron las mismas cantidades que en el presente
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estudio. A diferencia de esto, los estudios realizados en Costa Rica (Gonzalez Arguello,
2002) y Tanez (Ayari et al., 2015) utilizaron cafeina pura.

Continuando con la linea de investigacion de trabajos anteriores dirigidos por la Dra.
Reartes, y la utilizacion del protocolo de Ptolemy et al., (Ptolemy et al., 2010) para la
obtencion de las muestras, se logro identificar y cuantificar los metabolitos de la cafeina
tales comol-acido metildrico (1U); 1-metilxantina (1X); AFMU; 1,7-4cidodimetildrico
(17U), presentes en orina, para conocer la actividad enzimatica de CYP1A2 y el fenotipo,
mientras que en plasma sélo se conocio la actividad de dicha enzima, a partir de sus
metabolitos, paraxantina (17X), teobromina (37X) y teofilina (13X).

Se utilizaron puntos de corte de acuerdo a la clasificacion adaptada de Lang (Lang et al.,
1994) para identificar a los fenotipos lentos (ML) o rapidos (MR), a partir de valores por
encima y debajo de 2,9; mientras que los estudios realizados en Costa Rica (Gonzélez
Arguello, 2002) y Reino Unido (Sachse et al., 2003), utilizaron valores comprendidos
entre 0,6 y 13,4. Por otra parte, el estudio realizado en Los Angeles (Yuan et al., 2008)
utilizé como punto de corte valores por encima y debajo de 0,34.

En relacién a la fenotipificacion de las participantes se observd un predominio del
fenotipo répido, sin encontrar diferencias significativas entre participantes con y sin
diagndstico, esto coincide con el estudio realizado por Ayari en la ciudad de Tunez (Ayari
et al., 2015) y el realizado por Lang en Estados Unidos (Lang et al., 1994) los cuales
también observaron un predominio del fenotipo rapido, sin encontrar diferencias
significativas entre grupos con y sin diagnostico de cancer de mama y colorrectal
respectivamente. En plasma se observo que las participantes sin diagndéstico de CM
presentaban una actividad enzimética de CYP1A2 con valores superiores a las
participantes con diagndstico. En cuanto a esto, el estudio realizado en Tunez (Ayari et
al., 2015) no encontro diferencias significativas entre ambos grupos.

Entre las dificultades de nuestro estudio se destaca la bisqueda de las participantes debido
la complejidad de ciertos requisitos para participar del mismo, ya que las participantes
con diagnéstico de CM se negaban a la extraccion de la muestra de sangre y a la
realizacion de la dieta.

Cabe destacar que seria oportuno continuar con esta linea de investigacion, incluyendo el
analisis de la vida media de la cafeina en plasma, para poder determinar la actividad

enzimatica de CYP1A2 con mayor precision. Ademas seria de suma importancia, que el
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analisis o estudio de la actividad enzimatica sea utilizado como un biomarcador novedoso

de factores de riesgo, para la prevencion de distintos tipos de cancer.
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CONCLUSION

En el presente trabajo se analizo la actividad enzimatica de CYP1AZ2 en fluidos bioldgicos

(orina y sangre) en participantes con y sin diagnéstico de CM, de la ciudad de Villa Carlos
Paz, Cordoba, durante el periodo Junio — Septiembre 2017.

En relacion a la ingesta, se observd un consumo adecuado principalmente del grupo de
carnes y huevos entre las participantes con diagnostico de CM. Entre las participantes sin
diagnostico, el consumo adecuado estuvo representado principalmente por los grupos de
frutas y verduras, y cereales y legumbres, respectivamente.

El Estado Nutricional del total de las participantes present6 un predominio de sobrepeso
(50%) y obesidad (33%). Se hallaron correlaciones directas entre IMC y la actividad
enzimatica de CYP1A2 en orina, en participantes sin diagnéstico de CM (Coeficiente de
Pearson: 0,53). Se encontraron correlaciones inversas entre IMC y la actividad enzimética
de CYP1A2 en plasma, en participantes con diagnostico (Coeficiente de Pearson: -0,54).
En cuanto a la fenotipificacion, el 92% de las participantes presentaron un fenotipo
rapido y soélo un 8% presentd un fenotipo lento, lo que induce a pensar que no existe
diferencia real en cuanto a la capacidad metabdlica de CYP1AZ2 en las participantes con
y sin diagnostico de CM.

Se observd que la actividad enzimatica de CYP1A2 en plasma de las participantes sin
diagnostico de CM presentaba valores superiores a las participantes con diagndstico, por
lo que la capacidad del higado para metabolizar sustancias toxicas seria mayor en las
primeras.

En relacion a la primera hipdtesis planteada, podemos decir que se observaron diferencias
significativas sélo en los niveles plasmaticos de CYP1AZ2 entre las participantes con y sin
diagnédstico de CM. En cuanto a la segunda hipétesis, no se encontraron diferencias
significativas entre ambos grupos.

Pretendemos con esto, generar nuevos interrogantes que sirvan de iniciativa para
posteriores investigaciones relacionadas a la presente linea de investigacion. Y, como
futuras Licenciadas en Nutricion, es de gran importancia tomar compromiso en la
promocion de la salud y prevencion de enfermedades cronicas, como el cancer de mama,

para el logro de una mejor calidad de vida.
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GUIA DE ABREVIATURAS

e 137X:1,3,7-trimetilxantina (Cafeina)

e 13X: 1,3- Dimetilxantina (Teofilina)

e 17U:1,7- Acido Dimetildrico

e 17X:1,7- Dimetilxantina (Paraxantina)

e 1U: 1- Acido Metildrico

e 1X:1- Metilxantina

e 37X: 3,7- Dimetilxantina (Teobromina)

e 7U: 7- Acido dimetilurico

e AFMU: 5- acetilamino- 6- formilamino- 3- metiluracilo
e AHC: Aminas Heterociclicas

e CA: Cancer

e CM: Céncer de mama

e HAA: Aminas aromaticas heterociclicas

e HAP: Hidrocarburos aromaticos policiclicos

e HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion
e ML: Metabolizadores lentos

e MR: Metabolizadores rapidos

¢ RM: Raz6n metabdlica

e XO: Xantinoxidasa
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ANEXOS

e ANEXO I: Lista de alimentos, bebidas y farmacos que no se pueden

consumir

o Café

o TE

« Mate cebado
« Mate cocido

Alimentos y Bebidas con Cafeina  Bebidas Cola
« Bebidas Energizantes (Speed, Red
Bull, Monster, Vigoration)

o Guarana

o Cacao

o Chocolate

e Brocoli
o Coliflor
Vegetales Cruciferos

« Repollo

« Repollitos de Brucela

e Yogqur
Alimentos con Lactobacillus o Quesos (excepcidn queso crema)
o Pomelo
Otros Alimentos e Carnes con costra (asada, a la
plancha)

Ibuprofeno (Actron, Ibuevanol)
Paracetamol

Farmacos ¢/ Cafeina
Diclofenac

Aspirina
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v’ Evitar el consumo de alcohol y tabaco

v' BEBIDAS E INFUSIONES QUE SE PUEDEN CONSUMIR:

* Infusiones: Leche endulzada, leche con esencia de vainilla, té de limon;
de frutas, jengibre, menta, hierbabuena, manzanilla, cola de caballo,
boldo y valeriana.

* Bebidas: Agua, soda, agua saborizada (limon, naranja, manzana,
mandarina) jugos de frutas naturales o comerciales (excepto de pomelo),
gaseosas no colas (excepto de pomelo), agua tdnica, bebidas isotdnicas
(Gatorade, Powerade), limonada con menta y jengibre y licuados de

frutas.
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ANEXO I1: Consentimiento informado

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

INTRODUCCION

Usted esta siendo invitado a participar de un proyecto de investigacion denominado
“Estudio de la actividad enzimatica de CYP1A2, sus polimorfismos genéticos y
marcadores inflamatorios como indicadores de susceptibilidad para Cancer de Mama en
Cordoba”, que se desarrolla en y/o coordinado por la Dra. Gabriela Reartes en el Instituto
de Biologia Celular, de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de
Cordoba.

Antes de firmar su consentimiento es importante que lea cuidadosamente y comprenda la
informacidn detallada sobre el presente estudio. Témese el tiempo necesario para leerla
cuidadosamente. Puede analizarla con amigos, familiares si lo desea y siéntase libre de
hacer todas las preguntas que tenga sobre el mismo. Si hay palabras que no comprende
con claridad, pidale al investigador que se las explique. No firme este formulario a menos

que esté dispuesto a participar.

Se utilizaran los datos para una investigacién cuyo objetivo es: Determinar perfiles con
diferente susceptibilidad a partir de su capacidad metabdlica para algunos toxicos pro-
cancerigenos, asociados al riesgo de padecer cancer de mama, mediante el andlisis de
actividad enzimatica, expresion de los polimorfismos de CYP1A2 y su correlacion con
marcadores inflamatorios en participantes de la provincia de Cérdoba.

Le estamos solicitando su autorizacion para: estudiar la susceptibilidad individual a la
carcinogeénesis quimica, que es altamente variable, por la presencia de modificaciones en
las enzimas (polimorfismos) que participan en el metabolismo de las sustancias toxicas,
originadas por factores ambientales o genéticos que derivan en variaciones de la
eficiencia y/o velocidad de las rutas que metabolizan estas sustancias toxicas para
nuestras células. Para estudiar estas caracteristicas se han utilizado diferentes sustancias
inofensivas, como la cafeina presente en el café, que comparten la misma via de

metabolizacion que algunas sustancias tdxicas. Por esto estudiando la degradacion de la
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cafeina nos indica cobmo se comportaria nuestro metabolismo frente a ciertas sustancias
toxicas pro-cancerigenas a las cuales habitualmente estamos expuestos.

El metabolismo de la cafeina se lleva a cabo principalmente en el higado, en este proceso
se encuentra involucrada especialmente la enzima CYP1A2, perteneciente al Citocromo
P450. Para describir la manera en que se comporta esta enzima, se calculara el indice de
la actividad metabdlica de CYP1A2, que consiste en determinar la relacion entre la
fraccion inalterada de cafeina excretada en orina y cada uno de sus metabolitos de
degradacion urinarios. Como resultado de esto se determinara el fenotipo que expresa la
capacidad de dicha enzima. Asi se puede clasificar a los individuos como metabolizadores
rapidos (MR) o metabolizadores lentos (ML), asocidndose este ultimo con la mayor
sensibilidad a ciertas sustancias toxicas como las aminas heterociclicas.

Se espera que los resultados obtenidos de este trabajo contribuyan a mejorar las medidas
de prevencion y tratamiento para personas con cancer de mama o en riesgo de padecerlo.
La primera instancia del presente estudio, consiste en la extraccion de una muestra de 5
mL de sangre a las 5hs de haber ingerido una dosis de 140 mg de cafeina representada en
una taza de café de 250 mL, llevado a cabo por personal capacitado y autorizado, bajo
condiciones de higiene y con material estéril sellado herméticamente para disminuir
cualquier complicacion. Con dicha muestra se determinaran los polimorfismos de la
enzima estudiada y se valorardn ademés biomarcadores de inflamacion (interleuquina 6
(IL-6), proteina C reactiva (CRP). También se les solicitara una muestra de orina de 120
mL a la misma hora de la extraccion de sangre post ingesta de café, siguiendo un disefio
experimental para determinar la actividad enziméatica CYP1A2 y sus polimorfismos. S6lo
deberé asistir una sola vez para la recoleccién de dichas muestras sin haber ingerido café

ni derivados del mismo 72hs previas a la recoleccién de las muestras.

Reserva de muestras o procesamiento: para mantener la confidencialidad, se les asignara
un codigo a las muestras bioldgicas de sangre como la de orina, para no ser identificables
con el participante. Las mismas se procesaran en el Instituto de Biologia Celular, FCM,
UNC. Enf. Gordillo esq. Enrique Barros, Ciudad Universitaria. TE: (03514334020)- (Cel.
0351- 154597664). Lunes a viernes de 9 a 14 hs. Estas muestras no se utilizaran para otro
fin que el indicado en este estudio y luego de procesadas se destruird inmediatamente.
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Riesgos e incomodidades previstas: los posibles riesgos de participar en el estudio, son
minimos. Es posible que experimente alguna incomodidad al momento de la extraccion
de las muestras de sangre, ademas la misma puede provocar dolor, 0 moretones en el
lugar de la aplicacion. Si experimentara algin efecto colateral durante este estudio, debe
informarlo a los profesionales responsables del estudio de inmediato. Asistira una sola
vez al Instituto de Biologia Celular y el tiempo insumido seré de una hora.

Ademas, cabe destacar, que no recibird remuneracion ni beneficio alguno por parte de los
investigadores y /o de otras instituciones participantes. Asimismo, puede abandonar el
estudio o suspender su participacion cuando asi lo desee y sin mediar explicacion alguna
y que su rechazo a participar no le ocasionara ningun perjuicio. El participante podra
retirarse hasta la inclusion de sus datos en los resultados globales, donde ya no podran ser
individualizados. Ademas, los gastos seran totalmente asumidos por los responsables del
estudio y como participante no tendra ninguna responsabilidad en este hecho.

Mediante la firma del consentimiento informado, usted no renuncia a ninguno de los
derechos que le corresponden segun las leyes de nuestro pais y esta de acuerdo en permitir
al personal de la investigacion, las dependencias sanitarias del gobierno y los Consejos
de Etica de la investigacion, que valoren el desarrollo de la investigacion. Su nombre se
mantendra en total confidencialidad hasta el punto que la ley lo permita. La informacion
que Usted proporcione o que se recopile no sera divulgada a terceros sin su permiso
explicito. Si los resultados del estudio se publican o se presentan en congresos, no
incluiran datos personales que puedan identificarlos. La Ley 25326 de proteccion de datos
personales salvaguarda su informacion personal. Los datos personales, es decir que los
registros que se efectlien seran identificados con un codigo y no con el uso de su nombre

y solo se utilizaran para los propdsitos mencionados en este estudio.

El conocimiento que se logre construir con su participacion servird para actualizar
informacidn acerca de: especificar los potenciales beneficios sociales de la investigacion.
Ademas, serd util para: sefiale otra importancia siempre social que justifique la

investigacion.

Beggiatto, Bruno, Gonzalez Rearte



“Actividad enzimdtica de CYP1A2 en fluidos bioldgicos de participantes con diagnostico de Cancer de
mama que asisten al Centro Médico Privado “San Ricardo Pampuri” de la ciudad de Villa Carlos Paz,
Cordoba”

Si tiene dudas como sujeto que participa en una investigacion puede contactar al comité
de Etica de las Investigaciones en Salud que ha aprobado este estudio del Hospital
Nacional de Clinicas, coordinadora Dra. Susana Vanoni, lunes a viernes de 08 a 15 hs,
Santa Rosa 1564, B° Clinicas y/o al Consejo de Evaluacion Etica de las Investigaciones

en Salud — CoEIS — Belgrano 1500 esq. Richardson, lunes a jueves de 09 a 12 hs).

Para consultas relacionadas con el disefio de la investigacion puede contactar al equipo
de investigadores: Dra. Reartes Gabriela. Instituto de Biologia Celular, INICSA. Facultad
de Ciencias  Médicas. Universidad Nacional de Cordoba. E-mail:
gabyreartes@yahoo.com.ar. Lugar y Teléfono de contacto: Instituto de Biologia Celular,
FCM, UNC. Enf. Gordillo esq. Enrique Barros, Ciudad Universitaria. TE:
(03514334020)- (Cel. 0351- 154597664). Lunes a viernes de 9 a 14 hs.

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Al firmar expreso mi conformidad para participar de una investigacion que me ha sido
claramente explicada. He leido y comprendido la hoja de informacion y he tenido la
posibilidad de formular las preguntas y estoy satisfecho con la informacion recibida.
He sido informado por un investigador cuyo nombre y apellido se hace constar al pie
de este documento.

Tengo conocimiento que mi participacion es libre y voluntaria y que puedo retirarme
sin perjuicio. Se me ha informado que los datos que deriven de este estudio solo podran
ser suprimidos de la base de datos hasta el momento que sean integrados y publicados
de manera an6nima, donde no habré ya forma de suprimirlos.

Acepto la realizacion de los distintos procedimientos implicados y conozco los riesgos
eventuales y debo manifestar cualquier molestia que se presente durante los mismos.
Entiendo que no recibiré remuneracion por participar ni otros beneficios. La
investigacion tampoco me generara erogaciones.

Los resultados podran ser presentados en reuniones cientificas o publicados en revistas

especializados manteniendo siempre la reserva de los datos personales.

PARTICIPANTE / PACIENTE
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. ANEXO IIl: Encuesta Alimentaria

Copyright© Navarro, Alicia.1999

ENCUESTA ALIMENTARIA ‘:Z]

£ Qué alimentos consumia habitualmente?.. :Con #e fre cia?... Qué cantidad?...
COD. ALIMENTOS N | Dias/ | Dias/ | Veces | P M G Observaciones
Tipos de coccibén Mes | Sem. | /Dia

L1908 | LECHE DESCREMADA

L554 | LECHE ENTERA

1832 | YOGUR ENTERO

L243 | YOGUR DESCREMADO

L768 | QUESO MANTECOSOS

L557 | QUESO SEMI-DURO (Tipo Senda)

L135 | QUESO DE RALLAR

L1380 | QUESO RALLADO

L578 | RICOTTA

H500 | HUEVO FRITO

H380 | HUEVO ENTERO

C672 | CARNE MAGRA HERVIDA

C698 | CARNE MAGRA PLANCHA C/C

C052 | CARNE MAGRA PLANCHA S/IC

C406 | CARNE MAGRA PARRILLA C/C

C804 | CARNE MAGRA PARRILLA S/C

C731 | CARNE MAGRA HORNO C/C

C269 | CARNE MAGRA HORNO S/C

C002 | CARNE FRITA C/C

C096 | CARNE FRITA S/C

C402 | CARNE GRASA HERVIDA

C851 | CARNE GRASA PLANCHA C/C

C554 | CARNE GRASA PLANCHA S/C

C908 | CARNE GRASA PARRILLA C/C

C832 | CARNE GRASA PARRILLA S/C

C089 | CARNE GRASA HORNO C/C

C803 | CARNE GRASA HORNO S/C

C001 | CARNE GRASA FRITA C/C

C067 | CARNE GRASA FRITA S/C

C822 | PUCHERO HERVIDO C/ CARACU

C336 | PUCHERO HERVIDO S/ CARACU

C161 | ASADO DE TIRA-COSTILLA/PARRILLA C/C

C621 | ASADO DE TIRA-COSTILLA/PARRILLA S/C

C192 | MOLLEJA PARRILA C/C

€927 | MOLLEJA PARRILLA S/C

C284 | LENGUA HERVIDA

C886 | CHINCHULIN PARRILA C/C

€282 | CHINCHULIN PARRILA S/C

C881 | SESOS HERVIDOS

oo ||

Prot. Dr
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COD. ALIMENTOS N | Diag/
Tipos de coccién Mes

Veces | P M G Observaciones

§E
?

€243 | CHORIZO HERVIDO (GUISO)

C254 | CHORIZO PARRILA C/C

C472 | CHORIZO PARRILA S/C

C768 | MORCILLA

C557 | SALCHICHA PARRILERA HERVIDA

C835 | SALCHICHA PARRILERA PARRILLA C/C

C566 | SALCHICHA PARRILERA PARRILLA S/C

C135 | SALCHICHA DE VIENA HERVIDA

C607 | CERDO HERVIDO

C075 | CERDO PLANCHA C/C

€993 | CERDO PLANCHA S/C

C174 | CERDO PARRILLA C/C

C788 | CERDO PARRILLA S/C

C262 | CERDO HORNO C/C

C654 | CERDO HORNO S/C

C618 | GALLINA C/PIEL HERVIDA

C350 | GALLINA S/PIEL HERVIDA

C396 | POLLO C/PIEL HERVIDO

CS18_| POLLO S/PIEL HERVIDO
C854_| POLLO C/PIEL PLANCHA C/C

C500 | POLLO C/PIEL PLANCHA S/C

C353 | POLLO S/PIEL PLANCHA C/C
C465 | POLLO S/PIEL PLANCHA S/C

C359 | POLLO C/PIEL PARRILLA C/C
C218 | POLLO C/PIEL PARRILLA S/C
C659 | POLLO S/PIEL PARRILLA C/C

C403 | POLLO S/PIEL PARRILLA S/C

Cl44 | POLLO C/PIEL HORNO C/C

C663 | POLLO C/PIEL HORNO S/C
C616 | POLLO S/PIEL HORNO C/C
C732 | POLLO S/PIEL HORNO S/C
C865 | POLLO C/PIEL FRITO C/C
C219 | POLLO C/PIEL FRITO

C573 | POLLO S/PIEL FRITO C/C

€946 | POLLO S/PIEL FRITO S/C

P339 | PESCADO GRASO PLANCHA C/C

P338 | PESCADO GRASO PLANCHA S/C

P944 | PESCADO GRASO PARRILLA C/C

P503 | PESCADO GRASO PARRILLA S/C
P004 | PESCADO GRASO FRITO C/C

P314 | PESCADO GRASO FRITO S/C

124
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ALIMENTOS
Tipos de coccibn

§E

P388

PESCADO MAGRO HERVIDO

PESCADO MAGRO PLANCHA C/C

P469

PESCADO MAGRO PLANCHA S/C

P319

PESCADO MAGRO PARRILLA C/C

P939

PESCADO MAGRO PARRILLA S/C

PESCADO MAGRO HORNO C/C

P399

PESCADO MAGRO HORNO S/C

PESCADO MAGRO FRITO C/C

P153

PESCADO MAGRO FRITO S/C

P724

ATUN Y CABALLA

P383

SARDINA EN ACEITE

C017

BONDIOLA

SALAMIN

C578

JAMON CRUDO

C388

JAMON COCIDO-PALETA

C105

MORTADELA

SALCHICHON

C383

SALAME MILAN

PANCETA-TOCINO FRITO C/C

PANCETA-TOCINO HERVIDO (guiso)

QUESO DE CERDO

ACELGA OTRA COCCION

ACHICORIA

AJO COCIDO

AJO CRUDO

ALCAUCIL OTRA COCCION

APIO CRUDO

ARVEJAS FRESCAS O EN LATA

BATATA OTRA COCCION

BERENJENA OTRA COCCION

BERRO CRUDO

BROCOLI OTRA COCCION

CALABAZA O CALABACIN OTRA COCCION

CEBOLLA CRUDA

CEBOLLA FRITA

CEBOLLA OTRA COCCION

CHAUCHA OTRA COCION

CHOCLO OTRA COCCION

COLIFLOR OTRA COCCION

ESPARRAGO OTRA COCCION

ESPINACA OTRA COCCION

LECHUGA
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ALIMENTOS
Tipos de coccidn

4

Voi6

PAPA FRITA

Vo078

PAPA OTRA COCCION

V404

PEPINO CRUDO

V947

PIMIENTO CRUDO

V638

PIMIENTO OTRA COCCION

V089

RABANITO CRUDO

V573

REMOLACHA OTRA COCCION

V803

REPOLLO CRUDO

V748

REPOLLO OTRA COCCION

V041

TOMATE CRUDO

V746

TOMATE OTRA COCCION

V938

ZANAHORIA CRUDA

V310

ZANAHORIA OTRA COCCIO

V192

ZAPALLITO OTRA COCCION

V269

ZAPALLO OTRA COCCION

F211

ANANA (crudo)

ANANA CONSERVA

F337

BANANA (cruda)

CIRUELA (cruda)

F605

CIRUELA OTRA COCCION

F4T72

DAMASCO (crudo)

F432

DURAZNO (crudo)

DURAZNO OTRA COCCION

F665

FRUTILLA (cruda)

KIWI (crudo)

F208

LIMON (crudo)

F675

MANDARINA (cruda)

F434

MANZANA (cruds)

F735

MANZANA OTRA COCCION

MELON (crudo)

F867

NARANJA (cruda)

F594

"PERA (cruda)

F556

PERA OTRA CCOCCION

F377

POMELO (crudo)

F453

SANDIA (cruda)

FR04

UVA (cruda)

N371

MANI

N375

NUEZ

N711

ALMENDRA
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COD. ALIMENTOS N
Tipos de coccitn
T379 | PAN FRANCES

T631 | PAN NEGRO

T613 | CRIOLLOS

T301 | PAN CON GRASA

FE
§E
¥

T300_| TORTA FRITA
1297 | TORTA
T303_| FACTURAS

T811_| GALLETITAS DULCES
T892 | GALLETITAS SALADAS
T655_| GALLETITAS INTEGRALES
T920_| GRANOS NO INTEGRALES
[ T393_| GRANOS INTEGRALES
TI88 | PASTAS

D802 | LENTEJA
D951 | SOJA
D231 | POROTO-GARBANZO-ARVEJA

G262_| ACEITE DE GIRASOL (crudo)
G654_| ACEITE DE MAIZ (crudo)
G338_| ACEITE DE OLIVA (crudo)
G788_| ACEITE DE UVA (crudo)
G993 | ACEITE MEZCLA (crudo)
GI88_| ACEITE PATITO (crudo)
GO75_| CREMA DE LECHE (cruda)
G908_| GRASA DE CERDO (cruda)
G832 | GRASA DE VACA (cruda)
G557 | MANTECA (cruda)

G244_| MARGARINA (cruda)
G607 | MAYONESA

1803 | CAFE

1426 | MATE BOMBILLA
1940 | MATE COCIDO
1089 | TE

M803 | CACAO

A889 | AZUCAR

A916 | DULCE DE LECHE
'A242_| MERMELADAS
A089 | MIEL
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COD. ALIMENTOS N | Diag/ | Dia¢/ [Veces| P | M | G Observaciones
Tipos de coccién Mes | Sem.

M052 | CARAMELOS
M940 | CHOCOLATES

M698 | GOLOSINAS (ALFAJOR-TURRON)
M554 | HELADOS

Md26 | MANTECOL

B468_| APERITIVOS
B803_| BEBIDAS ESPIRITUOSAS

B406_| CERVEZA

BO044_| GINEBRA

B600_| GRAPPA

B804 | VINO

B703_| WHISKY

BSS1_| AMARGO SERRANO

B731_| GASEOSAS

B269_| JUGOS PARA DILUIR AL 20%

Describir otro/s alimento/s o bebida/'s de consumo habitual que no figure/n en ¢l listado (ACLARAR):

COD. ALIMENTOS N | Dias/ | Dias/ |Veces| P | M | G Observaciones
Tipos de coccion Mes | Sem. | /Dia

Sub-total

Total

RRODOMA KA 02 ASEITRNNTO APORIIDO 0
L70U05 A SO AFROLIOA POR £ LLEIS
Pxo s aeo & 13,
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ANEXO 1V: Folleto Informativo

4,\*
' PROMOCION
O RTicARz e "AYSALUD
:A:::eres de 40 a 75 afios PREVENC'ON
DE
" z;;ean hermana o ENFERMEDADES
CRONICAS

« No sean fumadoras

« No tengan patologias
hepaticas y/o renales

« No estén en

ien -
tratamiento Instituto de Biologia Celular - Facultad de

-
terapéutico (L'/ltimos Ciencias Médicas- Universidad Nacional de @, 4 R ’&\y.
Cérdoba &
® - —

6 meses)

Centro Médico Privado “Ricardo Pampuri”

Intendente J. Garcia 457, Villa Carlos Paz, Cérdoba
Teléfono: (03541) 436772 o (05412) 430557
Correo electrénico: infod fgad.org.ar
Web: www.fgad.org.ar

E i cCudles son los Llevaremos a cabo un
/ FACTORES DE RIESGO? ESTUDIO..
Se conoce que algunos factores ... en el que se pretende cono-

de riesgo contribuyen a aumen- cer la predisposicion a padecer
tar el riesgo de padecer estas en- 2lsiiD HIg d= proceso iumoral

Las enfermedades crénicas con el objetivo de contribuir a
fermedades. Tales como:

(EC), entre las que se in- la PROMOCION de la salud y la
? P
i o Edad PREVENCION de EC. =
cluye el cancer, son las -
de mayor prevalencia e O (EAER ~
importancia a nivel mun- e Caracteristicas genéticas in- ZEN QUE CONSISTE?
dial. dividuales
- . C la Ingesta Alimentari
En Argentina el cancer de o Exposicién a contaminantes > Conocer fa Ingesta Alimentaria
. (Encuesta)
mama es el tumor malig- e Habitos alimentarios inade- > Conocer el Estado Nutricional
no mas frecuente y en la cuados (Peso y Talla)

ciudad de Cérdoba repre- > Realizar una Dieta durante 2

¢ Disminucion de la actividad

senta el 25% total de los fisica et
. > Obtencion de 1 muestras de
mismos )
e Ingesta de alcohol Sangre y 1 de Orina

> Consumo de una infusién de
Café
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ANEXO V. I: Tabla de frecuencia del consumo alimentario del total de las

participantes
. Carnesy Frutas y Cerealesy Azlcares y Aceites y
Lacteos
Huevos Verduras Legumbres Grasas Frutos secos
ni [fi%e| ni |[fi% | ni fi % ni fi % ni fi % ni fi %
Adecuado 8 67 9 75 | 11 92 10 83 5 42 9 75
Inadecuado 4 33 3 25 1 8 2 17 7 58 3 25
TOTAL 12 | 100 | 12 | 100 | 12 100 12 100 12 100 12 100
ANEXO V. II: Tabla de frecuencia del consumo alimentario de las
participantes con diagnéstico de CM
; Carnesy Frutasy Cereales y Azlcares y Aceites y
Lacteos
Huevos Verduras Legumbres Grasas Frutos secos
ni | fi% | ni | fi% ni fi % ni fi % ni fi% | ni fi %
Adecuado 4 66 6 | 100 5 83 4 67 2 333 | 4 67
Inadecuado | 2 33 0 0 1 17 2 33 4 66,7 | 2 33
TOTAL 6 | 100 | 6 | 100 6 100 6 100 6 100 6 100
ANEXO V. Ill: Tabla de frecuencia del consumo alimentario de las
participantes sin diagndstico de CM
Aceites y
Carnesy Frutasy Cereales y Azlcares y
LActeos Frutos
Huevos Verduras Legumbres Grasas
Secos
ni | fi%e | ni |fi% ni fi % ni fi % ni fi % ni | fi%
Adecuado 4 67 3 50 6 100 6 100 3 50 5 83
Inadecuado | 2 33 3 50 0 0 0 0 3 50 1 17
TOTAL 6 100 6 100 6 100 6 100 6 100 6 100
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ANEXO VI. I: Tabla del Estado Nutricional del total de las participantes

segun IMC
ESTADO
PARTICIPANTES | PESO(Kg) TALLA(M?) IMC (Kg/m?)
NUTRICIONAL
AB 62,7 1,50 29,0 SOBREPESO
ET 62,4 1,46 29,3 SOBREPESO
MMC 56,6 1,58 22,7 NORMOPESO
NM 64,7 1,60 25,3 SOBREPESO
LC 49,8 1,56 20,5 NORMOPESO
TT 97,1 1,60 35,7 OBESIDAD
HC 87,2 1,65 35,4 OBESIDAD
EMC 73,7 1,57 29,2 SOBREPESO
ANK 67,1 1,59 27,9 SOBREPESO
ALK 74,8 1,63 28,2 SOBREPESO
RD 90,3 1,60 35,3 OBESIDAD
MD 85,0 1,60 33,2 OBESIDAD
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ANEXO VI. I1I: Tabla de distribucién porcentual del Estado Nutricional del

total de las participantes

Estado Nutricional de las _ )
o ni fi %
participantes
Normopeso 2 17
Sobrepeso 6 50
Obesidad 4 33
TOTAL 12 100

ANEXO VI. I11: Tabla de distribucion porcentual del Estado Nutricional de

las participantes con diagndéstico de CM

Participantes c/ diagnéstico de CM
IMC n %
Normal 1 17
Sobrepeso 2 33
Obesidad 3 50
TOTAL 6 100

ANEXO VI. IV: Tabla de distribucion porcentual del Estado Nutricional de

las participantes sin diagnostico de CM

Participantes s/ diagnostico de CM
IMC n %
Normal 1 17
Sobrepeso 4 67
Obesidad 1 17
TOTAL 6 100
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ANEXO VII: Tabla de distribucion porcentual de los fenotipos del total de
las participantes

Participantes n fi%
Participantes c/
; 11 92
fenotipo lento
Participantes c/ " .
fenotipo rapido
TOTAL 12 100

ANEXO VIII. I: Tabla de actividad enzimatica y fenotipificacion de
CYP1A2 en orina

Muestras CYP1A2
¢/ diagnoéstico de CM
AB 2,4

MMC 6,9
TT 5,1
HC 4,6

ALK 3,4
MD 3,1

s/diagnéstico de CM

NM 5,9
EMC 4,8
ET 4,1
LC 3,8
ANK 4,1
RD 6,5
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ANEXO VIII. 11: Tabla de actividad enzimatica de CYP1A2 en plasma

Muestras CYP1A2
c/diagndstico de CM
AB 1,2
MMC 1,7
TT 2,1
HC 11
ALK 0,8
MD 1,3
s/diagndstico de CM
NM 14
EMC 2,7
ET 3,0
LC 2,5
ANK 5,0
RD 2,1

ANEXO IX. I: Corrida de las muestras MMC y EMC dilucién 1:20

f»\ Orina Blanco
MMC ;
; Pf\ )ﬁ\h Orina Cafeina
Con :
diagnostico = & A m —
de CM HJLf\ __ Plasma post
Lr‘ ,fﬂ\'ﬂ" ingesta de café
P v sam A o /| Sl g = &
i f Orina Blanco
d‘\ .
Lo ol ® s
EMC - J\ e Orina Cafeina
diagnostico fl'f""' Plasma post
de CM : | Ia_ A ingesta de café
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ANEXO IX. II: Corrida de las muestras ET y TT dilucién 1:20

T R T T AT

\f\ /\rL j\ Orina Blanco

n;‘ Ar‘\ L T
ET :

. : Orina Cafeina

Sin . L J\

diagndstico =——= " ="~ —_—
de CM : “‘h‘ +  Plasma post
: J [\ ingesta de café
Orina Blanco
TT :
= Orina Cafeina
Con : [\ :
diagnéstico === e T —
de CM - Plasma post
I ingesta de café

ANEXO IX. I1l: Corrida de las muestras HC y LC dilucion 1:20

\\ Orina Blanco
HC ‘
Con A j\\ Orina Cafeina
diagndstico = aliesis omsn cdflemim o o J\\ e, —
de CM . Plasma post
: ingesta de café
Orina Blanco
LC - Ve
Orina Cafeina
diagndstico = ———
de CM : L Plasma post
) I ingesta de café
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ANEXO IX. IV: Corrida de las muestras ALK y ANK dilucion 1:20

Orina Blanco

N e _ﬁJ\ o /\/\/\ J\ AJ\/\/A\

|
ALK “| ) Orina Cafeina
Con i 1A 7J AR,
glagnostlco ‘\‘:‘f“' ‘ Plasma post
eCM v L. U ingesta de café

J\. Orina Blanco

ANK : ‘I‘ Orina Cafeina
diagndstico - i
de CM

| ‘ Plasma post
[ e [\ ingesta de café

ANEXO IX. V: Corrida de las muestras MD y RD dilucién 1:20

Orina Blanco
MD Orina Cafeina
.. Plasma post
‘A ingesta de café
(\> = £ - =
N |
‘ Orina Blanco
g e A AR
RD Orina Cafeina

‘ Plasma post
M ingesta de café
= = =N
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ANEXO X. I: Tabla de la actividad enzimatica de CYP1A2 en orina 'y
plasma del total de las participantes

- CYPIA2
Participantes Orina Plasma
ALK S -9
AB 24 e
HC Bk -
MMC e o
MD Sl -
TT 51 ol
ANK 4.1 >0
NM 59 -
LC 38 &0
EMC B o
RD e o
ET = 50

ANEXO X. II: Tabla de la Media de la actividad enzimatica de CYP1A2 en

orina y plasma en participantes con y sin diagnostico de CM

Diagnostico Variable Media E.E.
CYP1A2en
. . . 4,9 0,5
S/diagnostico de orina
CM CYP1A2 en
2,8 0,5
plasma
CYP1A2en
. . . 4,2 0,7
C/diagnéstico orina
de CM CYP1A2en
15 0,2
plasma
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ANEXO XI: Reunion informativa en el Centro Médico Privado "San
Ricardo Pampuri"

Balanza de pie y altimetro “C.A.M.” de precision

ANEXO XIII: Firma del consentimiento informado
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ANEXO XIV: Toma de muestras de orina y sangre a las participantes

Tubos rotulados con las iniciales de las participantes

ANEXO XV: Tratamiento de las muestras en el laboratorio

Cafeina utilizada para Pipeta automatica Membrana Amicon Ultra-
obtener la curva 0.5 (Millipore ®)
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Recipientes esterilizados y | F|Itradobde mul:strfas a tLrJe:ves %es Recipientes etthuete}:j_o_s
etiquetados para su posterior as mem rana}s_ micon Ultra- 0. para su ppstenor analisis
(Millipore ®) mediante HPLC

filtrado

Dilucién del producto filtrado Membrana de 0.45 micras

Centrifugacion de las muestras de orina Centrifugacion de las muestras de
en el dispositivo Amicom Ultra- 0.5 sangre en tubos de ensayo
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ANEXO XVI: Equipo HPLC Agilent MS/MS.
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GLOSARIO

A
e Acetil-CoA: Metabolito intermediario que se origina a partir de gltcidos, algunos
aminoacidos y acidos grasos. Es una encrucijada metabdlica.
o Alcaloide: Se llaman alcaloides (de alcali, carbonatos de alcalinos, y —oide, parecido
a, en forma de) a aquellos compuestos quimicos que poseen un nitrogeno heterociclico
procedente del metabolismo de aminoacidos; de proceder de otra via, se define
como pseudoalcaloide.
o Alelo: Cada una de las formas alternativas que puede tener un mismo gen que se
diferencian en su secuencia y que se puede manifestar en modificaciones concretas de la
funcién de ese gen.
e Aminas: Derivados de aminoéacidos formados por descarboxilacion. Generalmente
actuan en el organismo como mediadores intercelulares.
e Aminas Aromaticas Heterociclicas: Compuestos con una elevada actividad
mutagénica que se generan durante el procesado térmico de alimentos proteicos.

o Arilaminas: Nombre que se da a las aminas aromaticas nucleares.

B
« Biotransformacién: Conjunto de procesos metabdlicos que se producen en el

organismo sobre las moléculas extrafias a él.

C
o Cancerigeno: Agente fisico, quimico o bioldgico que puede actuar sobre los tejidos
vivos produciendo cancer.
o Citocromo: Proteina que transporta electrones a través de los iones hierro de grupos
hemo.
o Cromatografia: Técnica analitica que permite la separacion analitica y la

cuantificacion de moléculas.
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D
o Desmetilacion: Reaccion quimica por la cual una sustancia pierde un radical metilo
(CHs,).
« Difusion Pasiva: Consiste en la difusion de sustancias a través de una membrana sin

gasto de energia metabolica y sin ayuda de proteinas transportadoras.

E
o Electrospray: Técnica utilizada en espectrometria de masas para producir iones.
e Enzima: Sustancia macromolecular, natural o sintética, compuesta principalmente
de proteina, que cataliza una o0 mas reacciones bioguimicas de forma especifica.
o Espectrometro de masas: Dispositivo que permite analizar con gran precision la
composicion de diferentes elementos quimicos e isétopos atdbmicos, separando los

ndcleos atdmicos en funcion de su relacion entre masa y carga (m/z).

F
e Fenotipo: Conjunto de caracteres visibles que un individuo presenta como resultado
de la interaccion entre su genotipo y el medio.

G

o Gen: Unidad de herencia en un cromosoma; secuencia de nucle6tidos en la molécula
de ADN que desempefia una funcién especifica, como la de codificar una molécula de
ARN o un polipéptido.

e Genoma: Complemento cromosomico béasico, que contiene toda la informacion
genética del individuo.

e Glucuronidacion: Conversion de compuestos quimicos en glucurénidos, es un
método que los metabolismos animales usan para ayudar en la excrecion de sustancias
toxicas, farmacos u otras sustancias que no se pueden utilizar como una energia de
origen.

e Glutation: Tripéptido compuesto por cisteina, acido glutdmico y glicina. Pasa
facilmente, y de forma reversible, de su forma oxidada a su forma reducida, y desempefia

asi un papel importante en el organismo como transportador de hidrégeno.
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e Guaranina: Compuesto alcaloide, del grupo de las xantinas que se encuentra en las

semillas, hojas y frutos de mas de 60 plantas.

H
e Heparina: Glicosaminoglicano muy sulfatado, se utiliza ampliamente como
anticoagulante inyectable, y tiene la densidad de carga mas alta conocida de todas las
biomoléculas.
e Hidrocarburos: Cada uno de los compuestos quimicos resultantes de la
combinacidn del carbono con el hidrégeno. Se pueden encontrar en el petroleo, gas, etc.
« Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos: Compuestos organicos que se componen
de anillos aromaticos simples que se han unido, y no contiene heterodtomos ni
Ileva sustituyentes. Se encuentran en el petréleo, el carbén y en depositos de alquitran y
también como productos de la utilizacion de combustibles.
o Hidrodlisis: Desdoblamiento de una molécula en dos por la accién de iones de H y
OH a partir del agua.

L
o Leucotrienos: Moléculas derivadas del acido araquiddnico por la accion oxidativa
de la 5-lipooxigenasa.

M
o Mateina: Compuesto alcaloide, del grupo de las xantinas, que actGa como
estimulante. Se encuentra principalmente en la yerba mate, en semillas, hojas, y frutos de
mas de 60 plantas.
o Metabolito: Intermedio quimico en las reacciones del metabolismo catalizadas por
enzimas. Puede tener, 0 no, actividad biolégica.
e Mutacion: Cualquier cambio en la secuencia de un nucle6tido o en la organizacion
del ADN (genotipo) de un ser vivo, que produce una variacion en las caracteristicas de
este y gque no necesariamente se transmite a la descendencia.
e Mutageno: Agente fisico, quimico o bioldgico que altera o cambia la informacion
genética (usualmente ADN) de unorganismoy ello incrementa la frecuencia

de mutaciones por encima del nivel natural.
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N
o Neoplasia: Crecimiento descontrolado de células o tejidos anormales en el
organismo, es decir, la formacion de un tumor. EI tumor puede ser benigno o maligno.
O
e Olanzapina: Farmaco antipsicotico atipico, aprobado por la FDA para el tratamiento
de la esquizofrenia. Es metabolizado en higado por el Citocromo P-450.

P
« Polifenoles: Conjunto heterogéneo de moléculas que comparten la caracteristica de
poseer en su estructura varios grupos bencénicos sustituidos por funciones hidroxilicas.
Una de las principales caracteristicas de estas moléculas es su capacidad de formar parte
del sistema antioxidante celular.
e Progestageno: Grupo de hormonas en el que se incluye la progesterona.
e Prostaglandina: Conjunto de sustancias de caracter lipidico derivadas de los &cidos
grasos de 20 carbonos (eicosanoides), que contienen un anillo ciclopentano y constituyen
una familia de mediadores celulares, con efectos diversos, a menudo contrapuestos.
« Psicoactivo: Sustancia quimica de origen natural o sintético que al introducirse por
cualquier via (oral- nasal- intramuscular- intravenosa) ejerce en el organismo un efecto

sobre el sistema nervioso central (SNC).

R

o Rifampicina: Antibi6tico bactericida del grupo de las rifampicinas omeprazol.

e Sulfato: Anion de acido sulfurico.
e Sulfonacién: Introduccion de un grupo acido sulfénico (-SO 3H) en un compuesto

organico.
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T
« Teina: Sustancia estimulante, quimicamente idéntica a la cafeina, que se encuentra
enel té.

e Transporte activo: Movimiento de moléculasa través de una membrana
celular desde una region de baja concentracion a una region de alta concentracion, o en
direccion opuesta a algun gradiente o a algun otro factor obstructivo.

e Tumor: Cualquier alteracion de los tejidos que produzca un aumento de volumen.

X
e Xantinas: Sustancias que pertenecen a un grupo de quimico de bases purinicas que
incluyen sustancias endogenas tan importantes como la guanina, adenina, hipoxantina y
acido drico.
e  Xenobidtico: Compuestos quimicos que no se encuentra de manera normal en el
organismo y que pueden ser capaces de provocar una intoxicacion. Bajo esta

denominacion se incluyen productos quimicos, farmacos, y productos naturales.
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