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RESUMEN

Algunos factores dietarios provenientes de los procesos de cocciéon de los alimentos
pueden tener una acciéon mutagénica, y como tales pueden influir en el desarrollo de cancer,
bien como iniciadores, dando comienzo al proceso que lleva a la enfermedad o bien como
promotores, modulando el proceso ya iniciado.

La presente Tesis se propuso determinar las aminas aromaticas heterociclicas (HAAs)
carcinogénicas y/o mutagénicas en carnes de consumo habitual en la poblacién cordobesa,
sometidas a distintos procesos de coccion tradicionales y su posterior detecciéon en fluidos
biolégicos de voluntarios sanos que consumieron cantidades conocidas de estas carnes, como
potenciales biomarcadores de exposicién. Asimismo, se puso a punto una técnica para la
fenotipificacion de la actividad metabolica de las principales enzimas hepaticas detoxificantes
de estas aminas, la CYP1A2 (activadora) y la NAT2 (acetiladora).

El Diseno del éste estudio se organiz6 en tres partes, parte 1: Estudio de la formacion
de costra tostada y determinacion de 2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo [4, 5-b] pyridine
(PhIP) en los diferentes tipos de carnes segin método de coccién y tiempo de aparicion, parte
2: Analisis del contenido de PhIP en muestras de orina de voluntarios sanos, parte 3: Puesta a
punto de la determinacién de los metabolitos urinarios de la cafeina en voluntarios luego de
beber cantidades conocidas de cafeina.

En las carnes de consumo habitual en la poblacién se identific6 mediante HPLC-MS la

presencia de la amina heterociclica PhIP en cantidad de 0,09 ng/g de carne, solo en carnes
rojas magras (VM) cocidas a la plancha a una temperatura de 70°C medida en el centro del
alimento, por un tiempo de coccion de 2,5 minutos; mientras que en las muestras sobre
cocidas se detectaron 340,8 ng/ g de PhIP.
En el andlisis de la PhIP en muestras de orina post ingesta de carne VM cocida a los 70 °C y
sobre cocida, se detectd la presencia de esta amina. Pudo observarse que las cantidades en
que se produjo su eliminacién por orina dependié significativamente tanto en el método de
coccion empleado (p<0.001), como en el momento de mediciéon para cada sujeto, con
concentraciones urinarias mayores en las primeras 6 horas (p<0.001). No se detecto
presencia de interaccién entre método y momento de medicidn.

Considerando los valores de PhIP encontrados en las carnes y los datos de la dieta
habitual de la poblacién, en la que el principal patrén alimentario o Patrén cono sur, se

caracteriza por una alta ingesta de carnes, vegetales amilaceos, cereales refinados y vino, se




estima que un Argentino consume alrededor de 3.24 ng/dia y 12268 ng/dia de PhIP,
dependiendo de si se cocina con técnica adecuada (70°C en el centro del alimento) o si se
sobre cocinan las carnes, respectivamente. Estos valores, solo de PhIP, superan los valores
recomendados para el total de HAA dietarias en otras partes del mundo.

Por otra parte, se puso a punto la identificaron los metabolitos urinarios de la cafeina,
empleada como sonda metabdlica para la determinacién del fenotipo detoxificante de estos
compuestos, a partir de la actividad enzimatica (CYP1A2 y NAT2). Esta importante
herramienta contribuira a estudios de susceptibilidad que la poblacién local presenta para
toxicos que utilizan las misma vias metabolicas.

De este modo, los resultados del presente estudio constituyen un aporte relevante a
varios aspectos. En primer lugar las concentraciones de PhIP determinadas en cantidades
conocidas de carnes cocidas por diferentes métodos y la puesta a punto de técnicas de
fenotipificacion constituyen dos herramientas imprescindibles en el campo de la
Epidemiologia Nutricional. La primera, en la validacion de encuestas alimentarias,
particularmente en las preferencias de consumo de carnes, clave para determinar la
exposicion de manera mas precisa y la segunda en la determinaciéon del patrén de la
susceptibilidad de la poblacién de estos toxicos. Ademas, y desde las Ciencias de la Nutricion,
brinda las primeros datos en Argentina, en relacién a la cantidad de la principal HAAs
carcinogénica formada por altas temperaturas incorporados a la dieta por técnicas de coccion
tradicionales de alimentos emblematicos argentinos, como son carnes de consumo habitual en
la poblacion. Esta contribucion puede ser de utilidad para mejorar las normas de control de
calidad en la comercializacién de en alimentos cocidos locales, como para elaborar

recomendaciones nutricionales a la poblacién.

Palabras Claves: Carnes- Metodos de coccién - Aminas Aromaticas Heterociclicas-PhIP- Cancer




Summary

Some dietary factors originated in the food cooking processes can have a mutagenic action,
and may influence the development of cancer, either as initiators, beginning the process that
leads to disease or as promoters, modulating the process already begun.

This work aimed to determine the presence of carcinogenic and / or mutagenic heterocyclic
aromatic amines (HAAs) in meats of habitual intake in the Cordobesian population
undergoing different traditional cooking methods and subsequent detection in biological
fluids of healthy volunteers who consumed known amounts of these meats, as potential
biomarkers of exposure. Also, a technique for phenotyping metabolic activity of the main
detoxifying liver enzymes of these amines, CYP1A2 (activating) and NAT2 (acetiladora) was
set up.

The design of this study was organized into three parts, Part 1: Study of browned crust
formation and determination of PhIP in different types of meats according different cooking
methods and time of appearance, Part 2: Content Analysis PhIP in samples urine of healthy
volunteers, Part 3: Set up of the determination of urinary metabolites of caffeine in volunteers
after drinking known amounts of caffeine.

In meat commonly consumed in the population it was identified by HPLC-MS for the
presence of the heterocyclic amine in amount of PhIP 0.09 ng / g of meat, red meat only in
lean (VM) grilled cooked at a temperature of 70 ° C measured in the center of the food, a
cooking time 2.5 minutes; while the samples of cooked 340.8 ng / g were detected PhIP.

In the analysis of urine samples, after intake of known quantities of lean beef (VM) cooked in
the grill to 70°C, PhIP was detected. It was observed that the amounts in urine depended
significantly on both the cooking method used (p <0.001), and at the time of measurement,
with urinary concentrations greater in the first 6 hours (p <0.001). No interaction between
method and coooking time was detected.

Considering the values of PhIP found in meats and data from the usual diet of the population,
in which the main dietary pattern or South Cone pattern, is characterized by a high intake of
meat, vegetable starch, refined cereals and wine, it is estimated that an Argentine consumes
about 3.24 ng / day and 12268 ng / day of PhIP, depending on whether cooking with proper
technique (70°C at the center of food) or if overcooked meats, respectively. These values, only

of PhIP, exceed the recommended values of total dietary HAAs in other parts of the world.




Moreover, the identification urinary metabolites of caffeine, used as a metabolic probe, was
set up to be used for determining the phenotype detoxifying these compounds from the
enzyme activity (CYP1A2 and NAT2). This important tool can contribute to the study of the
susceptibility of the local population to toxic compounds using the same metabolic pathways.

Thus, the results of this study are an important contribution to various aspects. First PhIP
concentrations determined in known amounts of meat, cooked by different traditional
methods and the development of phenotyping techniques are two essential tools in the field of
Nutritional Epidemiology. The first, in the validation of dietary questionnaires, particularly in
meat consumption preferences, has a key role in determining exposure more accurately and
second in determining the susceptibility pattern of the population. Furthermore, from the
Nutritional Sciences, offers the first notions in relation to the amount of the main dietary
carcinogenic HAA formed by high temperatures when traditional cooking methods are used
for an iconic Argentine food such as meat. This contribution can be useful to improve
standards of quality control in the marketing of local cooked food, and give nutritional

recommendations to the local population.

Keywords: Meat- Cooking Methods - Heterocyclic Aromatic Amines —-PhIP- Cancer




Capitulo 1. INTRODUCCION

El cancer en Argentina representa la segunda causa de defuncién por enfermedades,
siendo precedida solo por las enfermedades cardiovasculares (Direcciéon de Estadisticas e
Informacién de Salud, 2011), las tasas de incidencia estandarizadas por edad por tumores
malignos son de 232 y 193 por 100000 habitantes, en la poblacién masculina y femenina,
respectivamente, para el afio 2008, segtin datos del ultimo reporte de la Agencia Internacional
de Investigaciéon en Cancer (IARC, International Agency for Research on Cancer), que toma
como referencia la informacion del Registro de Tumores de Bahia Blanca (IARC, 2010). En la
provincia de Coérdoba, de acuerdo a estudios publicados recientemente por el grupo de
investigacién en que se enmarca el presente trabajo, se estimdé una tasa de incidencia
estandarizada por edad (TIE) de tumores malignos de 264 por 100000 habitantes para el afio
2004 (Diaz etal.,, 2010; Diaz et al.,, 2009 a).

Evidencia epidemioldgica existente sobre la relaciéon entre la nutricién y el cancer, ha
reportado que alrededor del 30% de la ocurrencia de cancer a nivel mundial estaria asociada
con la dieta (WCRF, 2007; Abid et al., 2014). Existen muchos factores en la dieta que pueden
influir en el desarrollo de cancer, bien como iniciadores (que dan inicio al proceso que lleva a
la enfermedad), o bien como promotores (que modulan el proceso ya iniciado). Los canceres
que han mostrado asociaciones con la alimentacién son el cancer colo-rectal (CCR), préstata,
mama, vias urinarias (Aune et al., 2013; Pou, et al., 2012; Pou et al., 2014b; Ubaid et al., 2014).
La relacién de la alimentacién con el cancer se debe a los componentes de los alimentos y
también a la forma de preparacion y coccion (Le Marchand et al,, 2001; Matos et al, 2002;
Joshi et al., 2012).

La preparacién de diversos alimentos a elevadas temperaturas, especialmente carnes
blancas y rojas, y también cereales como el pan y la pizza cocinados en hornos de lefia y,
sobre todo, si hay contacto directo con la llama, provoca la formacién de hidrocarburos
aromaticos policiclicos (PAHs); éstos compuestos poseen capacidad mutagénica (IARC, 2001;
Behsnilian et al., 2014).

La caracteristica de la dieta Argentina, con su peculiar preferencia por las carnes a la
parrilla y su habito de ingesta de carnes rojas a la plancha, poco habitual en otros paises y la
relacion que diversos trabajos han encontrado entre el consumo de carnes con el cancer (CA)
de cdlon, hace suponer una elevada presencia de éstos compuestos en la dieta habitual. A

partir de estas observaciones el presente trabajo se propuso determinar la cantidad de las
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HAAs (PhIP) en carnes mas comunmente consumidas en el dmbito local y particularmente
cocidas en métodos tradicionales, e identificar PhIP en orinas de voluntarios sanos que

consumieran carnes cocidas en dichos métodos.

1.1 Dietay Cancer

La red causal del cancer es compleja y presenta alta correlaciéon con factores biolégicos
(sexo, edad, raza) (Alberts, 1994) y de estilos de vida (ocupacién, educacién, valores,
conductas, costumbres, etc.) (Diaz et al, 2009 b; Pou et al, 2012; Niclis et al, 2012). La
carcinogénesis puede ser entendida como un proceso multietdpico, que comienza con una
célula que ha perdido el control de su replicacién y crecimiento celular, y que resulta en una
masa de células anormales (tumor), capaz de invadir otros tejidos. En su fase primaria, la
etapa de iniciacién esta dada por la exposicién de una célula o tejido a un agente que conduce
a una primera mutacién genética. Luego, esta célula iniciada es expuesta a agentes
promotores que la convierten en neoplasia. Finalmente, estas células iniciadas y promovidas,
crecen y se expanden hasta formar una masa tumoral (WCRF/AICR, 2007). Asi, una alteracién
local de la proliferacién y de la diferenciacién celulares (displasia, carcinoma in situ) suele
preceder al desarrollo invasivo y, finalmente, a la metastatizacion por via linfatica y
hematoégena (Farreras-Rozman, 2000). A lo largo de este proceso secuencial, los nutrientes o
constituyentes alimentarios intervienen como importantes moduladores, con efectos que
pueden, por un lado, inhibir eventos que inducen la carcinogénesis, y por otro, contribuir al
desarrollo del cancer, ya sea mediante una alteraciéon o dano del ADN 6 via una modificaciéon
en la expresion de la informacién genética (WCRF/AIRC, 2007).

Los patrones alimentarios y los estilos de vida, se han visto influenciados por el efecto
de la globalizaciéon y la urbanizacién acelerada en las poblaciones de todo el mundo,
contribuyendo al incremento en la prevalencia de enfermedades crénicas relacionadas a la
nutricién (Popkin, 1994). Ciertamente, las enfermedades crénicas no transmisibles, y entre
estas el cancer, han pasado a constituir el grueso de la carga de morbilidad en los paises
desarrollados en los ultimos afios, y afectan cada vez mas a los paises de bajos y medianos
ingresos (NMH/WHO/HQ, 2003). Es asi que la alimentaciéon constituye un fendmeno
multidimensional y complejo, y el modo de caracterizar y medir las exposiciones alimentarias
en relacién a patrones de enfermedad, un desafio importante en la epidemiolédgica nutricional.

Se considera que la dieta contribuye en una gran proporcidén al desarrollo de tumores y,

de hecho, entre un 35 y un 45% de los canceres se asocian a este factor (Weisburger et al,




2000). Actualmente se reconoce que los patrones de consumo con alta ingesta de alimentos
grasos, alcohol y escasa fibra es un factor que contribuye negativamente en la salud (Niclis et
al, 2012; Pou, et al., 2012; Pou et al,, 2014 b; Andreatta et al, 2010; Doll et al., 1999; Eynard et
al., 2003; Steinmetz et al., 1993; Stoneham et al., 2000; WCRF, 2007).

En Argentina, la poblacion ha tenido tradicionalmente un perfil alimentario
caracterizado por un alto consumo de proteinas y grasas animales, obtenidas principalmente
de las carnes rojas, y una baja ingesta de fibras y pescado (Navarro et al.,, 2003). Estudios de
correlacion muestran asociacion entre el consumo per capita de carnes y la mortalidad por
cancer de colon (English et al, 2004; Hasegawa et al., 1996; Kushi et al., 2002; Norat et al.,
2005; Sadri et al, 2006). Investigadores cordobeses (Navarro et al, 2003- 2004), han
mostrado una asociacién positiva entre el consumo de carnes con costra tostada,
especialmente proveniente de la carne asada, y el riesgo de padecer CCR en la poblacién de la
provincia de Coérdoba, y estudios recientes en los que se aborda el patréon alimentario
caracteristico de la poblacién cordobesa asociado con diferentes cdnceres, muestran también
una asociacion (Pou et al., 2014b).

Las diferentes revisiones disponibles muestran que la ingesta de carne roja y de
carne procesada (Bostick et al., 1994; Chao et al., 2005; Norat et al., 2002; Behsnilian et al.,
2014), sometidas a ciertos métodos y temperaturas de coccioén, donde existe la generacion de
costra tostada, se produce la formaciéon de diversos compuestos con probada actividad
mutagénica (Navarro et al., 2004; Roman et al., 2014; Pou et al., 2014). Solo las cocciones por
fritura, a la plancha, al horno y a la parrilla permiten la formaciéon de costra tostada en la
superficie del alimento. Siendo éstos métodos de coccién los de mayor preferencia en la
poblacién Argentina y cordobesa.

Varios autores postulan que el efecto de la dieta en relacidn al cancer podria deberse al
consumo de carnes con superficies muy tostadas, lo que podria explicarse por la formacién de
sustancias mutagénicas durante la coccidn, particularmente las llamadas aminas aromaticas

heterociclicas (HAAs) (Schut et al., 1999; Sinha et al., 1999; Vineis et al., 1996).

1.2 Dietay Aminas Aromaticas Heterociclicas.

Dentro de los PAHs existe un grupo de compuestos conocidos como HAAs, éstas se forman
a partir del calentamiento a elevadas temperaturas de mezclas de creatina, creatinina y
aminoacidos, abundantes en las carnes rojas y blancas. Las mismas se clasifican en dos

grandes grupos: las imidazol-quinolinas (genéricamente conocidas como 1Q), y las imidazol-




fenilpiridinas. No hay datos suficientes sobre el efecto carcinogénico de las HAAs, pero
Strickland y Felton han mostrado efectos cancerigenos en modelos animales y capacidad para
formar aductos al ADN (Strickland et al., 1995; Felton et al., 2002).

En el caso de las 1Q, existe asociaciéon con mutaciones en genes relacionados con la
carcinogénesis (Ha-ras, p53) y la IARC la ha clasificado como probable cancerigeno (2A) (IARC
2001). El resto de las HAAs se encuentran dentro del grupo 2B, lo que significa que son
posibles cancerigenos para el hombre (IARC, 2001).

En algunos estudios epidemiolégicos, la correlacién entre el consumo de carnes rojas y

blancas, y el incremento de riesgo de padecer cancer no se ha establecido claramente, mas
bien se han atribuido las propiedades promotoras del cancer a otras sustancias como la grasa
(Oreggia et al., 2001; Silva et al., 1995). En cambio, la consideracién del método de cocinado y
del grado de coccién ha permitido la obtencion de una correlaciéon mas clara, demostrandose
que el consumo de carne muy cocida conlleva un mayor riesgo de padecer algin tipo de
tumor, sobretodo colo-rectal y de mama (Norat et al., 2001,2002; Sinha et al., 1999). Sin
embargo, el riesgo humano asociado con el consumo de HAAs no s6lo depende de la ingesta
de cada mutageno, sino también de la potencia cancerigena de cada uno de ellos (Felton et al.,
2002, Cummings et al., 1998; Kushi et al., 2002; Le Marchand, 2002; Willettt, 2005).
Por otra parte, los diferentes polimorfismos enzimaticos, originados por factores ambientales
o genéticos, derivan en variaciones de las rutas metabodlicas seguidas en el organismo
(Kadlubar et al., 1992). Como consecuencia, la susceptibilidad individual a la carcinogénesis
quimica es altamente variable, lo que sugiere la necesidad de investigar distintos fenotipos de
las vias enzimaticas que metabolizan las HAAs y el contenido de sus metabolitos en fluidos
bioldgicos, como biomarcadores del nivel de exposicion a dichas HAAs (Alexander et al.,
2002; Strickland et al., 1995). Existen trabajos que demuestran la eliminacién de HAAs sin
metabolizar, asi como metabolizadas (conjugados de fase II) en orina (Stillwell et al., 1997).
Asi, la determinacidn de los metabolitos de estos compuestos en fluidos bioldgicos de sujetos
expuestos, podria ser empleada como un indicador efectivo del patrén de consumo de los
mismos.

Las Guias Alimentarias para la Poblacién Argentina recomiendan un equilibrio en el
consumo de los diferentes grupos de alimentos (Asociacidn Argentina de Dietistas y
Nutricionistas. Guias Alimentarias para la Poblacién Argentina, 2000). Sin embargo, no
recomiendan métodos y tiempo de coccidon de las carnes, lo cual, contribuiria a una dieta con

menor contenido en factores mutagénicos, como son las HAAs.




En los estudios de Epidemiologia Nutricional, es evidente la importancia que cobra el
calculo de la ingesta diaria para poder establecer la relaciéon entre la exposicién a compuestos
policiclicos contenidos en la alimentacion y la aparicién de enfermedades crénicas, como el
cancer. Necesario incluir entonces los métodos de preparacion y coccién de los alimentos, de
los tipos y cantidades de alimentos consumidos y del grado de coccién, ya que la informaciéon
obtenida se puede combinar con datos bibliograficos y bioquimicos, de cantidades de
compuestos heterociclicos en los alimentos, y valorar la ingesta diaria promedio de éstos
compuestos. En la dieta habitual de Norte América, el consumo de HAAs oscila entre 0 y 7,1

ng/kg/dia (Layton et al., 1995); los valores habituales en la dieta Argentina no se conocen

(Augustsson et al., 1997; Layton et al., 1995; Skog et al., 1995; Zimmerli et al., 2001).

1.3  Generalidades de la carne.

Con la denominacidn genérica de carne, se entiende la parte comestible de los musculos de
los bovinos, ovinos, porcinos y caprinos declarados aptos para la alimentacién humana por la
inspeccidén veterinaria oficial antes y después de la faena. Se incluyen los animales de corral,
caza, pescados, crustaceos, moluscos y otras especies comestibles (CAA.). El valor nutritivo de
la carne es muy alto, considerando que es una fuente primaria de grasa, agua y contiene entre
20% y 35% de proteinas de alto valor bioldgico, proporcionando todos los aminoacidos
esenciales (lisina, treonina, metionina, fenilalanina, triptéfano, leucina, isoleucina y valina), asi
como buenas cantidades de diversos micronutrientes (National Health and Medical Research
Council, 2003-2006). Es una fuente principal de hierro hem, zinc y selenio, asi como también
posee buenos niveles de vitaminas B6 , B12 , B2 y acido nicotinico, cantidad variable de
lipidos, seglin la especie y distintas partes del cuerpo animal (corte), vitamina D y cantidades
significativas de acidos grasos omega-3(acidos grasos poliinsaturados). Por lo tanto, es una
fuente valiosa de algunos nutrientes esenciales (Ferguson, 2010; Samodaran et al, 2010).

Sin embargo las caracteristicas citadas que hacen a su bonomia y recomendacién no siempre
estén acompafiados de un completo efecto benéfico, sobre todo si consideran los métodos de
coccién habituales en poblaciones como la Argentina, que conducen a la formacién de costra
tostada en la superficie de la carne, factor asociado a efectos promotores para algunos
canceres.

El consumo, per capita de, carnes promedio mundial continda estando en el orden de los
33 kg por ano, pero con importantes diferencias entre tipos de carnes y paises. La carne

vacuna, es la tercera en consumo per capita mundial, siendo la principal carne consumida en




nuestro pais, con valores cercanos a los 70 kg per capita al aflo, superando en el 2009 los 105
kg y en el primer semestre del afio 2014, el consumo promedio fue de 59,2 kilogramos por
afio, (Schiariti, 2014), seguida por Uruguay con 56 kg, USA con 40 kg, Brasil 37 kg, Australia
con 35 kg, Canada con 32 kg, Nueva Zelanda con 28 kg y la UE con 17 kg, anuales.

Si bien la carne vacuna sigue siendo la mas consumida, es importante destacar el aumento en
el consumo de carne aviar, el cual se incrementé cerca del 200% en las ultimas dos décadas.
La carne porcina tiene un consumo muy bajo en Argentina donde ha comenzado a
incrementarse recientemente (Rearte, 2010).

Es importante destacar también la variacion en la eleccién de los tipos de cortes y los
métodos de coccién que se observan en las distintas regiones de América del Sur. Estas
diferencias reflejan no solo los diferentes habitos y costumbres de cada region, sino también
las caracteristicas socioecondémicas (Matos et al, 2002; Stolzenberg-Solomon et al,

2007;Toribio et al., 2000).

1.4  Modificaciones de la carne por aplicacién de calor.

La coccidn es una operacion que consiste en la aplicacién de calor al alimento hasta que el
mismo sufre modificaciones organolépticas y fisicoquimicas. El calor puede influir sobre todos
los tejidos y las sustancias que componen la carne. Cuanto mas alto sea el nivel térmico de la
fuente de calor y menor sea el tamafio del trozo de carne, mas pronto llegara el calor al
interior de ésta. La eleccion de la especie animal y del corte determinaran una coccién mas o
menos rapida (Delfino et al., 2000). Las modificaciones fisico-quimicos producidos por la
coccion en la carne fundamentalmente dependen de la temperatura al tiempo y tipo de
coccion a que es sometida.

La carne cocida, con relacion a la carne cruda, sufre una disminucién de principios
alimenticios debido a cuatro mecanismos diferentes: retraccion: por coagulacion de las
proteinas; disolucién: por contacto del agua con las substancias solubles no coaguladas de la
carne; fusion: por accion directa del calor sobre la grasa periférica; evaporacion: por pérdida
de agua y sustancias aromaticas al contacto de la superficie de la carne con el calor seco
(Jiménez et al., 2003).

Con la aplicacion del calor, las proteinas miofibrilares van perdiendo su solubilidad a
partir de los 40°C. Las cadenas polipeptidicas se asocian y coagulan: la miosina a 50°C, la
actina a 70-80°C, troponina y tropomiosina, lo hacen a 80; a los 50°C estos cambios comienzan

a producirse sin manifestarse aletracines en el color, pero entre los 50°C y 70°C se hacen
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blanquecinas y sueltan jugo rojizo, y por encima de los 70°C se oscurecen y el jugo cambia su
color rojizo por color amarronado. A medida en que aumenta la temperatura y las proteinas
contrictiles se desnaturalizan y endurecen, comienza a modificarse el colageno (Coenders et
al, 1996.)

Segun el método de coccién a que son sometidas las carnes, el aspecto o apariencia
general y caracteristicas organolépticas, pueden cambiar, pero los cambios fisicos y quimicos
que ocurren cuando la carne es sometida a tratamiento térmico son similares en todos los
casos. Una porcién de carne de 100 g queda reducida por la coccién a 70 g, debido a la

pérdida por efecto del calor no importando el método (Garda, 2009).

1.4.1 Métodos de Coccion tradicionales.
A- Coccion por calor seco

Este tipo de coccion involucra a aquellas realizadas a través del aire, como puede ser
a la parrilla, al asador, plancha, horno, etcétera. Estos métodos de coccién se utilizan
generalmente para cortes tiernos como nalga, cuadril, pata de carnero, bola de lomo (Garda,
2009). Una vez en contacto con el calor, en la superficie de la carne, ocurre un fenémeno
inicial de evaporacion de agua, que se intensifica con el aumento de la temperatura
produciendo asi la desecacion. Aparece entonces una zona superficial con caracteristicas
particulares: es seca, de consistencia firme, llamada “costra”, que retarda la pérdida de jugos
hasta el momento en que se corta la carne. Cuando la desecacion es total, la temperatura de
esaregion se eleva a mas de 100 2C, lo que antes no era posible por la evaporacién de agua; en
ese momento, algunos componentes modifican su composicién quimica y aparece la tostacion.
Se observa una zona netamente diferenciada del resto de la carne por su aspecto, consistencia
y proporcién de agua, de color tostado, dura, firme y seca: es la costra tostada. El color va
cambiando de rojo brillante a color pardo y se produce la concentracion de los jugos. En el
tejido conectivo no hay desecacién y endurecimiento, ya que si la temperatura y el tiempo son
suficientes, se inicia el ablandamiento del colageno y la elastina no se modifica. Es apreciable

la disminucion del peso y volumen de la carne.

Plancha
La coccion se realiza por contacto directo del alimento con una plancha o parrilla

metdlica (hierro fundido) que se ha calentado previamente, siendo la transmisién del calor




por conduccién. Este sistema coagula rapidamente las proteinas superficiales y evita la salida
de agua del alimento y con ello de los solutos nutritivos que contiene (Cerveras et al, 1993)

Las temperaturas alcanzadas por la plancha son mayores a 180 2C (Coenders et al., 1996) y
las modificaciones obtenidas son aproximadamente las del procedimiento al aire libre pero
las pérdidas por solucion y la grasa perdida por fusién caen a la plancha y quedan adheridas a

la carne (Jiménez et al., 2003).

B- Por intermedio de aire

Parrilla

El alimento se somete directamente y a poca distancia a la fuente de calor que puede
ser brasas de madera o carbdn vegetal, lo que produce una transferencia de calor por
radiacion a través del aire que separa al alimento de la fuente de calor (Delfino, 2000). El
material de confeccién de la parrilla es el hierro. La madera o carbén que se quema da sabor
caracteristico al alimento. La elevacidén de la temperatura es gradual y el agua de constitucién
de la parte periférica de la carne se evapora gradualmente, llevidndose substancias aromaticas.
La superficie se seca y productos de tostacién, con la grasa de constitucién y la proteina
modificada, van formando una capa obscura en la superficie. Por ende, hay formaciéon de
costra tostada y concentracion de jugos. El tejido conjuntivo se ablanda y la capa exterior de
grasa de depésito se funde y se pierde en el medio de coccién. El peso y el volumen de la carne

disminuyen (Jiménez et al., 2003).

Horno

En este método la transmision del calor se realiza por la radiacién de las paredes del
horno y por el aire seco confinado. La fuente de calor suele estar ubicada en la zona inferior
del horno, pero la parte superior es la que alcanza mayor temperatura, ya que las moléculas
calientes ascienden, dejando lugar a las de menor temperatura, que descienden. Esto ocurre
utilizando Horno convencional que alcanza temperaturas de 180 a 250°C (Delfino et al,
2000). La coccion se realiza en un ambiente limitado, se evapora agua que se acumula, de
manera que mas tarde ese calor no es tan seco y hay menor evaporacién de agua. La costra es
menos seca por haber menos evaporacion y por la humedad ambiente. Ademas la carne se

pone en contacto con cierta cantidad de grasa que ha goteado del alimento (Garda, 2009).




C- Porintermedio de un cuerpo graso

Salteado

Este método de coccidn es una etapa de los procedimientos mixtos (Jiménez et al.,
2003; Garda, 2009). Se realiza con poca cantidad de materia grasa, la misma no alcanza a
rodear por completo el alimento y se realiza a fuego vivo. Se debe calentar tanto el recipiente
como el medio graso y colocar los alimentos sin moverlos sacudiendo el sartén para darlos
vuelta; nunca se deben pinchar porque perderan sus jugos. Se logra una coccién incompleta
modificandose la superficie de la carne por la formacién de productos de tostacién (Delfino et
al., 2000). El interior permanece crudo y se termina la coccién por aplicacion de calor
himedo, como puede ser agua, caldo, salsas, etc, con la finalidad de ablandar el tejido
conectivo (Garda, 2009). S6lo con carnes muy tiernas puede emplearse como procedimiento
Unico (Jiménez 2003). Se utilizan salteadores o en su defecto sartenes con fondo grueso

(Cerveras et al., 1993).

1.5 Compuestos que se forman por la coccién de carnes.

Aminas aromaticas heterociclicas

Las aminas heterociclicas se empiezan a formar a los 100°C y la produccién de sustancias
mutagénicas aumenta con la temperatura hasta los 170°C - 200°C. Asi en general, los tipos de
coccién que implican temperaturas alrededor de los 100°C como hervir en agua, hacer al
vapor o estofar, generan pocos agentes mutagénicos. Sin embargo, los tratamientos térmicos
que implican coccién por calor seco, como los métodos: plancha, parrilla y por intermedio de
un cuerpo graso (salteado), conducen a un aumento de la produccién de sustancias
mutagénicas (Galceran, 2001). Las HAAs se clasifican, dependiendo del mecanismo de
generacion y de sus precursores, en dos grandes grupos: las carbolinas y los
aminoimidazoazarenos (AlAs) como muestra la figura 1. Las carbolinas también conocidas
como aminas piroliticas, se forman a temperaturas superiores a los 300°C por pirdlisis de
aminoacidos o proteinas via reacciones radicalarias. Estas aminas contienen en su estructura
grupos piridoindol (Trp-P-1, Trp-P-2, A_C, MeA_C, harman, norharman) o piridoimidazol (Glu-
P-1, Glu-P-2).

El segundo gran grupo, los AlAs, recibe el nombre genérico de aminas térmicas ya que se
forman al cocinar alimentos ricos en proteinas, como la carne o el pescado, a temperaturas

inferiores a los 300°C. Todas contienen en su estructura el grupo 2-aminoimidazo y una




quinolina (IQ, MelQ), una quinoxalina (MelQx, DiMelQx) o un anillo de piridina (PhIP, DMIP);

y se caracterizan por ser algo mas polares que las carbolinas (Galceran, 2001; Turesky, 2007;

Ubaid ur et al, 2014).

Figura 1: Estructura de las aminas heterociclicas mas importantes.
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Para la formacion de HAAs son necesarios diversos factores que contribuyan

positivamente a que esto ocurra: temperatura y tiempo de la coccién, método de coccién y

cantidad de grasa (Toribio et al., 2002 Galceran, 2001). Se ha observado que la temperatura

tiene una marcada influencia sobre la concentracion de HAAs en los alimentos. Asi, a

temperaturas inferiores a 150°C, generalmente no se detecta la presencia de mutagenos, y a

partir de este valor la cantidad de HAAs aumenta progresivamente a medida que se

incrementa la temperatura (Knize et al,

1994; Skog et al, 1995). Otro factor de gran




influencia es la duracion de la coccion, ya que cuanto mas larga es, mas elevado resulta ser el
contenido de HAAs. Hay que destacar también la influencia del método de coccién, debido a
que la temperatura utilizada y el mecanismo de transmisién del calor son muy diferentes. En
general, los tipos de coccidn que implican temperaturas alrededor de 100°C (hervir en agua,
cocinar al vapor, escalfar) no generan agentes mutagénicos o la cantidad es tan pequefia que
no es cuantificable (Galceran, 2001). Estudios llevados a cabo en los Estados Unidos como asi
también estudios que se vienen realizando en la ciudad de Cérdoba Argentina, afirman que
otros tipos de coccidn por conveccidn indirecta, como es el caso del horno convencional, no
forma costra, y por lo tanto, no se generan HAAs (Byrne et al., 1998; Navarro, 2004) y con el
uso de los hornos de microondas la cantidad formada es casi nula (Toribio et al., 2002). Por
otro lado, anteriores publicaciones han demostrado que los procesos en los que se produce un
contacto directo entre la fuente de calor y el alimento, como freir o asar, son los que producen
mayor nivel de mutagenos (Galceran, 2001; Sinha et al,, 1998). Ademas, la cantidad de grasa
desempefia un papel relevante, ya que hace mas eficiente la transmisién del calor lo que
provoca un aumento de la mutagenicidad (Johansson et al, 1993; Toribio et al., 2000;
Rohrmann et al,, 2002).

Es necesario destacar que la cantidad de HAAs generadas en diversos tipos de alimentos
es diferente aunque se hayan procesado de manera similar, debido a la diferencia en la
composicion de sus precursores: aminoacidos, creatina, y proteinas (Toribio, 2000; IARC,
2001).

Los primeros datos cuantitativos de la presencia de HAAs en alimentos fueron
publicados a principios de la década de los 80°(Felton et al., 1986; De Meester et al., 1989;
Negishi et al, 1985; Nagao et al,, 1983). Desde entonces, han sido numerosos los trabajos
enfocados a la determinacién de las concentraciones de estos mutagenos. Entre las HAAs
conocidas, todas, excepto TriMelQx, Lys-P-1, Orn-P-1 y Cre-P-1 han sido detectadas a
diferentes niveles en varios tipos de alimentos. Dada la gran variabilidad tanto de las
caracteristicas del alimento procesado como de la metodologia culinaria utilizada, las
concentraciones de las HAAs abarcan un amplio intervalo de valores. Asi, en la carne vacuna
las HAAs que se encuentran en mayor concentracion son PhIP>AaC>MelQx>IQ, mientras que
en el caso del cerdo, destacan la presencia de PhIP y MelQx, aunque también la 4,8-DiMelQx y
el comutageno harman estan presentes. En el pollo, la PhIP se forma a niveles considerables,
seguido de cantidades respetables de MelQx y AaC. En pescado se encuentran sobretodo

harman>AaC>1Q>PhIP (Toribio et al.,, 2002).




Diversos trabajos de investigacion se enfocaron en el estudio de factores que influyen en
la generacion de HAAs como temperatura/tiempo (Sinha et al, 1998; Skog et al., 1995;
Johansson et al., 1993; Abdulkarim et al., 1998; Fredholm et al., 1995) y método de cocciéon
(Sinha et al., 1998; Gross et al., 1992; Sinha et al., 1995). Las concentraciones mas elevadas se
generan a temperaturas altas y con un tiempo de coccidn prolongado (Byrne et al., 1998;
IARC, 2001), y en cuanto a los métodos de coccion, por calor seco directo y por intermedio de
un cuerpo graso son los que forman en mayor concentraciéon las HAAs (Rohrmann et al.,
2002). También se ha detectado su presencia en los residuos de la sartén en la que se ha
freido el alimento, en unas concentraciones en algunos casos superiores a las del propio
alimento (Johansson et al, 1995). En la Tabla 1 se puede visualizar, a modo de ejemplo, los
intervalos de concentracion de las HAAs que con mas frecuencia se encuentran en algunos
tipos de carnes sometidos a diferentes procedimientos de coccién. Mostrando variabilidad en
los niveles de concentracién. Es de interés sefialar que los valores mas elevados corresponden
a alimentos tratados a altas temperaturas y en algunos de estos casos, la concentracidn,

especialmente para PhIP, alcanzé los 400 ng/g (Galceran, 2001).

Tabla 1: Contenido (ng/g) de HAAS en diferentes muestras de carne cocidas.

Muestras de Carnes 1Q MelQx 4,8 DiMelQx PhIP
ng/g ng/g nqg/q ng/g
Frita 1,9 n.d.- 12,3 n.d.-3,9 n.d.- 67,5
Ternera Ala plancha n.d.- 0,2 n.d.- 6,0 n.d.-1,2 n.d.-290,0
ala parrilla nd.- 1,6 nd.- 4,4 n.d.-2,7 n.d.- 38,0
Extracto n.d.-15,0 n.d.-20,0 n.d.-4,0 nd.- 10,0
Frito n.d. n.d.- 3,0 n.d.-2,0 n.d.- 70,0
Pollo Ala plancha n.d. nd.- 6,1 n.d.-4,0 n.d.-315,0
ala parrilla n.d. n.d.- 9,0 n.d.-3,1 n.d.-390,0
Frita n.d.- 0,1 n.d.- 4,6 n.d.-3,3 nd.- 13,4
Cerdo Ala plancha n.d. n.d.- 0,6 n.d.-0,2 nd.- 6,6
Frito n.d. n.d.- 0,6 n.d.-0,6 nd.- 2,3
Cordero Ala plancha n.d. nd.- 1,6 n.d.-0,7 nd.- 11,0
Frita n.d.- 0,2 n.d.- 6,4 n.d.-0,1 nd.- 6,4
Pescado Ala plancha n.d.- 1,0 n.d.- 4,6 n.d.-0,1 nd.- 51

n.d.: no detectado- Fuente: Galceran, 2001.

1.5.1 Toxicidad de las HAAs.
A pesar de que ambos tipos de HAAs son consideradas cancerigenas, las AlAs son
aquellas de mayor potencial mutagénico y las que se encontraron con mayor frecuencia en

carnes cocidas (Moyano et al.,, 2007).




Tras el aislamiento y la caracterizacién de los compuestos responsables de la actividad
mutagénica de los alimentos cocidos, Toribio y col, sintetizaron cantidades suficientes de
HAAs que permitieron llevar a cabo estudios de toxicidad tanto in vivo como in vitro.
Observaron que las HAAs eran promutagenos, es decir, que requerian una activacién
metabolica para interaccionar covalentemente con el ADN (Toribio et al, 2002). Estudios
previos han permitido esclarecer que el proceso de activacién de las HAAs se inicia con la N-
hidroxilacién del grupo amino exociclico por parte del citocromo P4501A2 presente en el
higado (Snyderwine et al, 1992). A continuacidn, el metabolito se transporta a colon o
mamas, donde se produce una esterificacion con sulfato o acetato. Esta ultima especie, al
hidrolizarse mdas tarde, da origen a una molécula altamente electrofila, que es la que
interacciona con el material genético formando aductos (figura 2).

Figura 2: Proceso de activacion de via metabédlica por HAAs.
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Tomado de Snyderwine et al,, 1992.

Este aducto puede a continuacién ser reparado o ignorado, pero también puede dar lugar a

errores de replicacion durante la reproduccién celular, originando una mutacién. Si esta




alteracidon genética se produce en genes criticos para el ciclo celular, se podria originar un
proceso cancerigeno (Toribio, 2002). Desde el punto de vista de su actividad mutagénica, y
por tanto de su potencial cancerigeno, se ha establecido, utilizando el test de Ames, que
algunas de las HAAs presentan un indice de mutagenicidad mas de 1000 veces superior al del
benzo(a)pireno, lo que pone de manifiesto su elevada toxicidad potencial (Alexander, 1995).
De hecho, existen datos que han mostrado efectos cancerigenos y capacidad para formar
aductos al ADN en ratones, ratas y primates en los que se han detectado tumores en diversos
6rganos como por ejemplo el higado, los intestinos, el estdmago, el pulmoén, la piel y las
glandulas mamarias (Felton et al., 2002).

Algunos autores evidenciaron que las HAAs incrementarian, principalmente, el riesgo de
cancer colo-rectal (Lilla et al, 2006; Augustsson et al., 1999; Wu et al., 2006; English et al.,
2004; Strickland et al., 1995; Cummings et al., 1998; Kushi et al., 2002; Le Marchand, 2002;
Asociacion Espafiola de Gastroenterologia, Sociedad Espafiola de Medicina de Familia y
Comunitaria y Centro Cochrane Iberoamericano. 2004; Sadri et al., 2006; Butler et al., 2003).
Un estudio realizado en Estados Unidos determiné que, particularmente la ingesta de AlAs
(MelQx, PhIP, DiMelQx) contribuye a aumentar el riesgo de padecer el mismo (Le Marchand,
2002). Ademas, en estudios previos se ha demostrado que el desarrollo de este tipo de cancer
se asoci6 mayormente a la ingesta de DiMelQx y MelQx (Felton et al., 2002).

Entre los AlAs, la PhIP, 1Q, MelQx y DiMelQx son los mutdgenos mas importantes (Butler
et al, 2003). Diversos estudios han puesto de manifiesto que la potencial mutagenicidad de las
HAAs esta relacionada con factores estructurales, como por ejemplo la extensién del sistema
aromatico y el nimero y posicién de los sustituyentes (Colvin et al., 1998; Hatch et al., 1996).

Las relaciones entre la estructura quimica y la actividad mutagénica fueron estudiadas
en ciertos analogos de la 1Q. Se observo que la mutagenicidad dependia fundamentalmente del
grupo 2-amino asi como también del grupo metilo ya sea en la posicién 2 6 3 del anillo
aminoimidazdlico (Hatch et al., 1996; De Meester et al., 1989; Smith et al., 1992).

Debido a la toxicidad anteriormente descripta, las HAAs pueden causar los siguientes
efectos negativos en el organismo: 1- actuar como neurotransmisores imitando las beta-
carbolinas que produce el organismo. Las HAAs también pueden ocupar los receptores de
otros neurotransmisores, como los de la serotonina o dopamina, especialmente cuando estos
neurotransmisores se hallan formados por las mismas aminas (Rommelspacher et al., 1991;
Pawlik, et al., 1990; Rommelspacher et al., 1981,1987; Totsuka et al., 1998; Skog et al., 1998),

2 - causar enfermedades cerebrales por la destruccién de los receptores en el cerebro como
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las ocasionadas en del sistema nervioso Alzheimer, Parkinson y esquizofrenia. Algunas HAAs
son directamente toxicas para el cerebro, como las quinolonas comunes que ingresan al
cerebro mediante el sistema de transporte de dopamina. Otras HAAs comunes (como las
piridinas y beta-carbolinas) sélo se vuelven tdxicas para el cerebro tras haber sido
parcialmente descompuestas por accion de distintas enzimas en el organismo. Originalmente
estas enzimas deben proteger, y de hecho protegen al cerebro de sustancias toxicas, pero
parte de las HAAs son accidentalmente transformadas en sustancias mas téxicas ain (Costa et
al, 1995; Manzo et al,, 1996), 3 - pueden ser parte del proceso que da inicio al cancer, por ser
sustancias mutagénicas que dafian fragmentos de ADN especificos en las células. El dafio al
ADN aumenta linealmente con la ingesta de HAAs. El nivel de carcinogenicidad de las HAAs
depende en parte de su contenido de nitrégeno. Las proteinas y los nitritos (de los vegetales)
pueden proveer nitrogeno para que reaccione con las HAAs.

Algunas de las HAAs mutagénicas mas frecuentes en los alimentos cocidos son:
piridoindole (amino-gamma-carbolina); 2-amino-3-metilimidazo(4,5-f)quinolina (IQ);2-
amino-3-metilimidazo(4,5-f)quinoxalina;2-amino-3,4-dimetilimidazo(4,5-f)quinolina (MelQ);
2-amino-3,8-dimetilimidazo(4,5-f)quinoxalina;2-Amino-1-metilthyl-6-phenylimidazo[4,5-b]
pyridine (PhIP) (Pawlik et al., 1990; Rommelspacher et al., 1981,1987,1991; Totsuka et al.,
1998;Skog et al., 1998).

1.5.2 PhIP: 2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo [4, 5-b] pyridine.

La PhIP pertenece al grupo de los aminoimidazoazarenos (AIAs). Su estructura se
caracteriza por contener un grupo 2-aminoimidazo, comun a todos los AlAs, y un anillo de
piridina (Galceran, 2001) (Figura 3).

Los AlAs de tipo piridinicos no requieren la presencia de piridinas y pirazinas para su
formacién. Se ha postulado que la PhIP se origina por la condensaciéon alddlica de
fenilacetoaldehido, producto de la degradacion térmica de fenilalanina, con creatina, (figura 3)
(Toribio et al., 2002). Su Punto de fusién es de 327-328 °C (Knize et al., 1994; Felton et al,
1986), y es estable en medios moderadamente acidos y alcalinos (Nagao et al.,, 1983; IARC,
2001)
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Figura 3: Formacidn de la PhIP a partir de fenilalanina y creatinina.
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Tomado de Galceran, 2001.

La PhIP es la principal amina aromatica heterociclica generada en las carnes cocidas a
altas temperaturas y un potencial factor de riesgo, derivado de la dieta, para distintos tipos de
cancer. El potencial cancerigeno de la PhIP deriva de la formaciéon de aductos de PhIP- ADN
(Felton et al., 1986, Fede et al., 2009). Varios estudios han demostrado que el salteado y asado
son los métodos de cocciébn que generalmente producen la mayor cantidad de aminas
heterociclicas. En cualquier poblacidn, la relacién entre el consumo alimentario de PhIP y la
cantidad biol6gicamente efectiva dependera de los habitos alimentarios locales, los métodos
de coccidn y la susceptibilidad individual del metabolismo de la PhIP y del 6rgano afectado
(Sinha et al.,, 1998, Nagaoka et al., 1992; Keating et al., 2004; Alaejos et al, 2008).

La IARC clasifico a la PhIP dentro de la categoria 2B: El agente (mezcla) es posiblemente
cancerigeno para el ser humano, debido a que existen pruebas limitadas de carcinogenicidad

en humanos y en animales de experimentacion.

1.5.3 Metabolismo de l1a PhIP.

La PhIP es susceptible de ser metabolizada mediante reacciones de biotransformacion, lo
que facilita su eliminacién del organismo y evitar su acumulacién y potenciales efectos
toxicos. Los procesos se agrupan en fases. En la Fase I, la PhIP sufre reacciones de
funcionalizacion de distinta naturaleza, destinadas a introducir nuevos grupos funcionales en
la molécula. En la Fase II, los metabolitos son conjugados con moléculas endégenas, lo que

finalmente facilita notablemente su eliminacion del organismo (Sinha et al., 1998).




El metabolismo de PhIP ha sido ampliamente estudiado in vitro e in vivo en animales de
laboratorio y en humanos (figura 4). El citocromo P450 (1A1, 1A2 y 1B1) cataliza la oxidacién
del grupo amino exociclico de PhIP para formar el metabolito genotéxico 2-hydroxyamino-1-
methyl-6phenylimidazo[4,5-b]pyridine (HONH-PhIP). Este metabolito puede someterse a la
conjugacion por sulfotransferasas (SULT) o N-acetiltransferasas (NAT), para producir ésteres
altamente reactivos que se unen al ADN, o someterse a solvolisis para producir 2-amino-1-
methyl-6-(5-hydroxy)phenylimidazo[4,5-b]pyridin (5-HOPhIP). El P450 cataliza la oxidacion
en la posicidon 4’ de PhIP para formar 2-amino-1-methyl-6-(4'-hydroxy)-phenylimidazo [4,5-
b]pyridine (4"-HO-PhIP), un producto principal de desintoxicacién de PhIP en roedores y
primates no humanos. Sin embargo, P450 cataliza principalmente en humanos la formacion
de HONH-PhIP como el producto de oxidacién mayor, la formacién de 4"-HO-PhIP se produce

a niveles considerablemente inferiores (Gallego Fernandez et al 2011).

Figura 4: Las principales vias metabdlicas de PhIP en animales de laboratorio y humanos.
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Tomado de Galceran, 2001.

PhIP experimenta un extenso metabolismo, glucoronosiltransferasas difosfato de
uridina (UGT). Tanto PhIP y HONHPhIP pueden someterse a conjugacién con la isoforma
UGT1A1 para producir N2- Y N3- conjugados glucurénidos. La actividad de la UGT hacia PhIP
y HONH-PhIP, se ha detectado en el higado humano y muestras del colon. Los conjugados

glucurénidos de HONH-PhIP han sido vistos como productos de desintoxicacién, aunque




glucuronidasas bacterianas pueden hidrolizar HON-PhIP-N3-GL para liberar HONH-PhIP para
el metabolismo y la formacién potencial de aductos de ADN.
Como producto del metabolismo de la PhIP se han encontrado en orina: PhIP sin conjugar, 4’-

HO-PhIP; HON-PhIP; HON-PhIP-N2-GL; PhIP-N3-GL y PhIP-N2-GL, siendo este el que se

encuentra en mayor cantidad (Alexander et al., 1995).

1.6 Biomarcadores.

Los individuos estan expuestos a un gran numero de diferentes téxicos, que se
encuentran tanto en el medio ambiente como en los componentes de la dieta y que, de
acuerdo a su naturaleza, si son absorbidas pueden acumularse de manera excesiva y provocar
un desequilibrio funcional en el organismo. El comportamiento de estas sustancias en el
organismo se puede cuantificar mediante el uso de biomarcadores.

En un sentido amplio, se puede definir a un biomarcador como un evento que se
produce en un sistema bioldgico y se interpreta como indicador del estado de salud, de la
esperanza de vida o del riesgo de enfermedad. El término “biomarcador” se utiliza para medir
una interaccion entre un sistema biologico y un agente de tipo quimico, fisico o bioldgico, la
cual es evaluada como una respuesta funcional o fisiolégica, que ocurre a nivel celular o
molecular y ademas esta asociada con la probabilidad del desarrollo de una enfermedad.
(Schulte et al, 2011; Tainsky, 2009; Arango SS, 2012; Llorach et al, 2012; Rubio-Aligaga et al.,
2012).

En general la mayoria de los autores distinguen tres tipos de biomarcadores: de exposicidn,

susceptibilidad y de respuesta (o efecto):

1. Biomarcadores de exposicién o dosis interna.

Puede ser un compuesto exdégeno o bien un subproducto de éste formado durante su
metabolizaciéon que refleja la exposiciéon del organismo ante un téxico. Se peden medir en
tejidos (biopsia), en fluidos corporales (sangre y orina, fundamentalmente), suero o incluso
aire espirado. Por ejemplo, plomo sanguineo (Pb-S) (Repetto, 1997; Van Cauteren et al., 1996,
Arango, 2012; Bakhtiar, 2008.).

2. Biomarcadores de susceptibilidad.
Sirven como indicadores de sensibilidad individual al efecto de un xenobidtico o grupo

de compuestos toxicos. Permiten conocer la intensidad con la que la susceptibilidad genética




contribuye al riesgo de un individuo de padecer una determinada patologia.
Podemos distinguir dos tipos:

e  Marcadores de polimorfismos de sistemas activadores: permiten la medida de
actividad de los enzimas como por ejemplo la del citocromo P-450 las cuales
estan implicadas en el metabolismo de numerosos xenobiéticos y téxicos.

e Marcadores de polimorfismos de sistemas detoxificadores: miden la actividad
de enzimas tales como las N-acetiltransferasas (la predisposicion al cadncer ha
sido correlacionada con polimorfismos genéticos de estas enzimas). También
mide la actividad de la glutation-S-transferasa, la sulfotransferasa, la
glucuroniltransferasa o la paraoxonasa (Van Cauteren et al, 1996; Arango,

2012; Bakhtiar, 2008; Beckmann et al., 2013; Lloyd et al., 2013).

El proceso de biotransformacion se subdivide en etapas o fases.

Fase I

Engloba procesos quimicos de distinta naturaleza (principalmente oxidacidn,
oxigenacion, reduccion e hidrdlisis). Como resultado se obtiene la modificacién quimica de las
moléculas con la apariciéon de nuevos grupos funcionales. El metabolito resultante es mas
polar, mas reactivo, y sensiblemente menos lipofilo. Estos procesos son mayoritariamente
catalizados por enzimas presentes principalmente en los hepatocitos (Lewis et al, 2004;
Wang et al, 2012; Tian et al,, 2013; Ma et al, 2014;).

El grupo mas importante de enzimas metabolizadoras de drogas de Fase I esta
representado por monooxigenasas de funciéon mixta, formadas por un complejo de Citocromo
P450 y la enzima Citocromo P450-reductasa (Lewis, 2004). Estas enzimas constituyen una
familia multigénica que participan en la activacién del metabolismo oxidativo y la
desintoxicacion de muchos compuestos enddgenos y exégenos (Ellero et al.,, 2010).

La CYP1A2 pertenece a la familia CYP1 del citocromo P-450 (CYP450) y representa
aproximadamente el 15% del contenido total de proteinas del citocromo P-450 en el higado.
Se expresan principalmente en el higado y estan involucradas en el metabolismo de 8-10% de
sustancias como la cafeina, la olanzapina y la teofilina. Ademas, esta enzima también esta
implicada en la activacién catalitica de varias aminas heterociclicas cancerigenas a
metabolitos reactivos que estan implicados en la desarrollo de varios tipos de cancer (Lim et

al, 2010).




Existen 6 variantes alélicas del gen CYP1A2, de las cuales dos de ellas estan
correlacionadas con aumentos y disminuciones en los niveles de induccién por el habito de
fumar. Estas variantes podrian explicar, al menos parcialmente, las diferencias
interindividuales observadas en la actividad enzimatica cuando se evalia con cafeina,

utilizada como sonda metabolica (Lim et al., 2010; Zhao et al., 2013; Sun et al., 2015).

Fasell

Las reacciones de Fase Il son reacciones de conjugacién realizadas por transferasas.
Transfieren diferentes compuestos (ac. glucurénico, sulfatos, glutatiéon, aminoacidos, acetato),
a metabolitos, algunos de los cuales han sido generados por enzimas de Fase I, y son
conjugados con sustancias hidrofilicas (ac. glucurénico, sulfatos, glutation). Estas reacciones
enzimaticas estan encaminadas a aumentar ain mas la hidrosolubilidad de sus sustratos y por
lo tanto hacerlos mas facilmente excretables por el organismo (Lewis, 2004; Tainsky 2009;
Wang etal, 2012; Jancova et al., 2010).

Las enzimas metabolizadoras de la fase Il son las arilaminas N-acetiltransferasas
(NAT) son enzimas citosélicas metabolizadoras de xenobidticos que a través de una reaccion
enzimatica de N-acetilacion hepatica, catalizan la conjugacién de un grupo acetilo de acetil-
CoA en una fraccion amina de un compuesto aromdtico (Luca et al, 2008) En los seres
humanos estas enzimas se expresan de dos formas: NAT1 y NAT2, a través de dos genes
situados en el cromosoma 8. Ambas formas han sido identificadas por los estudios de su
actividad, estando presentes no sélo en el higado y en el epitelio intestinal como es el caso de
la NAT2, sino también en una amplia gama de tejidos, como es el caso de la NAT1 (Windmill
etal, 2000; Yun et al., 2009).

Tanto la NAT1 y NAT2 juegan un papel importante tanto en la desintoxicacion y/o la
activacion de numerosas drogas y sustancias cancerigenas (figura 5), siendo responsables de
la acetilaciéon en la fase Il en de muchas arilaminas aromaticas y las aminas aromaticas
heterociclicas (Lilla et al., 2006; Yun et al., 2009; Jancovaa et al., 2010; Zhenzhen et al., 2013;
Matejcic et al,, 2015).

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

como se muestra en la Tabla 2.
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La CYP1A2 metaboliza por desmetilacién la mayor parte de la cafeina (95%) y la transforma
en paraxantina (1, 7-dimetilxantina), teofilina (1, 3-dimetilxantina) y teobromina (3, 7-
dimetilxantina). Estos, bajo la accién de la misma enzima son metabolizados a monoxantinas
(7-metilxantina; 3-metilxantina; 1-metilxantina) que seran sustrato de la xantinaoxidasa (XO)
dando como resultado dcidos monometildricos (dcido 1-metiliirico; cido 7-dimetildrico). La
paraxantina es metabolizada por la CYP1A2 a 1,7- acido dimetilirico y por la NAT2 dando
como resultado AFMU (5-acetilamino-6-formilamino-3-metiluracilo) (Pardo Lozano et al.,

2007; Voutsinas et al, 2013; Sun et al, 2015)

Tabla 2: Metabolitos Urinarios de la Cafeina.

Nombre Abreviatura Formula Peso molecular
sistemadtico molecular (g/mol
Cafeina 1,3,7-trimetilxantina 137X CgH10N402 194,2
AFMU 5-acetilamino-6- AFMU C12H11N304 226,0
formilamino 3-
metiluracilo
Teofilina 1, 3-dimetilxantina 13X C7H8N402 180,2
Teobromina 3, 7-dimetilxantina 37X C7H8N402 180,2
1,7- dimetilxantina 17X C7H8N402 180,2
1- metilxantina 1X CeHgN402 166,0
1- acido metilurico 10 CeN4He03 182,0
1,7- acido 17U C7H8gN403 196,2
dimetiltirico
5-acetilamino-6- AAMU C7H10N403 198,2

amino-3-Metiluracilo
Tomado de Pardo Lozano etal., 2007

3. Biomarcadores de respuesta (o efecto).

Evalta la alteracién bioquimica, fisiolégica o de comportamiento producida en
el organismo que puede ser asociada con una enfermedad. También se incluyen
modificaciones en la composicion celular, aparicién de micronucleos y las alteraciones en
oncogenes o genes supresores de tumores (Arango, 2012; Bakhtiar, 2008; Walker et al,
2012).

Como estas alteraciones anteceden al dafio estructural, su detecciéon permite la identificacion

precoz de exposiciones excesivas o peligrosas y tomar medidas preventivas (Arango, 2012,)

Los biomarcadores nutricionales reflejan el estado nutricional con respecto a la ingesta o el

metabolismo de los componentes de la dieta. Estos proporcionan informacién util para el




disefio de estudios que podrian establecer una relacion causal entre dieta y cancer (Combs et
al., 2013). Se estima que aproximadamente un tercio de la variaciéon en el riesgo de cancer se
puede atribuir a la variaciéon en la exposicién alimentaria, pero es dificil identificar qué
componentes de la dieta, en qué cantidades y en qué escalas de tiempo son de protecciéon o
potencialmente peligrosos. A partir de la acumulacién de conocimientos sobre las bases
biolégicas del cancer y los avances cientificos ha aumentado el desarrollo y uso de
biomarcadores nutricionales para determinar el riesgo que representan distintas
exposiciones para padecer esta patologia (Padma et al.,, 2004; Mathers, 2007; Guertin et al.,

2014; Sampson et al, 2013; Lloyd et al.,, 2013; Xiao et al, 2014).

1.6.1 Cafeina como Biomarcador Nutricional.

La cafeina es el estimulante psicoactivo leve mas consumido en el mundo por
personas de casi todas las edades y estratos socioeconémicos. Fue aislada por primera vez por
Friedrich Ferdinand Runge en el afio 1918 y su estructura quimica descripta por E. Fisher en
el afio 1827. En estado puro la cafeina es un sélido cristalino blanco inodoro que se encuentra
en forma de agujas blancas o polvo, y posee gusto muy amargo. Es un alcaloide del grupo de
las xantinas, concretamente forma parte de la familia de las metilxantinas. (IMCM, 2001;
Miners et al., 1996). Esta sustancia se encuentra de forma natural en hojas y frutos de algunas
plantas y también puede producirse sintéticamente. La fuente habitual de cafeina es el café,
sin embargo también se encuentra en el mate, té, guaranad, cacao, refrescos de cola, productos
farmacéuticos y bebidas energéticas entre otras (IMCM, 2001; Miners et al., 1996).

Luego de su ingestion casi la totalidad de la cafeina es rapidamente absorbida por el
tracto gastrointestinal, logrando su concentracion maxima en el plasma sanguineo en unos
30-45 minutos con un aclaramiento sistémico medio (vida media) de 4 horas 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 concentracién plasmatica se deben principalmente a la ingestién de
alimentos y a las variaciones en el metabolismo que dependen de los polimorfismos genéticos,
la existencia de enfermedades hepaticas y las caracteristicas individuales de peso, género y
etnia (Kot et al., 2008; Pardo Lozano et al., 2007; Notarianni et al., 1995).

Una vez que se integra al torrente sanguineo y debido a su caracter moderadamente lipofilico,
la cafeina tiende a acumularse en los entornos lipidicos del organismo. A diferencia de los

compuestos volatiles (cuya eliminacién se facilita mediante intercambio gaseoso en los



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Combs%20GF%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23488557

pulmones) o los hidrosolubles (filtracion renal), la eliminacién de los compuestos lipéfilos es
mucho mas problemadtica, por lo que su acumulaciéon en el organismo puede llegar a
desencadenar fenémenos de toxicidad (Krishna et al, 1994; Hess et al, 1997, Kot et al,
2008).

La cafeina es metabolizada por el higado el que contribuye de forma mayoritaria a la
funcién de facilitar la eliminacién de los xenobiéticos mediante un conjunto de reacciones,
denominadas de biotransformacion, en las que se modifica de manera mas o menos compleja
la estructura quimica de los xenobidticos para aumentar su hidrosolubilidad y asi facilitar su
eliminaciéon como se ilustra en la figura 5 (Krishna et al, 1994; Hess et al.,, 1997; Bakhtiar,

2008; Beckamann et al, 2013; Arango 2011).

Figura 5: Metabolismo urinario de la cafeina.
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1.6.2 Uso de la cafeina como sonda metabdlica.

Dado el papel potencialmente importante de la activacién metaboélica de ciertas
sustancias consideradas téxicas y cancerigenas, ha habido un considerable interés en la
identificacion de sustratos que pueden utilizarse como sonda metabdlica para asi poder
determinar su comportamiento en el organismo (Miners et al., 1996; Kot et al., 2008; Tanaka
etal,2014)

En los ultimos afios se ha intensificado el uso de la cafeina como sonda metabdlica,
ésta es un sustrato marcador de primera eleccién ya que se caracteriza por su relativa
seguridad, amplia disponibilidad y favorables caracteristicas farmacocinéticas (absorcién
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, que
es aquel que permite identificar la capacidad metabdlica de los sistemas enzimaticos que
participan en el metabolismo de este sustrato (Miners et al., 1996; Gil, 2010; Sun et al.,, 2015)

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) o metabolizadores rapidos (MR). Los primeros son sujetos con una funcién enzimatica
deficiente para eliminar esta sustancia mientras que los tultimos son individuos con capacidad
de biotransformacion libre de inhibiciones, que las eliminan mas rapidamente (Miners et al,,
1996, Muscat et al., 2008).

Para determinar el fenotipo de la enzima CYP1A2 se realiza la ecuacién 1 y para el fenotipo de

la enzima NAT?2 la ecuacién 2 (Grant et al., 1984; Nyéki et al., 2003).

CY1A2= AFMU+1U+1X (Ecuacién 1)
17U
NAT2= AFMU (Ecuacién 2)
1X

Por todo lo antes expuesto podemos decir que uno de los factores clave en los estudios
epidemioldgicos a la hora de establecer relaciones entre un posible factor y un evento dado de
salud, es valorar la exposicién a los factores de interés. En la Epidemiologia Nutricional, es
evidente la importancia que cobra el calculo de la ingesta diaria para poder establecer la relacion
existente entre la exposicion a aminas aromaticas contenidas en la alimentacion y la aparicion de
enfermedades cronicas como el cancer. Evidentemente, este parametro depende de los métodos de

preparaciéon y coccién de los alimentos, de los tipos y cantidades de alimento consumido y del




grado de coccion, por lo que el presente trabajo abordé la determinacién de las aminas
aromaticas heterociclicas carcinogénicas y/o mutagénicas en carnes sometidas a distintos
procesos de coccion y en fluidos bioldgicos, como potenciales biomarcadores de exposicion.
1.7 Hipoétesis

Hipdtesis General:
Los alimentos carnicos consumidos en la dieta contienen y proveen a los sujetos Aminas
Aromaticas Heterociclicos (HAAs) detectables en fluidos bioldgicos, con un perfil adherente al
consumo.
A) Los niveles de exposicién a estos compuestos cancerigenos y sus consecuencias difieren
segun las caracteristicas de consumo y preparacién de la alimentacién carnica.
B) Es factible evaluar biomarcadores de riesgo mediante la evaluacién de HAAs en fluidos

biolégicos.

1.8 Objetivo General

Determinar PhIP como una de las principales HAAs carcinogénicas y/o mutagénicas en
carnes, sometidas a distintos procesos de coccion tradicionales de la poblacién y en fluidos
biolégicos de voluntarios sanos, como potenciales biomarcadores de exposicidon a la dieta

tipica argentina, considerando diferentes fenotipos detoxificantes en la poblacion.

Objetivos Especificos:

Seleccionar los cortes de carnes de consumo habitual en la Ciudad de Cérdoba. Someter los
mismos a diferentes métodos de coccion, determinando tiempos y temperaturas medidas en
el centro del alimento, en el momento en que se forma la costra tostada por los métodos
tradicionales.

Detectar y cuantificar PhIP en los cortes de carnes seleccionados y sometidos a los diferentes
tratamientos de coccién, mediante cromatografia liquida de alta performance, acoplada a
deteccién por espectrometria de masas (HPLC-MS).

Identificar y cuantificar PhIP y sus metabolitos en la orina de voluntarios sanos que
consumieron carne vacuna magra cocida a los 70 °C medido en el centro del alimento y carne

vacuna magra sobre-cocida utilizada como control positivo.




e Poner a punto la técnica para la determinacion del fenotipo de CYP1A2 y NAT2 de voluntarios
sanos que consumen carne, empleando cafeina y sus metabolitos en orinas, como sonda

metabdlica.




Capitulo 2. MATERIALES Y METODOS

La presente Tesis Doctoral, es parte de una linea de investigacién en Epidemiologia Ambiental
del Cancer en Cordoba conducido en el INICSA de la Facultad de Ciencias Médicas de la UNC,
orientada a investigar factores de riesgo asociados con la ocurrencia de canceres mas
incidentes en la provincia (PICT 2012 1019). Siendo la dieta, uno de los factores ambientales
que explicarian un 30% de los canceres y al que toda la poblacidn esta expuesta, la validaciéon
de los instrumentos de medicién de consumo de frecuencia cuali-cuantitativa de alimentos es
fundamental para obtener datos de calidad y evitar asociaciones espureas entre el factor de
riesgo sospechado y la ocurrencia de la enfermedad. Asi, la determinacién de marcadores de
exposicion a la dieta en sujetos sanos que consumen cantidades conocidas de determinados
alimentos, es imprescindible. En este marco, la presente tesis indaga la cantidad de HAAs
derivadas del proceso de coccién tradicionales de uno de los alimentos emblematicos de la
dieta argentina, la carne. Estas determinaciones se realizan no solo en el alimento sino
también en los fluidos bioldgicos de sujetos voluntarios sanos a fin de indagar si existe
adherencia entre el consumo de cantidades conocidas de carne y las cantidades de PhIP en
estos fluidos. La cantidad detectada de estos compuestos en fluidos como la orina, depende no
solo del consumo sino también de la capacidad detoxificante de los sujetos que es variable, de
alli que es necesario poner a punto una técnica simple, no invasiva, que permita la
determinacién de los fenotipos detoxificantes existentes en la poblaciéon, hasta ahora no
estudiados. Hecho todo esto y empleando la ingesta habitual de este alimento en sus
diferentes modos de coccion podra inferirse el consumo habitual de estos compuestos toxicos
en la poblacién cordobesa para poder evaluar la asociacidn existente entre la ocurrencia de
algunos canceres y el consumo de estos compuestos en el marco de los estudios
epidemioldgicos observacionales que incluye el mencionado proyecto de investigacion.
Ademas, los resultados obtenidos podrian en un futuro utilizarse para que conociendo el
dosaje de HAAs de los sujetos pueda inferirse su exposicién al consumo de carnes en distintos
métodos y de acuerdo a su perfil detoxificante poder evaluar mayor o menor riesgo a padecer

distintas patologias.

Disefio del Estudio
El esquema metodolégico estd organizado en tres partes, cada una para cumplir con los

diferentes objetivos especificos. Si bien la presentacién de los disefios se detalla mas




profundamente para cada objetivo en las paginas subsiguientes, presentamos brevemente

aqui el esquema general.

Parte 1: Formacion de costra tostada y determinacion de PhIP en los diferentes tipos
de carnes segin método de coccién y tiempo de aparicion de costra tostada en la
superficie de la carne.

La primera parte, cuyo objeto fue determinar el contenido de PhIP en distintos tipos
de carne, se correspondi6 con un disefio con estructura de tratamiento con 2 factores, con 8
niveles en el factor tipo de carne (vacuna magra, vacuna grasa, ave magra, ave grasa, cerdo
magro, cerdo graso, pescado magro y pescado graso), 4 niveles en el factor método de cocciéon
(parrilla, plancha, salteado y horno), y se evaluaron las variables temperatura del método,
temperatura de la costra y contenido de PhIP. Luego de las determinaciones de este ensayo y
habiendo determinado cudl método generd costra, se condujo otro ensayo factorial de 8x2x2,
con los 8 tipos de carne en los métodos salteado y plancha y a la vez el factor de coccién con
dos niveles: a) cocido llegando a 70°C en el centro del alimento b) sobre-cocido, esto es
superando los 10 minutos de coccién, en ambos volteando el alimento minuto a minuto. El
total de muestras utilizadas fue de n=96. Los demas detalles seran desarrollados en items

siguientes.

Parte 2: Contenido de PhIP en muestras de orina de voluntarios sanos.

Un grupo de voluntarios sanos (6 sujetos), que cumplieron con los criterios de
inclusiéon/exclusion y en quienes, luego de haber ingerido las carnes seleccionadas, se les
solicité recolectar orina (0-6h, 6-12h) pos ingesta de carne cocida (70°C en el centro del
alimento) y sobre cocida para evaluar el contenido de PhIP en dichas muestras de orina. En

items siguientes se presentan mas detalles.

Parte 3: Puesta a punto de la determinaciéon de los metabolitos urinarios de la cafeina.
Se seleccionaron voluntarios sanos (6 sujetos) que cumplieron con los criterios de
inclusiéon/exclusion, y en quienes luego de beber cantidades conocidas de cafeina se les
evaluaron los contenidos urinarios de los metabolitos de la misma.
Para la mejor comprensién de los procedimientos realizados en este estudio se
abordaran a continuacién los distintos aspectos respondiendo a las metodologias de cada uno

de los objetivos especificos planteados.




Objetivo Especifico 1: Seleccionar los cortes de carnes de diferente origen, de consumo habitual
en la Ciudad de Cérdoba. Someter los mismos a diferentes métodos de coccion, determinando
tiempos y temperaturas medidas en el centro del alimento, en el momento en que se forma la
costra tostada por los métodos tradicionales y evaluar por medio de un panel de expertos

sensorialmente las caracteristicas organolépticas de las muestras con costras tostadas.

Seleccion de carnes
Se utilizaron carnes rojas y blancas, magras y grasas de consumo habitual en Cérdoba,

seleccionadas en base a estudios previos de frecuencia de consumo cuali-cuantitativo de
alimentos realizados en Cérdoba y segun se detalla més abajo. Asimismo, fueron cocinadas
con métodos de coccién tradicionales que forman costra tostada: horno convencional,
plancha, salteado y parrilla. Todas las muestras de carnes rojas y blancas fueron obtenidas en
diferentes locales del “Mercado Norte”, que es uno de los puntos de mayor venta y de amplia
distribucion de la ciudad de Cérdoba y a donde arriban proveedores de diferentes puntos de
faenamiento del territorio provincial. Los cortes de carne incluidos fueron:

e vacuna grasa: VG (marucha)

e vacuna magra: VM (Nalga)

e pollo magro (sin piel): AM (Pechuga)

e pollo con piel: AG ( Muslo)

e pescado graso: PG (Salmoén blanco)

e pescado magro: PM (Merluza)

e cerdo magro: CM (Carré)

e cerdo graso: CG (Matambre)
En total sumaron 96 unidades muestrales entre los 8 tipos de corte, de 100 g cada una. Para
la experimentaciéon se utilizaron materiales correspondientes a cada método de coccidn:
plancha de hierro fundido, sartén de teflon, parrilla de hierro; también se emplearon cuchillos,
tenedores, espatulas y demas utensilios necesarios para la manipulaciéon del alimento. Se usé
una balanza electrénica de cocina, Marca: Arte Ariete, con capacidad hasta 5 Kg, equipado, con
un temporizador de cocina digital con zumbador incorporado. Un termémetro digital de
marca “Satineles Steel Probe” Luftgarmany fue empleado para medir la temperatura del
centro de las muestras. Este mide desde -50°C hasta 150°C, y posee una exactitud: + - 1°C / +-

2°F. Para la medicién de la temperatura del método de coccién y de la costra tostada se utiliz6




un pirémetro marca “TES” Reliable in Quality, TES-1322A Infrared/ Type - K Thermometer.
Especificaciones: Mide desde: -20°C hasta 500°C. Resolucién: 0,1°C.

Con la ayuda de un cronémetro se determiné el tiempo de coccién. En la coccién por
intermedio de un cuerpo graso o “salteado”, se agreg6 previo al precalentamiento, 10mL de

aceite puro de girasol. Los diferentes utensilios empleados se detallan en el Anexo 1.

Coccion de los diferentes tipos de carnes a través de métodos de coccién tradicionales

Para la valoracion de la costra tostada en las distintas carnes, se sometieron las mismas a
métodos de coccion tradicionales. Los distintos tipos de carnes que se utilizaron no
estuvieron congeladas previo a la coccién. Las muestras pesaron 100 g cada una con
dimensiones semejantes (13 x 10 cm, 0,5 cm de ancho, aproximadamente) para cada corte, a
modo de evitar heterogeneidad en la coccién. Previo a la coccidn, se precalentaron los
diferentes utensilios de la siguiente manera: 1 minuto la plancha, 30 segundos el sartén, 5
minutos el horno y la parrilla.

En el caso del horno, se retiré la bandeja a 10 cm de la fuente de calor para la mediciéon
de la temperatura de la carne. Dicha fuente, no fue sometida a precalentamiento y se utiliz6 la
parte mas baja del horno para introducir la bandeja con la carne. En el resto de los métodos se
tomo la temperatura sin retirar la carne de la fuente de calor.

En los cuatro métodos de coccion se tomd la temperatura durante diez segundos luego

de someter las carnes a coccidn las cuales se fueron dando vuelta lado a lado durante un
minuto coccién hasta llegar a los 70 °C medidos en el centro del alimento. Durante la cocciéon
se procedio a realizar mediciones de la T® entre 1 y 8 minutos lado a lado de las carnes para
observar la evolucién de la formacién de la costra tostada y la temperatura alcanzada en el
centro del alimento. El fuego para las cocciones en plancha, sartén y horno fue graduado entre
el minimo y maximo (medio). En el caso de la parrilla, el piso del asador se cubrié con brasas
en la zona donde se cocinaban las muestras. Se utiliz6 una mezcla de carbén vegetal de
diferentes tipos de maderas (quebracho blanco, guayacan, garabato, mistol, etc.)
Apenas finalizada la cocciéon se procedié a medir en primer lugar la temperatura del método
de coccidn y luego, la de la costra tostada formada donde visualmente presentaba mayor
cobertura, a su vez se tomé la temperatura del lado dltimo que tomo contacto con la superficie
de la muestra de carne y la fuente de calor.

A las muestras de carnes magras y grasas, vacuna, ave, pescado y cerdo seleccionadas

(80 unidades muestrales de 100g cada una), se incorporaron 16 muestras denominadas




control positivo (una de cada tipo de carne), todas las unidades muestrales (n=96) fueron
sometidas a los métodos de coccion tradicionales que formaron costra tostada en las
porciones de carne estudiadas (cocidas a los 70°C en el centro de la carne), plancha y salteado.
Las muestras control positivo se cocinaron en los mismos métodos, aunque durante un
tiempo mas prolongado, con el objetivo de poder provocar la formacién de costra y observar

la presencia de la amina PhIP.

Evaluacion Sensorial

A fin de determinar el grado de coccidn y la presencia de costra tostada se llevd a cabo un
anélisis de evaluacién sensorial. Este fue realizado junto al grupo de Jueces Entrenados del
Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (ICTA) de la Facultad de Ciencias Fisicas,
Exactas y Naturales de la Universidad Nacional de Cérdoba. El Panel estuvo integrado por dos
miembros del grupo de jueces del ICTA, cinco personas mds, incluyendo la autora,
previamente entrenadas para la evaluacion sensorial.

En base a las percepciones del panel se realizé una descripcién de las caracteristicas
observadas para cada corte y método. Por medio de estas percepciones se definieron las
propiedades del alimento de la manera mas objetiva posible y la magnitud o intensidad de los
atributos del alimento. En el caso de la distribucion de la costra, la calificacién se realizé por
medio de una escala no estructurada, en donde los jueces debian expresar su apreciacion
teniendo en cuenta dos puntos extremos de la escala y su punto medio (0%, 50%, 100%) y en
el caso del color se utilizé una escala de intervalo la cual contenia ademas, puntos intermedios
(0%, 10%, 50%, 90%, 100%). La evaluacién consistié en marcar con una linea vertical el
punto en donde se consideraba que correspondia a la calificacién otorgada al atributo. Dicha
evaluacién se llevd a cabo a través del consenso entre todos los integrantes del grupo de
evaluacion sensorial. Las muestras evaluadas fueron los tipos de carnes sometidos a los
cuatro métodos de coccién las mismas se encontraban a temperatura ambiente, y observando
siempre el lado del primer contacto de la carne con la superficie del utensilio.

Los atributos de apariencia evaluados fueron: porcentaje de distribucion de la costra tostada
en la muestra y el color de la misma, asi como el color de la carne interna, que es uno de los
indices para determinar el grado de coccidn. Si bien no hay limites definidos entre unos y
otros, se consideran tres estadios:

e Medio crudo o poco asado: con una temperatura inferior entre 50°C y 60°C: tiene el

centro rojo brillante y una angosta capa exterior color gris pardo.




e No muy cocido o “medio hecho”: tiene el centro color rosado, con una temperatura
entre 60°C y 70°C.
e Carne bien cocida: con una temperatura mayor a 70°C, presentando color gris

uniforme en el interior.

La medicidn del color se efectudé usando escalas colorimétricas con muestras de pinturas.
Se utilizaron tres colores como referencia, correspondiendo el n? de color 8570 al 10%, el n®

8584 al 50% y el n? 8654, al 90%.




Objetivo Especifico 2: Detectar y cuantificar PhIP en los cortes de carnes seleccionados y
sometidos a los diferentes tratamientos, mediante cromatografia liquida de alta performance,

acoplada a deteccion por espectrometria de masas (HPLC-MS).

Etapa de Extraccion de HAAs (PhIP):

Las muestras cocidas en plancha y salteado, se cortaron en trozos pequefios y se las
proces6 con un mixer marca Braun, hasta lograr una masa homogénea, se colocaron en
recipientes descartables, con su correspondiente identificacion.

Para la seleccion de las muestras se eligio6 de cada grupo de carnes la que alcanz6
mayor temperatura en la costra tostada dentro de cada método, y en el caso de aquellas que
no hubo formacion de costra tostada, se seleccionaron las que tenian mayor temperatura en el
método de coccion. De éstas se extrajeron 9 g de cada una, que fueron homogenizadas con 9 g
de cuarzo maya 200 (marca HALAC) en mortero de ceramica. Las muestras se conservaron a -
20 °C.

La extracciéon de las HAAs a partir de las muestras se realizd segin la técnica de
extraccion propuesta por Galceran (2001), basada en el método diseniado por Gross y Griiter
(1992) para su tratamiento. Brevemente, los autores realizaron extraccidon en fase sélida
(SPE) y cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) con deteccidn ultravioleta y de
fluorescencia, la extraccion en fase solida incluye la extracciéon basica sobre tierra de
diatomeas (Extrelut- 20) y la posterior purificacién sobre gel de silice acido propil sulfénico.
Este procedimiento separa los analitos en polares y apolares (Gross y Griiter, 1992).
Posteriormente se introdujo en un vaso precipitado 2 g de la muestra (1 g de carney 1 g de
cuarzo), 12 mL de hidréxido de sodio 1M, y una barra magnética. Se colocé el vaso sobre un
agitador marca Decalab durante 15 minutos, alli el cuarzo precipité y quedo en la superficie la
solucion a tratar. Luego, se colocd el preparado en un tubo de ensayo y se lo llevé a una
centrifugadora marca Cavour a 2500 revoluciones por minuto, durante 15 minutos con el fin

de purificar ain mas la muestra. Y posteriormente se procedié al “Clean up”.

Limpieza (“Clean up”):

Se colocaron las muestras dispersas en hidroxido de sodio en la primera columna SPE
(Extrelut - 20) y se filtraron con la ayuda de una bomba de vacio. Luego se las eluy6 con 75
mL de diclorometano y se pasaron por una segunda columna SPE (PRS 500), pre tratada con 1

mL acetato de etilo para eliminar la posible presencia de agua en la columna y facilitar el paso




del diclorometano, estas columnas SPE contienen propilsulfonato soédico en las que quedaron
retenidos los analitos.

Sobre esta columna se realizé una nueva eluciéon con 20 mL de acetato de amonio 0,5 M;
posteriormente se conectd con una columna deoctadecilsilano (C 18). Luego, se eluyeron las
muestras con 0,8 mL de metanol amoniaco y se dejaron listas para ser analizadas en HPLC.
Cuando las muestras obstruyeron las columnas se utilizaron dos columnas Extrelut -20 para
cada muestra. A su vez se centrifugaron las mismas en reiteradas ocasiones para agilizar el
proceso; y en ambas columnas se volvié a realizar todos los pasos anteriormente
mencionados. Antes de inyectar las muestras en el sistema HPLC, se realizé un cambio de

disolvente con 200 uL de metanol.

Etapa de Identificacion y Cuantificacion de PhIP en las muestras de carne.

Para las cromatografias se utiliz6 un equipo HPLC Agilent Technologies 1200 provisto de una
bomba binaria (Agilent G1312B SL Binary), inyector automatico (Agilent G1367 D SL+WP) y
desgasificador (Agilent G1379 B). Se emple6 una columna para HPLC de fase reversa (Agilent
ZORBAX Ecilpse XDB C18 50 mm x 3 mm). El sistema de HPLC se encuentra acoplado a un
detector de arreglo de diodos (Agilent G1315 C Satarlight DAD) y a un espectréometro de
masas (MicroQTOF-QII Series, Bruker Daltonics), equipado con una fuente de ionizacién por
electrospray (ESI). La fase movil consistié en una mezcla de acido formico 0,5% (solvente A) y
metanol 0,5% (solvente B). El volumen de inyeccién fue de 10 pL a un flujo de 0,3 mL/min. A
modo ilustrativo, en la Figura 6 se muestra el cromatograma de PhIP en una solucién estandar

de 0,5 mg/L.




Figura 6: Cromatograma de PhIP estandar de concentracion 0,5 mg/L. (a) Ion extraido 225.1135
m/z; (b) Espectro de MS experimental del idn extraido. (c) Espectro tedrico de PhIP.
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Objetivo especifico 3: Identificar y Cuantificar PhIP y sus metabolitos en la orina de voluntarios
sanos que consumieron carne vacuna magra cocida a los 70°C medido en el centro del alimento y

carne vacuna magra sobre cocida utilizada como control positivo.

Seleccion de sujetos y obtencion de la muestras de orina.

Sujetos:

Seleccionaron 6 (seis) voluntarios sanos mayores de edad y de ambos sexos que cumplieron
con criterios de inclusion los cuales se basaron en la ausencia de factores de riesgo que
pudieran interferir en el funcionamiento adecuado del higado y rifiones (Kidd et al, 1999).
Fueron incluidos aquellos individuos:

Que no poseian un peso inferior al 90% o mas del 130% de ponderaciones del peso deseable

(Metropolitan Life 1983) (Sinha et al, 1994).

v" No fumadores (al menos 6 meses antes del estudio) (Sinha et al,, 1994, Stillwell et al, 1997).
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Con ausencia de patologias hepaticas y renales.

Que consumieran habitualmente una dieta equilibrada y balanceada en Macro
Micronutrientes (basadas en las Recomendaciones de las Guias Alimentarias de la Poblacion
Argentina) (Sinha et al, 1994, Stillwell et al, 1997).

Que no consumieran suplementos de vitaminas y minerales (Sinha et al, 1994).

Que no consumieran productos que contengan Lactobacilus (probiéticos).

Que no consumieran carne asada mas de 2 veces a la semana.

Que no consumieran habitualmente vegetales cruciferos (Knize et al, 2002; Felton et al,
2004; Walters etal, 2004).

Que no hayan estado expuestos a inhalacién y contacto directo con pinturas.

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

informado.

Que residan en la ciudad de Cérdoba durante el periodo en el que se realiz6 el estudio.

Aspectos éticos:

Este protocolo cumplié con las normas bioéticas correspondientes como se evidencia
de la aprobacién del CIEIS del Hospital Nacional de Clinicas. (Anexo II). Se obtuvieron los
consentimientos informados de las personas seleccionadas a través de la firma de un
documento escrito en el que se describe el protocolo y que avald la participacion voluntaria en
este estudio de investigacion. El mismo fue leido detalladamente y firmado en el lugar donde

se llevé a cabo el estudio.

Obtencion de las Muestras:

Los voluntarios sanos, 48h antes del estudio no consumieron ninguna preparacién que
contuviera carne (vacuna, cerdo, pollo y pescado), pan tipo francés o mignoén, vegetales
cruciferos (brocoli, coliflor, repollos y nabo), productos lacteos que contuvieran Lactobacilus
(probiéticos) y vino (Anexo III).

Se utilizaron muestras de carne vacuna magra (nalga) dado que ésta fue la carne que
presentd cantidad apreciable de PhIP en el método de coccién plancha segin los resultados
del segundo objetivo. Se estandarizaron en porciones de 1cm de espesor, 10 cm de anchoy 11
cm de largo de 100g cada una, utilizando una balanza digital marca Ariete, con capacidad para

5Kg. Para identificarlas se determiné un cédigo para cada unidad experimental.
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Los voluntarios sanos llegaron el dia y lugar acordados tal como se los habia citado.
Luego se les sirvio a cada uno de ellos 3 porciones de carne vacuna magra cocida a la plancha,
que pesaron en su conjunto un promedio de 208,8 g., las mismas fueron cocidas segin técnica
de coccidn descripta en el primer objetivo. Luego de la ingesta de las mismas, se les entreg6 a
cada uno de los voluntarios sanos dos recipientes esterilizados de 120 mL identificados en los
que depositaron muestras de orina en un periodo de 0-12 horas, con dos cortes: de 0-6h y 6-

12h, las cuales posteriormente fueron procesadas para su analisis por HPLC- MS.

Muestras de orina:

Las muestras se recolectaron en dos instancias. La primera, entre las 0 y 6hs post-
consumo (periodo 1) y la segunda entre las 6-12 h siguientes (periodo 2). Se obtuvieron asi,
12 (doce) muestras por instancia, n=24 orinas de 120 mL aproximadamente cada una. Dichas
muestras se sometieron luego al procesamiento correspondiente para la identificacién de la

PhIP y sus metabolitos urinarios, segin se describe a continuacién.

Procesamiento de las muestras: para analisis de PhIP y sus metabolitos en orina.
- Fraccionamiento.

A partir de las muestras de orina obtenidas del modo descripto en el punto anterior, se
recolectaron de cada muestra de orina 3 fracciones de 1 mL cada una con una pipeta
esterilizada (P 1000) de 1 mL y fueron colocadas en recipientes esterilizados (Tubos
Eppendorf), debidamente etiquetado con las iniciales de los voluntarios sanos y periodo de
obtencion de la muestra. De la orina restante del frasco estéril, se colocd una fraccién de
aproximadamente 40 o 45 mL en un tubo esterilizado (Falcon), para guardar como resguardo.

Las muestras de orina sin procesar fueron conservadas a — 80 °C hasta su procesamiento.

- Determinacion de PhIP en orina.

1. Procedimiento de Extraccion de PhIP en orina por Extraccién Basica:

Con el fin de eliminar la mayor cantidad de interferentes de la matriz y minimizar el efecto de
supresion ionica, se probaron diferentes técnicas de extraccion de la PhIP en orina en fase
so6lida (SPE): a) con solventes organicos, b) por extracciéon acida y c) por extracciéon basica
(alcalina). Se describe éste ultimo porque resulté el mas apropiado para identificar y

cuantificar la presencia de PhIP en orina de voluntarios sanos.




Extraccién Basica: Se tom6 1 mL de orina en un tubo de hidrélisis con tapa a rosca, se agregé 2

mL de Buffer fosfato 0.2 M pH=8 y 1 mL de NaOH 1N. Luego se taparon los tubos y se
colocaron en bafio de agua a 100°C durante toda la noche. Transcurrido dicho tiempo se
mezclé bien y se transfiri6 a ampollas de decantacion. Se realizaron 2 extracciones con
porciones de 3 mL de Acetato de etilo. Luego se filtré la fase organica y se recogi6 en balones,

posteriormente se evaporo utilizando evaporador rotatorio.

2. Condiciones Cromatograficas.
e Equipo de espectrometria de masas triple cuadrupolo (Quattro Premier XE,
Micromass, Waters) equipado con fuente de ionizacién ESI, (Universidad Nacional de
San Luis).
e Equipo de UHPLC (Acquity, Ultra Perfomance, Waters) equipado con una bomba
binaria, sistema de desgasificador, termostatizacion de columnas, detector PDA.
e Columna cromatografica (Waters) con tamafio de particulade2 pm de 5 cm de
longitud, fase reversa (C18).
En la figura 7 se muestra la curva de calibracion para la determinacién de PhIP en orina. Para
la curva de PhIP en orina se agregé cantidades de PhIP estandar conocidas a muestras de
orina blanco (blanco de orina, es una muestra de orina de una persona que previamente
realizé una dieta especifica, de forma tal que esa muestra no contenga nada de PhIP y pueda
ser utilizada para realizar la curva de calibracion) mediante el agregado externo de
concentraciones conocidas de un estandar de PhIP en un rango de 25, 50, 100, 250, 500, 1000
y 2000 ng/L.




Figura 7 Curva de Calibracién de PhIP estandar comercial en blanco de Orina.
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Figura 8: Curva de calibracién de PhIP en orina en un rango entre 25y 2000 ng/L.
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La cuantificacion se llevo a cabo mediante el método MRM (multiple reaction monitoring),

utilizando el ién producto 210.1 m/z.




Figura 9: Espectro de MS/MS del ion 225.1 m/z para una soluciéon de PhIP en orina de 500 ng/L.
(a) Cromatograma del ién producto 210.1 m/z (b) Espectro de MS/MS del i6n 225.1 m/z.
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Figura 10: Cromatogramas del ion producto 210.m/z para un voluntario, en ambos periodos de

recoleccion de orina (periodo 1y periodo 2), para los dos tipos de carnes consumidas (sobre
coccidn y cocciéon a 70°C).
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Objetivo especifico 4: Poner a punto la técnica para la determinacién de fenotipo de CYP1AZ y
NATZ de voluntarios sanos que consumen carne, Empleando cafeina y sus metabolitos en orinas,

como sondas metabdlicas.

SUJETOS Y METODOS
Se seleccionaron 6 (seis) individuos sanos! de sexo femenino de una edad aproximada de 25
afios, que cumplieron con ciertos criterios de inclusion, los cuales se basaron en la ausencia de
factores de riesgo que pudieran interferir en el funcionamiento adecuado del higado y que
cumplieron con los requisitos éticos. Fueron incluidos aquellos individuos:

v" No fumadores.
Con ausencia de patologias hepaticas y renales.
Que no consuman carne asada mas de 2 veces a la semana.
Que no presenten intolerancia a la cafeina.

Que no consuman medicamentos que contengan cafeina o derivados.

DN N N NN

Que en caso de ser mujeres no consuman anticonceptivos orales.

Cuarenta y ocho horas antes del estudio los voluntarios no consumieron alimentos o
bebidas que contuvieran cafeina o derivados (té, café, chocolate, mate, gaseosas cola, aspirinas
y bebidas energizantes) y que realizaron un ayuno de 7 h. la noche previa de la obtencién de
la muestra. Antes de asistir al estudio los participantes desecharon la primera orina del dia
(Grant etal., 1983).

El dia de la obtencidn de la muestra los participantes llegaron al lugar acordado en ayunas y a
primera hora de la mafiana. Se les sirvio, a cada uno, una infusiéon de café preparada con 250
mL de agua hervida y dos cucharas tipo té de café instantaneo de 2 g. cada una y 2 medialunas
(Spigelman et al., 1995). Se les autorizé a consumir galletas y jugo, luego de 3 h de la ingestion
del café (Spigelman et al., 1995; Kadlubar et al., 2009).

Una vez transcurridas 5 (cinco) horas desde la toma del café se les entregé a cada uno un
recipiente esterilizado de 120 mL identificado con las iniciales de su nombre y apellido. En
este recipiente depositaron la muestra de orina que se llev6 al laboratorio para su posterior

analisis e identificacién de PhIP y sus metabolitos (Kadlubar et al., 2009).

L El equipo de investigacion considera “sano” a aquellas personas que, al momento de participar en este
estudio, refieren no padecer de ningun tipo de enfermedad.
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Las muestras de orina se filtraron usando membranas de ultrafiltracion de 10 kDa
(Millipore®). Posteriormente, las mismas fueron tratadas para ser analizadas mediante

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) acoplada a espectrometria de masas (MS).

Tratamiento de la muestra:

A partir de las muestras de orina obtenidas del modo descripto en el punto anterior, se
recolecté con una pipeta esterilizada 2mL de orina la cual fue colocada en un recipiente
esterilizado y etiquetado con las iniciales de los participantes. Dichas muestras de orina sin
tratar fueron conservadas a -80°C hasta su procesamiento.

Para comenzar con la técnica de extraccion las muestras de orina se descongelaron a
temperatura ambiente. Las mismas fueron centrifugadas a 12.000 rpm durante 5 minutos
para quitar restos celulares y cualquier otra particula de materia del fluido. A continuacion,
una alicuota de 500uL del sobrenadante fue transferida a la membrana Amicon Ultra-0.5 que
posee un tamafio nominal de corte de 10 kDa y centrifugado por 10 minutos a 12.000 rpm.
Luego, el producto del filtrado de bajo peso molecular se diluy6 con agua ultra pura (Milli-Q) y
se filtr6 con una membrana de 0,45 micras. Como primera instancia, dos muestras al azar se
diluyeron a la mitad (1:2), como los resultados eran poco visibles y dificiles de interpretar se
decidi6 seguir con una de estas muestras, probando diluciones: 1:10 y 1:20. Finalmente, se
optd por diluir todas las muestras en 1:10 ya que fue la dilucién que proporcioné los mejores
resultados. Como instancia final las mismas fueron analizadas mediante HPLC-MS. La cafeina
en orina se identifico en base a su espectro de masa y tiempo de retencién, comparado con el
de un estandar comercial.

El resto de los metabolitos urinarios de la cafeina (1-acido metiltrico (1U); 1-
metilxantina (1X); AFMU; 1,7-acido dimetildrico (17U) se identificaron en base al orden de
elusion y espectros de masas comparados con los de datos bibliograficos (Ptolemy, 2010;
Huang, 2012), debido a que no se disponia de los estandares correspondientes.

Las muestras fueron analizadas en el Instituto Superior de Investigacion, Desarrollo y
Servicio en Alimentos (ISIDSA) de la Universidad Nacional de Cérdoba. Para el desarrollo de
este trabajo se utilizd un equipo HPLC Agilent Technologies 1200 provisto de una bomba
binaria (Agilent G1312B SL Binary), inyector automatico (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 encuentra acoplado a un

detector de arreglo de diodos (Agilent G1315 C Satarlight DAD) y a un espectrémetro de
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masas (MicroQTOF-QII Series, Bruker), equipado con una fuente de ionizacién por
electrospray (ESI). La fase movil consiste en una mezcla de acido formico 0,5% (solvente A) y
acetonitrilo (solvente B). El volumen de inyeccion fue de 5 pL a un flujo de 0,25 mL/min.
Las concentraciones de cada metabolito se calcularon utilizando la curva de calibracién de
cafeina, y con ellas se determinaron los indices para caracterizar las actividades de las
enzimas CYP1A2 y NAT2, y luego caracterizar el fenotipo enzimatico de los sujetos (Nyéki et
al,, 2003; Grant et al., 1984).
Actividad CYP1A2= AFMU+1U+1X

17U
Actividad NAT2= AFMU

1X

Obtenidos estos indices se realizd6 para cada actividad enzimdatica un histograma de su
distribucion en la poblacién estudiada para valorar si los voluntarios eran metabolizadores
rapidos o lentos. Normalmente, el punto de corte se establece arbitrariamente como el menor

valor del antimodo de la distribucién.

e Variables de estudio:
Métodos de coccion con sus modalidades: plancha, parrilla, salteado y horno.
Tipos de Carnes con sus modalidades VM, VG, AM, AG, CM, CG, PM, PG.
Temperatura de la costra en °C.
Temperaturas de los métodos: 100 < T < 300 °C.
Cantidad PhIP en carnes en ng/g de carne.
Cantidad de PhIP en orina de voluntarios en ng/L orina
Presencia de Cafeina: Si- No

Presencia de Metabolitos Urinarios de Cafeina: Si- No

¢ Analisis Estadistico:
Para estudiar las diferencias entre la temperatura media de la formacion de costra tostada y el
valor de 100°C (temperatura a la que comienza la formacién de compuestos heterociclicos), y
si los métodos superaban los 250°C, se realiz6 un test de student con nivel de significacion del
0,05.
Para evaluar si la temperatura de la formacion de costra y la temperatura que alcanza

cada método, depende del tipo de corte y método y el promedio de reduccién de peso por




coccion considerando el tipo de carne y el método empleado se ajusté un Modelo Lineal
Generalizado. En ambos casos el modelo consideré la variable temperatura como variable
respuesta, tipo de carne y método como co-variables, y distribucién gamma en el componente
aleatorio (Mc Cullagh & Nelder, 1989), (tabla 3, 4, 5). Se consider6 un efecto significativo
cuando el valor p para alguno de los tratamientos no super6 0,05.

Para la comparacion de las concentraciones de PhIP en orina de los sujetos voluntarios
se ajusté un modelo lineal multinivel (Skrondal etal, 2008), con variable respuesta la
concentracion en ng de la amina (PhIP), como covariables se incluyeron el momento de
medicion pos ingesta y el tipo de coccidn y el sujeto como intercepta aleatoria indicando el

cluster.




CAPITULO 3. RESULTADOS

En la coccion de los diferentes tipos de carnes a través de métodos tradicionales, hubo
formacién de costra tostada en VM, VG, AM, AG, CM, CG, PM, PG y se midieron las
temperaturas de los métodos de coccion y las superficie de las canes cocidas (costra tostada)
(tablas 3 y 4). En el método de coccién al horno solo hubo formacién de costra tostada en la
carne de CG y lo hizo a los 9,6 minutos. No se observo costra en los otros tipos de carnes
magras y grasas con este método. En la coccién a la plancha la totalidad de las muestras de
carnes formaron costra tostada. La carne AM, AG fueron las que tardaron mas tiempo en
formar costra (5,25 minutos aproximadamente) en relaciéon a las carnes VM, VG, (2,5
minutos) y CM, CG (3,75 minutos). En las carnes de PM y PG, las costras quedaron
adheridas al soporte de coccién; esto mismo no fue observado en ninguno de los otros tipos
de carne. En promedio el 75 % de las carnes sometidas a coccién, mediado por un cuerpo
graso como es el salteado, presentaron costra tostada. Los tiempos de formacién de costra
fueron similares en las carnes VM, VG, AM, AG en un promedio de 4,38 minutos y lo mismo
ocurrié en las carnes CM, CG, PM, PG, en un tiempo aproximado de 2,5 minutos. En el método

de coccion parrilla, s6lo se formd costra tostada en las muestras de carne VG y AG.

Tabla 3: Temperatura de la costra tostada en las carnes en los métodos directos.

Tipo de carne Temperatura de la Costra +ESM*

Vacuna magra (VM) 97 £ 13,70 °C
Vacuna grasa# (VG) 89 + 11,20 °C
Ave magra (AM) 101 £ 10,10 °C
Ave grasa # (AG) 116 + 8,30°C
Cerdomagro°® (CM) 98 + 4,95 °C
Cerdo graso ° (CG) 115+ 3,68°C
Pescado magro ° (PM) 91+ 1,59°C
Pescado graso°®° (PG) 100+ 3,71°C

*ESM: Error estandar de la media. #: mayores temperaturas de la muestra.
°Existen diferencias significativas entre grupos con igual superindice.

La carne de ave grasa registré la mayor temperatura media de formacién de la costra. La
temperatura de la costra de las carnes grasas vacuna y ave, fueron las que mayor temperatura
presentaron en relaciéon a sus pares magras. Pero sin diferencias significativas (p<0,4). Sin
embargo, Existe diferencia significativa entre las temperaturas de la costra del cerdo graso
con respecto al resto de las carnes; al igual que entre el cerdo magro y el pescado magro
(p<0,02).




Por otro lado, alcanzaron significativas diferencias de temperatura los métodos plancha,
salteado y horno (p <0,01). Siendo la plancha el método de cocciéon que mas temperatura
obtuvo (228°C) (tabla 4).

La temperatura media para estos métodos de coccidén en carnes magras y grasas vacuna y ave,
es significativamente menor que 250°C (p < 0,02), cuando el centro de la muestra alcanza los
70°C (temperatura éptima de coccién para la aptitud microbiolégica). Ademas, se observd
diferencia significativa en la temperatura de los métodos de coccién entre las diferentes

carnes magras y grasas de pescado y cerdo.

Tabla 4: Temperatura de los diferentes métodos de coccidn tradicionales segiin carnes.

Temperatura Método que Temperatura Método que
Métodos forman costra +ESM forman costra +ESM
(carnes devacay ave). (carnes de cerdoy pescado).
Plancha 228 +23,7°C 129 £12,4°C
Parrilla 226 +28,4°C 161 +10,4 °C
Salteado 217 + 2,8°C 153 £ 5,8°C
Horno e 112 £+ 3,6 °C

En la temperatura de la costra de los distintos tipos de carne segun los diferentes métodos de
coccidén se puedo observar (tabla 5), que la costra de la carne grasa de ave y cerdo son las que
mas elevaron la temperatura en relacion a los otros cortes de carne sometidos a los métodos
de coccidn. Esta diferencia fue significativa (p<0,05).

Tabla 5: Temperatura de la costra en los distintos tipos de carnes y reduccion del peso  segin
los diferentes métodos de coccion.

, Método de Temperatura dela | % de Reduccion de
Tipo de carne iyt o
coccion Costra°C + peso *

Parrilla - 38,5 £ 6,4
Vacuna magra * ° Plancha 835+7,4 32,4 +8,7
Salteado 111,0 +5,3 42,6 + 3,4
Parrilla 83,0+ 6,4 33,0 +5,5
Vacuna grasa * Plancha 74,0 £ 3,8 20,8+1,8
Salteado 111,1 +5,8 31,6 +5,9
Parrilla -—-- 26,0 +5,7
Ave magra* Plancha 90,5+ 4,6 26.6 +4,7
Salteado 110,6% 2,9 30,2+6,1
Parrilla 104,8 + 9,1 36,0 7,1
Ave grasa * Plancha 109,8 + 6,8 21,0+5,6

Salteado 131,9 £35,7 248+59




Parrilla 15,0+ 2,1

Cerdo magro e Plancha 78,0 £2,7 L = 2
Salteado 1180+ 71 20,0 +3,2

Horno T 23,0+ 6,4

Parrilla - 18,0 + 4,5

Cerdo graso Plancha 135,0 £ 5,4 11,0+ 1,2
Salteado 122,0+2,9 22,0+7

Horno 88,0+ 2,6 10,0 £ 4,1

Parrilla @~ - 30,0 + 2,1

Pescado magro e Plancha - 32,0+£1,0
Salteado 91,0 £1,5 25,0 + 4,0

Horno  -—---- 26,0+£4,0

Parrilla @~ - 10,0+ 1,0

Pescado graso Plancha - 20,0 £ 3,7
Salteado 100,0 + 3,7 23,0+5,0

Horno - 32,0+ 2,9

* Diferencia significativa de la temperatura de la costra entre los cortes. (p< 0,03)
o Cerdo Magro y Pescado Magro: diferencia significativa entre las temperaturas de la costra.
° Vaca magra reduccion de peso significativamente mayor respecto de otros cortes

En el método de coccidn parrilla, las carnes magras no formaron costra, no asi en las
carnes grasas vacuna y ave, en las que si hubo formaciéon de la misma. Existe diferencia
significativa entre las temperaturas de la costra del cerdo graso segun los métodos en
relacién al resto de las carnes. Por otro lado existe significativa diferencia en los métodos
plancha, salteado y horno. Existe diferencia significativa en la temperatura de los métodos de
coccién entre las diferentes carnes y entre los distintos métodos. En cuanto a la reduccion de
peso de las carnes se puedo observar, que la carne vacuna magra fue la que mayor reducciéon
de peso presenté en 100 g de muestra en los métodos de coccion, en relacidn a las otras
carnes las cuales tuvieron una reduccion de peso similar en los diferentes métodos de coccion.
La reduccion de peso (carne magras y grasas vacuna y ave), dependen de la combinacién del

método y del tipo de carne empleada (p<0,002).

e Observaciones del comportamiento de las carnes segin los métodos de coccion
y temperaturas alcanzadas por el método y por la carne.

La técnica culinaria utilizada durante la coccién, en la cual se procedié a dar vuelta
minuto a minuto la muestra, resulté adecuada para los cortes de carne vacuna, ave, cerdo
(magras y grasas) en todos los métodos; e inadecuada, para los cortes de salmén blanco en el
método parrilla y para el pescado magro en la totalidad de los métodos, ya que provoco la

ruptura de las muestras por el menor contenido de tejido conectivo que caracteriza a los




pescados, diferenciandose el salmén y la merluza, ya que el primero fue el que mejor se
adapté a la técnica culinaria aplicada.

En contrapartida a las evidencias mencionadas anteriormente, se planteé una
modificacién en la técnica culinaria, a modo de prueba, en la cual se expuso en el método
parrilla una muestra de salmén blanco y otra de merluza dejandolas alrededor de diez
minutos de cada lado, hasta alcanzar 70°C medidos en el centro del alimento. De este modo se
pudo comprobar que los dos tipos de pescados pueden ser cocinados en el método parrilla,
sin provocar ruptura alguna y sin generar costra.

Cabe destacar que durante la coccidon por plancha, los dos tipos de pescados, tanto
magros como grasos, formaron una pelicula sobre el método con iguales caracteristicas a la

costra tostada, sin quedar rastros de ésta adherida a la muestra.

e Atributo de apariencia: color de la costra tostada en las muestras de carnes
analizadas.
La escala colorimétrica utilizada como referencia para la evaluacién del color de la costra y de

la carne interna se observa en la siguiente Figurall.

Figura 11: Escala colorimétrica para observar color de la costra de carne
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Las carnes rojas presentaron similar porcentaje de color en plancha, salteado y parrilla 75 y
80% y las carnes blancas presentaron un porcentaje del color del 40 %.
A través de la evaluacion sensorial se observo que la costra tostada cubrié un alto porcentaje

de la superficie de las carnes vacuna grasa y de ave (90 y 80% respectivamente), en




comparacion con la vacuna magra, la cual presentéd un 25% de distribucién de la costra

tostada.

En relacién a la Presencia de PhIP (ng/g) en la muestras analizadas (32 unidades
muestrales), sometidas a los dos tipos de coccién (a- sobre cocido en muestras de control
positivo y b- midiendo los 70°C alcanzados en el centro del alimento y concomitante vuelta
minuto a minuto de la muestra), solo pudo detectarse la presencia de PhIP en la carne de vaca
magra cocida empleando el método plancha en ambas formas de cocciéon. En las muestras
sobre cocidas se detectaron 340,8 ng/ g de PhIP, mientras que en aquellas cocidas hasta los
70°C en el centro solo alcanzaron valores de 0,09 ng/g de PhIP. En el resto de las muestras
analizadas no se detect6 la presencia de PhIP.

En la Tabla 6 se muestran los resultados para las determinaciones del contenido de PhIP
en orina de voluntarios sanos, post- ingesta de carne vacuna magra sobre cocida, y cocida a
70°C en el centro del alimento, respectivamente. En esta Tabla se muestran las
concentraciones en dos momentos: P1 en orinas recolectadas entre las 0 y 6 horas post-
ingesta y P2 la orina recolectada entre 6 y 12 h posteriores. Puede observarse, como era de
esperar, que la mayor parte de la PhIP se elimina en las primeras 6 horas en ambos tipos de
coccion (sobre cocido o no). Ademas, es evidente la menor eliminaciéon de PhIP en las

muestras no sobre cocidas.

Tabla 6: Concentracion de PhIP encontrada en orina de voluntarios sanos, previa ingesta de
carnes sobre cocidas y a 70°C en centro alimento. Valores promedios de 4 determinaciones
(n.d.= no determinado).

PhIP ng/L de orina (media + ESM*

Periodo de recolecciéon

Voluntario
Sobre cocido 70°C en centro alimento
P1 (0-6 h) P2 (6-12 h) P1 (0-6 h) P2 (6-12 h)

1 1.71+ 0.15 1.84+0.02 0.23+0.01 0.13+0.01
2 1.93+ 0.07 n.d. 0.41+0.03 n.d.
3 1.71+0.20 1.11£0.03 0.39+0.03 0.11+0.01
4 1,39£0.01 0.89+0.05 0.33+0.01 0.14+0.01
5 1.90£0.02 1.17+0.10 0.40+0.03 0.13+0.01
6 0.90+0.09 n.d. 0.31+0.01 n.d.

*Error estindar de la media.




El analisis estadistico demostré diferencias significativas tanto en el método de coccién
70 °Cy sobre cocido (p<0.001), como en el momento de medicién para cada sujeto (p<0.001).

Asimismo, no se detectd presencia de interaccidn entre método y momento de medicidn.

Estimacion del consumo de PhIP en la poblacién de Cérdoba.

Teniendo el consumo habitual de carnes en Cérdoba segin cantidad, calidad y modos de
coccion de resultados de los otros estudios con los que se enlaza el presente plan (Pou et al,
2014; Roman et al.,, 2014 y datos no publicados ain) y considerando los datos obtenidos en el
punto anterior, referidos a la cantidad de PhIP en cada corte de carne, es posible estimar el
consumo promedio diario de la poblacién cordobesa.

El consumo habitual de carnes de la poblacién (n: 1711 individuos de los que 586 tienen
cancer de colon, o préstata, o mama o vias urinarias) es de 320 gramos promedios diarios de
todas las carnes. De estos 320 g, 150 g diarios corresponden a consumos de carnes con costra.
Cuando se desglosan los consumos para personas sanas y enfermas en carnes rojas magras y
grasas que son aquellas que mostraron presencia de costra tostada y niveles detectables de
PhIP, ya sea con o sin costra, se observa que los enfermos de cancer consumen en general
mas carne en promedio que los sanos pero su preferencia por el consumo de carnes con
costra tostada es similar (tabla 7). En base a estos datos, el consumo promedio diario de PhIP
en esta poblacidn, y considerando solo las carnes rojas magras con costra (VM) oscilaria entre
los 3,24 ng y 12. 268 ng dependiendo de si se cocina con técnica adecuada (70°C en el centro

del alimento) o si se sobre cocinan las carnes, respectivamente.

Tabla 7: Consumos promedios diarios de carnes rojas y preferencia por costra tostada en la
poblacién de Coérdoba, 2014.

Casos (g/dia + ESM) Controles

Carnes

(n: 586) (n: 1125)
Total carnes 340.96+8.38 309.13+5.39
Total carnes con costra 158.98+6.29 144.5443.79
Total carnes sin costra 122.58+5.37 110.87£3.79

Carnes Rojas

Total carnes rojas 219.24+6.85 189.83+4.00
Carnes rojas con costra 106.83+5.12 91.424+2.86
Carnes rojas sin costra 112.4145.06 98.40+3.15




Carnes rojas grasas con costra

Carnes rojas grasas sin costra

Carnes rojas magras con costra

Carnes rojas magras sin costra.

54.81+3.62
43.30+£3.46
34.9612.04
24.76x1.69

47.11+£1.97
34.49+1.75
32.07+1.28
22.43+1.20

Fuente: Grupo de Epidemiologia Ambiental del Cancer en Cérdoba, Afio 2014.

(Datos atin no publicados)

En la tabla 8 se muestran los metabolitos urinarios de la cafeina de seis voluntarios

expresadas en micromoles. Se presentan los datos de todas las muestras para facilitar la

percepcidn de la poca variabilidad de éstas mediciones entre los sujetos estudiados.

Tabla 8: Metabolitos Urinarios de la Cafeina expresados en micromolar (uM).

tr/ min.
1-acido metilarico (1U) 1,3-1,4
1-metilxantina (1X) 1,4-1,5
AFMU 1,6

1,7-acido dimetilurico (17U) 1,7

Cafeina (137X) 3,2

m/z

182,04
166,05
226,07
196,07

194,19

1 2
48,63 54,43
59,58 53,72
41,14 39,61
47,32 45,30
50,44 49,02

3 4
97,62 49,96
60,40 66,85
42,24 39,77
48,24 49,45
49,24 48,69

Determinaciones con HPLC-MS, tiempos de retencidn (tR), relacién masa/carga (m/z).

5
49,00
69,61
40,19
50,44

51,72

6
48,12
58,23
39,08
45,23

51,66

Se calcularon las concentraciones de cada metabolito utilizando la curva de calibracién

de cafeina, debido a no contar con los estandares correspondientes. Con estos datos, se

dedujeron los indices para caracterizar las actividades metabdlicas de las enzimas CYP1A2 y

NAT2 (Tabla 9).




Tabla 9: Actividad enzimatica CYP1A2 y NAT2 y Fenotipificacion.

Muestras

Actividad Enzimdtica

Actividad enzimatica NAT2 0,69 0,74 070 0,59 058 067
Fenotipo (AFMU/1X)=
Actividad enzimatica CYP1A2 315 326 415 316 3,16 321
Fenotipo (AFMU+1U+1X/17U) »

* Nyéki et al., 2003.

En esta reducida muestra se observa homogeneidad de fenotipos de los sujetos para la

detoxificacién de compuestos afines que utilizan esta via metabolica. Se ha logrado poner a

punto esta técnica y una vez que se utilice en una poblacién mayor podran evaluarse si existen

patrones metabolicos definidos con diferencias notables o no entre ellos.

A modo ilustrativo, se incluye una corrida cromatografica, para las diferentes

muestras acorde al orden de elusion de los metabolitos que se confirmé segin datos

bibliograficos consultados (Figura 12).

Figura 12: Metabolitos Urinarios de las cafeina en muestra de orina diluida 1:10.
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En la figura 9, se puede observar en el pico 6 al 1-acido metildrico (1U) con un tiempo de
retencion entre 1,3-1,4 minutos, un area de 1984,86. En el pico 7 al 1-metilxantina (1X) con un
tiempo de retencion de 1,4-1,5 minutos, un area de 8052,47. En el pico 9 al 5-acetilamino-6-
formilamino-3-metiluracilo (AFMU) con un tiempo de retencién de 1,6 minutos, un area de
4603,54. En el pico 12 al 1,7-acido dimetilirico (17U) con un tiempo de retenciéon de 1,7
minutos, un area de 4469,37. En el pico 14 a la cafeina -flechas- (137X) con un tiempo de
retencion de 3,2 minutos, un area de 7424,76. La cafeina se detectd en una concentracién de 5
pumol/L de orina. Los resultados obtenidos permitieron identificar los metabolitos urinarios
de la cafeina necesarios para llevar a cabo el proceso de fenotipificacién de los sujetos. En
cuanto a la cantidad de cafeina, nos encontramos con que, de 100 mg de cafeina consumida

por los voluntarios se excretd sin metabolizar aproximadamente 1mg/L de orina.




Capitulo 4. DISCUSION

Los seres humanos estan expuestos a una amplia variedad de agentes carcinégenos

quimicos presentes en el entorno que los rodea. Estudios epidemiolégicos desarrollados
particularmente en Cérdoba, han mostrado que existe asociacion entre el ambiente, el estilo
de vida y la incidencia de cancer en las poblaciones (Pou et al., 2014; Aballay et al., 2012).
La dieta Argentina, presenta ciertas particularidades que la diferencian de otros paises
latinoamericanos. Dentro de los habitos alimentarios, los alimentos de origen animal,
particularmente las carnes rojas, son de elevado consumo, comparados a aquellos de origen
vegetal (Navarro et al, 2003; Matos y Brandani, 2002). Ademas, se ha sugerido como rasgo
alimentario caracteristico de esta poblacidén el frecuente uso de la parrilla como método de
coccion de las carnes (Navarro et al,, 2004; Andreatta et al, 2011), la ingesta de vino (Munné,
2005; Bates et al, 2007), y el consumo tipico de la infusién mate (Mufioz et al, 1998; Bates et
al, 2007), entre otros. En Cordoba, las caracteristicas de la dieta fueron ya reportadas como
asociadas al riesgo de algunos canceres (Pou et al, 2012; Navarro et al., 2004, 2003, 1995,
Andreatta et al, 2010).

Se ha demostrado que ciertos téxicos que se forman al cocinar los alimentos, pueden
desempefiar un papel en la iniciacién del cancer, tal es el caso de las HAAs (Toribio et al.,
2002; Guetal.,, 2012; Joshi et al., 2012; Ho et al., 2014; Gibis et al, 2015; Rose et al., 2015). Sin
embargo, el efecto de la dieta varia en funcion del tipo de alimento, del modo de coccion, de su
valor nutricional, de su composicién quimica y de la susceptibilidad de la poblacién. La
presente investigaciéon estuvo orientada a obtener informacién acerca del consumo habitual
en la poblacién cordobesa de algunos compuestos mutagénicos caracteristicos provenientes
del consumo de carnes, a través de la determinacidn del contenido de PhIP generada por los
procedimientos de coccién tradicionales de ésta poblaciéon, su eliminacién por orina, y la
puesta a punto de la herramientas utiles para valorar la susceptibilidad de la poblacién. En el
presente estudio se enmarca y da continuidad a la linea de Investigacion de Epidemiologia
Nutricional que desarrolla el Grupo de Epidemiologia Ambiental del Cancer en Cérdoba. Este
grupo viene realizando estudios acerca de los patrones de consumo de la poblacion
cordobesa, y de estos patrones el que refleja una elevada ingesta de carnes rojas grasas,

huevos, cereales y vegetales amilaceos, el Patrén Cono Sur, resulto estar mas asociado a




padecer cancer en la poblacion estudiada (Pou et al., 2014 a; Tumas et al 2014; Niclis et al,,
2014 -accepted-, Pou et al.,, 2014b).

Le Marchand, 2002, entre otros, hacen mencién sobre la ingesta de carnes sometidas a altas
temperaturas de coccion y la presencia en las mismas de sustancias mutdgenas; algunos
autores hacen referencia a los métodos de coccién en los cuales se observa dicha presencia,
pero no detallan la técnica culinaria utilizada para el tratamiento de las carnes, como asfi
tampoco si en el momento en que la carne es apta para el consumo hay presencia o no de
costra tostada, inclusive, no se especifican el tipo de carne analizada (Toribio et al., 2002;
Wang et al,,2012). Esta ultima autora centr6 su investigaciéon en el establecimiento de una
metodologia analitica para la cuantificacion de HAAs en alimentos proteicos procesados
térmicamente, sosteniendo que los tipos de cocciéon que calientan los alimentos mediante
conveccion indirecta, como es el caso del horno convencional producirian niveles bajos de
HAAs y que en cambio los métodos en los que se produce un contacto directo entre la fuente
de calor y el alimento, son los que generarian mayor cantidad de estas sustancias. De manera
semejante en nuestros resultados donde sélo la carne de cerdo graso cocida a horno formé
costra tostada y la ausencia de costra en el resto de las carnes cocidas al horno, mientras que
si se evidenci6 la presencia de PhIP en el método de cocciéon por conduccion directa plancha
en carne magra cocida a los 70°C en el centro del alimento y sobre-cocida.

Un estudio que se realizé en la ciudad de Cérdoba Argentina en el Afio 2004, sobre la
relacion entre cancer colo-rectal y consumo de carnes muy doradas (Navarro et al., 2004),
sefiald una asociacidn significativa entre el consumo de carnes cocidas a la parrilla y la
plancha con la patologia. Estos resultados son coherentes con nuestros hallazgos respecto del
contenido de aminas en las carnes cocidas a la plancha consumida habitualmente en la misma
poblacién. Segin propone Layton (1995), los niveles aceptables de consumo de HAAs en la
dieta norteamericana oscilarian entre 0-7.1ng/dia por kilogramo de peso, y considerando un
adulto de contextura media con 70kg debiera, como maximo, consumir 497ng al dia de HAAs.
En relaciéon a la dieta Argentina, este valor estd muy por debajo de lo que como maximo
consume la poblacién cordobesa considerando solo la PhIP que ronda los 12.268 ng, calculado
seguin el consumo de gramos promedio diario de carnes VM con costra registrados para
nuestra poblacién (36 g/dia). Esto, nos compromete a sugerir acciones de educacion
alimentaria nutricional refiriendo técnicas culinarias adecuadas para minimizar la formacién
y por ende la exposicion a estos compuestos a través de la ingesta. Estos hallazgos brindan,

ademads, un nivel de referencia que podria ser utilizado como herramientas para la regulacién



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Le%20Marchand%20L%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEnt

y control en la venta y rotulado nutricional de productos carnicos cocidos listos para el
consumo.

Salmon et al., 2005, sugirié el marinado de la carne ya que reduciria la formacién de
HAAs, esto se debe a que se reduce la exposicion directa de la superficie de las carnes con la
fuente de calor. Sin embargo, en este procedimiento se producen otras sustancias diferentes
de las HAAs pero igualmente mutagénicas (Salmon et al., 1997; Nerurkar et al., 1999; Gibis et
al., 2007; Gibis et al., 2010).

En relacion a la temperatura que alcanzan los diferentes métodos de coccién
tradicionales y la temperatura de la costra tostada formada en los distintos cortes de carnes
magros y grasos de consumo habitual en la Ciudad de Coérdoba, se observé que en las carnes
vacuna y ave, el método de coccién plancha fue el que mas elevé la temperatura (227,8°C), sin
embargo el salteado elevo mas la temperatura de la costra en las aves grasas (131,9°C). No se
realizé; la coccion por horno en carne vacuna y ave, debido a que en etapas previas de nuestro
trabajo se observo que en el mismo no hay formacion de costra tostada en dichas carnes. En
cuanto a las carnes de cerdo y pescado, hubo formacién de costra en los métodos: salteado, en
todas las carnes; en horno, s6lo en el matambre de cerdo; y en plancha, solamente en los dos
cortes de cerdo magro y graso. En parrilla, no hubo formacién de costra. Las temperaturas de
los métodos de coccion en las carnes de cerdo y pescado fueron mas bajas respecto de las
carnes vacuna y ave. Esto puede deberse a la diferencia entre los tipos de carne de la cantidad
y tipo de grasa, tejido conectivo y cantidad de agua que contiene cada tipo de carne. De hecho,
diversos estudios consultados senalan que las variables mas importantes que contribuyen a
la formacién de Aminas Aromaticas Heterociclicas son: - temperatura del método de coccién
mayor a 150 °C; - tiempo de coccién mayor a 2 minutos; - método de coccidn (fritura, parrilla),
y- el tipo de carne (Sinha et al, 2001; Thomson et al, 1999; Vikse et al,, 1999; Gerhardsson et
al, 1991; Turesky et al, 2007; Gu et al, 2012; Ubaid et al,, 2014; Gibis et al, 2015). Sin
embargo, nuestros resultados indican que si bien, tanto el tipo de carne, como el método de
coccidn; son significativos para la temperatura de la costra, no interactiian para la formacion
de costra, o en otras palabras no hay sinergia entre un tipo especial de carne con un
determinado método. En cuanto a la temperatura del método, este depende esencialmente del
tipo de carne empleada.

En Argentina todavia no se han podido establecer estudios, sobre una base sdélida, que
establezcan la temperatura que alcanzan los diferentes métodos de coccion tradicionales y la

costra tostada formada en las carnes de consumo habitual. Particularmente en cuanto al




método de coccion plancha, tan tipico de nuestra regiéon y recomendado en muchos planes
alimentarios.

Diferentes estudios, relacionados con la determinacién de sustancias mutagénicas
producidas durante la coccién de carnes, se centran en el andlisis de la concentracién de
HAAs, en porciones de carnes muy tostadas, sometidas a extremas temperaturas sin tener en
cuenta técnicas culinarias adecuadas de coccién para porciones normales de recomendacion.
En este trabajo en cambio, nos hemos abocado en una primera etapa a la determinacion del
las temperaturas y tiempos de coccién de carnes de consumo habitual de nuestra poblacion
por métodos tradicionales (Knize et al, 1995; Skog et al, 1997; Keating et al, 2001; Busquets
etal, 2008).

En diferentes paises donde vienen realizando investigaciones nutricionales, hacen
mencién a la tendencia de las personas a elegir carnes doradas o con presencia de costra
tostada; pero no detallan la temperatura que alcanzan los diferentes métodos. Este es el caso
de un trabajo realizado por la Universidad de Columbia, Nueva York, EE.UU (Deliang et al,
2007); que analiza el consumo de carne a las brasas y su relacion con el cdncer de préstata, sin
embargo, no se hace mencién de la temperatura que alcanza dicho método o si hay formacién
de costra. Otro trabajo realizado por el Departamento de Nutricién Aplicada y Quimica de
Alimentos, Universidad de Lund, Estocolmo, Suecia, 1995; Wang et al, 2012), analiza los
efectos de la temperatura de coccion sobre la formacion de Aminas Aromaticas Heterociclicas
en productos a base de carne frita y su relaciéon con el cancer colo-rectal; de mama; de
estbmago; pancreas y vejiga urinaria, pero tampoco hacen mencién de la temperatura que
alcanza la costra formada (Skog et al., 1995; Joshi et al., 2012).

En una investigacion realizada por Iwasaki et al, 2010, en Brasil, se estudi6 el
contenido de aminas aromaticas heterociclicas, en diferentes tipos de carnes sometidas a los
métodos de coccion tradicionales de la poblacion. Estos autores analizaron muestras de carne
de ave, cerdo, vaca, salmén, sardina y productos elaborados como hamburguesas, salchichas y
marinados, variando sus tamafos para cada tipo de alimento. Los métodos de cocciéon que
utilizaron fueron salteado, plancha y parrilla. A su vez utilizaron cuatro categorias diferentes
para clasificar los grados de coccion, poco cocido (60°C), medianamente cocido (70°C), bien
cocido (80°C) y muy bien cocido (90°C). Los autores clasificaron el nivel de costra tostada
contenida en el alimento, lo que tornd dificil establecer comparaciones con nuestros
resultados, debido a la gran oscilacién en cuanto a la duracién de las cocciones, que variaron

desde 1,1 minuto hasta los 72 minutos. Lo que se obtuvo a partir del trabajo de esta tesis fue
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mas preciso, particularmente en lo referido a la estandarizacién de las porciones en 100g de
carne, sometidos a los distintos métodos de coccién. A diferencia del trabajo de Iwasaki, y cols
(2010), el presente trabajo controlé las temperaturas del método y de la costra, considerando
condiciones bromatoldgicamente adecuadas, como lo es el arribo a los 70°C medidos en el
centro del alimento, con una duraciéon que va desde 4,74 a 8,91 minutos y sus respectivas
muestras pilotos cocidas durante 15 a 20 minutos, dependiendo del tipo de carne y método de
coccién. Otra dificultad para realizar comparaciones con nuestro trabajo radica en nuestras
muestras que fueron analizadas a través de la técnica de extraccion de Galceran (1996),
mientras que el estudio realizado en Brasil, utiliz6 para la extracciéon de las HAAs, el método
propuesto por Kataoka, el cual emplea compuestos quimicos, instrumentos y tecnologias
diferentes. El trabajo citado analizé un grupo numeroso de aminas: 1Q; MelQ; MelQx;
4,8DiMelQx; 7,8- DiMelQx AAC; PhIP (encontrada en mayor cantidad); Trp-P-1; Trp-P-2; Glu-
P-1; 4, 7,8-TriMelQx, El presente trabajo se focaliz6 especificamente en el andlisis de PhIP
debido ademads de su abundancia a su alto potencial cancerigeno.

En una revision llevada a cabo en la Universidad de Barcelona, (Espafia) por Toribio
(2003), se estudié el desarrollo de metodologia analitica basada en el uso de técnicas
combinadas para la determinacién de aminas heterociclicas. En dichos trabajos,
principalmente en los mas antiguos, los procedimientos de coccién se llevaron a cabo con
tiempos y temperaturas mucho muy elevadas (> a 350°C) que en nuestro estudio, a fin de
favorecer la formacién de las aminas y asi poder detectarlas. Debido a esto, los valores
obtenidos son dificilmente comparables entre si.

A los fines de verificar los hallazgos obtenidos en nuestra investigaciéon seria
beneficioso ampliar el muestreo a otros tipos de carnes siguiendo las técnicas, tanto de
coccion como de determinacién de la PhIP, ya que se ha logrado medir estos compuestos en
cortes de carnes y métodos de coccion que son habituales en la poblacién, siendo de suma
importancia a la hora de buscar marcadores de exposicion dietaria prevalentes en nuestra
poblacion.

Una limitacidon importante del presente trabajo fue la imposibilidad de realizar todas
las repeticiones deseadas de las determinaciones por HPLC-MS-MS de todas las muestras
procesadas por sucesivos problemas técnicos con estos aparatos, que dilataron mas de lo
previsto los tiempos de esta Tesis de Doctorado. Para poder resolver el problema, durante el
desarrollo de este trabajo, se probaron diferentes técnicas de extraccién tanto para mejorar la

limpieza de los cromatogramas, como para la detecciéon con diferentes equipos, entre ellos el




HPLC (QTOF). Estas mismas dificultades hicieron ademas que los voluntarios fenotipificados
con cafeina, no fueran los mismos sujetos que consumieron las carnes, imposibilitando por
ende la evaluacion de un perfil de adherencia entre la capacidad metabélica y el perfil de
metabolitos de PhIP excretados por los mismos individuos. Se sefiala que todas las muestras
fueron conservadas para continuar con las determinaciones mas alla de la extensién de este
trabajo.

Empleando los métodos descriptos, los niveles de excrecion urinaria de PhIP (Gu et al,
2010), podrian ser utilizados como un marcador para estimar la exposicion a estos
compuestos en personas que consumen dietas sin restricciones, especialmente en nuestra
poblacién que registra elevado consumo de carne vacuna. Asimismo, estos niveles de
excrecion urinaria de metabolitos de HAAs podrian ser cotejados con la capacidad
detoxificante de los individuos, acompafiando estas determinaciones con los niveles de
metabolitos de cafeina en orina a modo de estudiar un posible patrén de perfiles
detoxificantes, que permita de alguna manera valorar la susceptibilidad poblacional a estos y
otros compuestos aromaticos heterociclicos que utilicen las mismas vias de detoxificacion,
como por ejemplo algunos plaguicidas. Asi una futura aplicacién de estos hallazgos estaria
orientada a la identificacion de grupos mas vulnerables a compuestos téxicos especificos.

Los metabolitos urinarios de la cafeina se han identificado en distintas muestras de
fluidos bioldgicos mediante extracciéon con diversas técnicas. Nuestro trabajo utilizé como
referencia los trabajos de a) Muscat et al,, (2008), que consigui6 aislarlos en muestras de
orina mediante una técnica basada en la acidificacion, saturacién y evaporaciéon de la misma y
b) Ptolemy et al., (2010), que identificaron teobromina y cafeina en muestras de orina, plasma
y saliva utilizando un protocolo que combiné como tratamiento previo, el uso del dispositivo
de ultrafiltracién Amicon Ultra-0.5 con un tamafio nominal de corte de 10 kDa (Millipore®). En
cuanto a la técnica de deteccion en la bibliografia se cita HPLC acoplado a detector UV-Vis y/o
espectrémetro de masas (HPLC-MS/MS) (Begas et al., 2007; Huang et al.,, 2012) y con el
agregado de estandares internos (Ptolemy et al.,, 2010). Debido al alto costo de los estandares
especificos, el presente trabajo de investigaciéon solamente conté con el estandar de cafeina,
por lo que el resto de metabolitos 1U, 1X, AFMU, 17U se determinaron en base al tiempo de
retencion en la columna asi como a su relacion m/z exacta (QTOF).

Los valores obtenidos para los indices de actividad metabdlica para las enzimas
CYP1A2 y NAT2 en los voluntarios que participaron en este estudio mostraron una gran

homogeneidad principalmente en el fenotipo acetilador (NAT2). La gran homogeneidad, la




pequeiia muestra y la falta de estandares no nos permitieron diferenciar fenotipos diferentes.
Sin embargo, en base a la bibliografia consultada que utilizé la misma técnica y estos mismos
indices (Nyéki et al., 2003), podriamos ubicar a priori a los sujetos entre los acetiladores
rapidos al tomar valores por encima de 0,3.

La bibliografia muestra una amplia utilizacién de los metabolitos urinarios de la
cafeina para valorar el fenotipo de CYP1A2 y NAT2 asi como la relaciéon entre los indices
CYP1A2/NAT?2. Las distintas combinaciones de fenotipos alta y baja activacion (CYP1A2) y
alta y baja acetilaciéon (NAT2) muestran diferencias étnicas y han sido utilizados como
posibles indicadores de mayor riesgo de algunos canceres (Muscat et al, 2008; Bakhtiar,
2008; Arango, 2011; Wang et al., 2012; Tian et al, 2013; Beckmann et al,, 2013; Ma et al,
2014).

Consideraciones finales

Las enfermedades crénicas como el cancer, son el resultado de procesos multicausales y como
tales dependen de muchos factores tanto a nivel contextual como individual, no solo por
caracteristicas bioldgicas (etnia, sexo, edad, etc.), sino sociales, culturales y ambientales. Si
bien una gran parte de las enfermedades crénicas podrian prevenirse con estrategias de
cambios de habitos, conocer la susceptibilidad de los individuos a partir de su capacidad
metabolizante para algunos toxicos podria ser de gran importancia a la hora de identificar
grupos vulnerables e implementar programas de prevencion.

En Cérdoba como Argentina, no se cuenta con informacién oficial respecto a la alimentacion
tipica del total de la poblacién, menos ain con estudios que describan cudl es el consumo
alimentario habitual en nuestra poblacién desde el enfoque de patrones de consumo
alimentario (AFCP). Solo a partir de las hojas de balance de alimentos de la FAO puede
deducirse de manera indirecta que los alimentos que integran principalmente la dieta
nacional, son las carnes entre los alimentos caracteristicos principales de la dieta Argentina
habitual. La identificacién de patrones alimentarios de la poblaciéon cordobesa ha mostrado
que el principal patréon denominado Patron Cono Sur (Pou et al, 2014 b), se caracteriza por
una alta ingesta de carnes grasas, granos refinados, vegetales amilaceos y vino. Resulta
entonces importante indagar mas profundamente sobre la cantidad de carne consumida por
dia y tipo de carne, pero sobre todo en los métodos de cocciéon adecuados para evitar la

formaciéon de compuestos toxicos a modo de establecer dentro de las guias alimentarias para




la poblaciéon Argentina recomendaciones mas completas en lo referido a una alimentacién
saludable.

Las carnes contienen sustancias que ningun otro alimento las puede igualar, desde sus
aspectos nutritivos es importante mantener su consumo pero sugiriendo pequeilas
modificaciones en los métodos de coccion tradicionales en sus técnica culinaria de coccidn,
evitando formacion de costra tostada excesiva, disminuyendo el tiempo en que se cocinan las
mismas, recomendando cocinar porciones pequeiias en métodos de coccion directos para asi
evitar la formacién de costra, utilizar en aquellos pacientes predispuesto genéticamente a

padecer cancer métodos de coccion por calor hiimedo.

Capitulo 5. CONCLUSIONES

A fines de considerar nuevas evidencias a cerca de factores dietarios especificos como
las aminas aromaticas heterociclicas contenidas en las carnes cocidas en métodos
tradicionales por la poblacién cordobesa, brindar herramientas para el disefio de estrategias
de prevencion al cancer, y aportar a futuras guias alimentarias para la salud de la poblacién
general, éste trabajo de investigacion propuso determinar las HAAs carcinogénicas y/o
mutagénicas en particular PhIP, en carnes sometidas a distintos procesos de cocciéon y en

fluidos bioldgicos, como potenciales biomarcadores de exposicién.

Los hallazgos mas importantes se detallan a continuacién:

Seleccion de cortes de carnesy cocciéon en métodos tradicionales en el momento en que se
forma la costra tostada.

- De los cortes de carne de mayor frecuencia de consumo en la poblacién cordobesa, no todos
los métodos coccion analizados formaron costra tostada en las carnes antes de los 70°C,
medidos en el centro del alimento como es el caso del horno y parrilla (excepto en las carnes
CG, VG y AQG).

- En los métodos de coccidn por calor directo (plancha) el 100% de las muestras formo costra
y en el salteado la formaron 75 % de las carnes.

- El método de coccion plancha en carnes vacunas y ave fue el que mayor temperatura alcanzé
de los métodos analizados que formaron costra tostada, el promedio de dichas temperaturas
resulto plancha 228°C, parrilla 226°C y salteado 217°C. Observamos menores temperaturas
de los métodos en las carnes de cerdo y pescado, la plancha alcanzé en promedio 161°C, el

salteado 153°C, el horno 112°Cy el método parrilla 129°C.




- El método de coccion plancha fue en todos los tipos de carnes el que mayor temperatura
alcanzo.

- Respecto a la temperatura de los métodos de coccién tradicionales, se pudo observar que no
superan en promedio los 250°C una vez finalizada la coccién, cuando la muestra alcanza los
70°C en su centro.

- La reduccion de peso fue mayor en la carne vacuna magra sometida a los diferentes métodos
de coccién, con un promedio de 37,8% de reduccidn en relacién al resto de las carnes; es
importante destacar que a mayor reduccidn del peso de los alimentos, mayor concentracion

de sustancias buenas o malas.

Identificacion y cuantificacion de PhIP en los cortes de carnes seleccionados.

- Se logré ensamblar la técnica de extraccidn de las aminas heterociclicas, a partir de muestras
de carne, con cromatografia liquida de alta performance acoplada a espectrometria de masas
(HPLC/MS-MS).

- La Amina PhIP se detecté en la carne de vaca magra cocida, empleando el caracteristico
método de coccion tradicional plancha en carnes cocidas a los 70°C en el centro del alimento
(0,09 ng/g) y en muestras que oficiaron de control positivo (sobre-cocida) 340,8ng/g, lo que
valida los hallazgos aqui mostrados.

- El consumo promedio diario de PhIP en la poblacién cordobesa, considerando solo las carnes
rojas magras con costra (VM) oscila entre los 3.24 ng y los 12.268 ng, dependiendo del uso de

la técnica de coccién (70°C en el centro del alimento o sobre cocida) respectivamente.

Determinacion de PhIP y sus metabolitos en la orina de voluntarios sanos que
consumieron carne vacuna magra cocida a los 70°C medido en el centro del alimento y
carne vacuna magra sobre cocida utilizada como control positivo.

- Se pudo demostrar que frente a la ingesta de carnes con sobre coccién, se eliminaron en
orina niveles de PhIP superiores, comparados con aquellos que ingirieron carnes con cocciéon
a 70°C.

-En coincidencia con la bibliografia, en la mayoria de los casos la mayor excrecién de PhIP
ocurri6 en el primer periodo (P1), alcanzando niveles promedio de 1,6 y 0,3 ng/L para ingesta
de carnes con sobre coccidn y cocida a 70°C; respectivamente. Asimismo, la eliminacion de la
amina en el P2 fue significativamente menor, alcanzando valores promedio de 1,2 y 0,1 ng/L

para ingesta de carnes con sobre coccion y cocida a 70°C; respectivamente.




- Hubo diferencias significativas tanto en el método de coccién (p<0.001), como en el
momento de mediciéon para cada sujeto (p<0.001). No se detecté presencia de interaccién

entre método y momento de medicion.

Puesta a punto de la técnica para la determinacién del fenotipo de CYP1A2 y NAT2 de
voluntarios sanos que consumen carne, empleando cafeina y sus metabolitos en orinas,

como sonda metabdlica.

- Se logré la puesta a punto de la técnica para identificar metabolitos urinarios de la cafeina,
los cuales nos permitieron calcular las razones metabdlicas e inducir a la actividad enzimatica
(CYP1A2 y NAT2) de los voluntarios sanos para la metabolizacién de sustancias cancerigenas.
- Se calcularon las concentraciones de cada metabolito utilizando la curva de calibracion de
cafeina, debido a no contar con los estandares correspondientes.

- Se dedujeron los indices para caracterizar las actividades metabdlicas de las enzimas
CYP1A2 y NAT?2.

- Se observd homogeneidad de fenotipos de los voluntarios para la detoxificacion de
compuestos afines que utilizan esta via metabdlica

- Una vez que se utilice esta sonda en la poblacidn, podran evaluarse si existen patrones

metabdlicos definidos con diferencias notables o no entre ellos.

Resulta interesante destacar que no hemos encontrado bibliografia que aclare a que
temperatura se encuentra la costra tostada cuando hay presencia de Aminas Aromaticas
Heterociclicas en las carnes, dando por lo tanto un valor particular a los resultados hallados.
Estos podrian servir de informacién de base para determinar la presencia de la Aminas
Aromaticas Heterociclicas.

Es de interés mencionar la necesidad de recomendar a la poblacién en general y
particularmente las personas predispuestas genéticamente a desarrollar cancer, y que
consumen a diario carne, técnicas culinarias adecuadas para la cocciéon de la mismas, como
por ejemplo utilizar pequefias porciones, a una temperatura media y evitando prolongar

excesivamente el tiempo de cocciéon. Ademds se recomienda utilizar carnes magras al horno,




tratando de minimizar el uso de la plancha como método de coccién, ya que es el que mayor
formacién de costra tostada produce.

Desde esta perspectiva, consideramos importante continuar estudiando este
compuesto PhIP, y otros con alto potencial cancerigeno, presentes en las carnes cuando se
cocinan a altas temperaturas. Este, se caracteriza por tener. Una mayor precisién en estas
mediciones favorecerd a determinar los métodos de coccidn éptimos para las carnes en
poblaciones vulnerables, y establecer asi pautas claras para futuras recomendaciones
nutricionales en nuestro pais.

Finalmente, desde la Nutricion se propone utilizar la herramienta de Ila
fenotipificacion puesta a punto en este trabajo, empleando una sonda inocua y de consumo
habitual como la cafeina, para que pueda profundizarse en el esclarecimiento de algunos
interrogantes que aun permanecen sin abordar, tal como comprender el hecho de que
Argentina teniendo unos de los consumos de carne mas altos del mundo, posee tasas de
incidencia de canceres digestivos asociados a su consumo que no son proporcionalmente tan
altas como se esperaria. Tal vez el patrén de susceptibilidad podria explicar en parte estas
observaciones. Asimismo, las determinaciones de HAAs aqui realizadas pueden ser de gran
utilidad en la validacién, empleando estos marcadores, de encuestas alimentarias de
consumo cuali-cuantitativo de alimentos, particularmente para las carnes, grupo alimentario
principal en el aporte proteico de la poblacién argentina. Otras proyecciones del presente
trabajo, podrian orientarse al control de calidad de carnes comercializadas cocidas, y a la
elaboracion de Guias Alimentarias cada vez mas orientadas a la adquisicion de habitos de
ingesta y de coccion mas saludables que sin duda aportaran a la prevencién simultanea del

cancer y de otras enfermedades crénicas no transmisibles.
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ANEXOS:
Anexo I: Utensillos de la coccidén
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1. Datos y caracteristicas del estudio

Titulo de la investigacién Marcadores de exposicion a carcindgenos ambientales

provenientes de carnes de consumo frecuente en
Cordoba

Institucién donde se llevara a | ISIDSA
cabo el estudio ‘

Autoridad responsable dé.l'a' dedértin Daniel
institucion o Director de tesis S
(seguin corresponda)

Investigador responsable Lic. Gabriela Reartes

Tipo de investigacion Epidemioldgico — descriptivo

2. Resolucion final

El CEHNC, en reunion plenaria, ha decidido aprobar el protocolo de referencia, seglin
consta en el Libro de Actas I, N® 110, con fecha 12 de abril de 2012.

La investigacion cumple con las disposiciones y regulaciones provinciales y nacionales
que salvaguardan los derechos de los participantes en investigacién clinica.

[e]

[}

[}

Se comunica al investigador principal debera notificar a este Comité: -

El inicio de la ejecucion del estudio dentro de las 72 horas (mediante el

formulario correspondiente).

Los eventos adversos serios dentro de los 10 (diez) dias habiles de ocurrido el

evento (si corresponde).

La suspensién o cancelaciéon del estudio de manera inmediata.

El reporte de avance anualmente donde incluira el estado de progreso del

protocolo y cualquier otra situacion que modifique el curso de la investigacion

y/o revista mayor seguridad para los participantes.

Las enmiendas al protocolo de manera oportuna y para su aprobacion.

25%0// :C)’*R?Etj)ra. HILDA L. MONTRULL
AUz G5l acicinadora del Comits da Btica

OAES-HM
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~ Firma del Présidente7-Coordinador
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Anexo III Dieta para PhIP en orina

Requisitos previos al estudio para la obtenciéon de muestras de orina, 48 hs (cuarenta y ochos
horas) antes. Usted podra consumir los siguientes alimentos:
ALIMENTOS PERMITIDOS:
- Leche entera o descremada.
- Yogur bebible, firme o cremoso, yogur ACTIVIA.
- Infusiones (té, café, mate cocido, mate cebado).
- Panlactal (no tostado) o galletas marineras.
- Frutas todas excepto las citricas (naranja, limén, pomelo y frutilla).
- Verduras todas, excepto cruciferas (brdcoli, col, col de Bruselas, coliflor y nabos).
- Fideos, arroz, porotos, garbanzos y lentejas.
- Pastasrellenas (con verduras y/o ricota).

- Queso de rallar o tipo Senda.

Requisitos previos al estudio para la obtencién de muestras de orina, 48 hs (cuarenta y ochos
horas) antes del estudio Ud. debera abstenerse a consumir los siguientes alimentos o

bebidas:

ALIMENTOS PROHIBIDOS:
NINGUN TIPO DE CARNE (vacuna, pollo, cerdo, pescado, conejo, etc. Ni embutidos).

- Yogures o quesos que contengan Lactobacilus (ACTIMEL, VIDACOL o productos  similares
de otras marcas, quesos blandos de la Serenisima o marcas similares, entre ellos por salut y
Cremosos.

- Pan mignon, francés, galletas dulces, galletas de agua, y demas productos de panificacion.

- Jugo de frutas citricas (naranja, limén, pomelo y frutilla).

- Verduras cruciferas (brdécoli, col, col de Bruselas, coliflor y nabos).

- Bebidas alcohdlicas (vino, cerveza, champagne, etc.)

- Pastas rellenas con carne y/o jamon.

- Empanadas, piza, tartas.

NINGUNA PREPARACION QUE CONTENGA ALGUNOS DE LOS ALIMENTOS PROHIBIDOS
DETALLADOS ANTERIORMENTE.
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