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RESUMEN

Se evalud el efecto de la ingesta dietaria de retinol en 80 ratones albinos hembras, cepa Balb C53, inoculados
via subcutanea con Sarcoma 180. La dosis ensayada, 200 Ul/d{a, previamente determinada en 10 de los rato-
nes; fue administrada por via oral. Para medir el efecto, se evaluaron tres parametros: a) la concentracién hepé-
fica de catalasa en tres grupos de ratones: 1} ratones sanos con dieta basal, 2) ratones inoculados con dieta basal,
y 3) ratones inoculados con dieta suplementada con retinol; b) la supervivencia de los animales inoculados con
sarcoma y divididos en los grupos A (dieta basal) y B {dieta suplementada con retinol) y ¢) el desarrolio del
tumor. Los resultados indican una diferencia significativa entre la actividad de catalasa del grupo 2 (Act.
prom.= 8,904) con relacién al grupo 1 {Act. prom = 16,878); a diferencia del grupo 3 (Act. Prom = 12,778 ) con
relacion al grupo 1 (Act. Prom = 16,878). Un incremento en el tiempo de supervivencia en los ratones que inge-
rian la dieta suplementada con retinol (56 dias) con respecto a los que ingerian la dieta basal (38 dias). Con rela-
cion al desarrollo del tumor, la diferencia de peso, entre los animales inoculados que ingerian la dieta suple-
mentada y los animales que ingerian la dieta basal, fue de 0,28 pero no significativa. Lo cual indica que el reti-
nol cumple un rol antioxidante, evitando que disminuya la concentracién de catalasa e incrementando signifi-
cativamente el periodo de supervivencia.
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SUMMARY

The current study is an evaluation of Vitamin A supplement diet in female white mice Balb C53 inoculated
with Sarcoma 180. The oral administration of a dose of 200 IU per day of Vitamin A in mice inoculated with
sarcoma and divided in two groups, obtained a greater group B (vitamin A supplemented diet) mice survival
curve than group A (normal diet) mice survival curve; however more studies are necessary to get a statisti-
cal significance. Liver concentration of catalasa was also quantified in three groups of mice: (1) healthy mice
with normal diet; (2) sarcoma inoculated mice with normal diet; an (3) sarcoma inoculated mice with vitamin
A supplement diet. It showed a significant difference of concentration of catalasa in group 2 in relation to
group 1, unlike group 3 in relation to group 1. All it indicates to us vitamin A anti-oxidant action, avoiding
that the enzyme levels decreases. To determinate a possible existence of tumor expand inhibition related to
vitamin A ingestion, a monitoring of the evolution of the tumor was made; registering group A and group B
mice weights in different intervals until 22 days. Statistical difference didn't be finding.
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Introduccion

El cancer y la enfermedad cardiovascular constitu-
yen dos problemas importantes de salud humana
causantes del mayor nimero de muertes prematu-
ras {1), por lo que su prevencion es un objetivo de
maximo interés. Los mecanismos en el desarrollo
de ciertos tipos de cancer incluyen: la generacién
de derivados téxicos del oxigeno Hamados “radi-
cales libres”; y el dafno de las membranas celulares
causados por la interaccion de ciertas grasas con el
oxigeno para formar perdxidos (peroxidacidn lipi-

dica) (4,5). Se ha descubierto que muchos compo-
nentes bioactivos que se encuentran en los alimen-
tos como vitaminas antioxidantes, minerales y
ciertos acidos grasos esenciales, pueden prevenir
0 neuftralizar el dafo causado por los radicales
libres (1,3,6,8). Pero auiin no se ha demostrado si la
carencia de estos componentes predispone al can-
cer o si su uso frecuente evita la adquisicion de
este mal(9). Evaluar el efecto del retinol sobre: la
actividad de la catalasa, el tiempo de superviven-
cia y sobre el crecimiento de la masa tumoral son
los objetivos de la presente investigacion.
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MATERIALES Y METODO
Es un disefio experimental de tipo longitudinal.

Arimales de experimentacién 95 ratones albinos
hembras consanguineos cepa Balb (53, de 4 sema-
nas de nacidas, peso promedio 20 g procedentes
del Centro Nacional de Produccién de Biologicos
del Instituto Nacional de Salud (INS); se mantu-
vieron en jaulas de polietileno de alta densidad en
ambiente a temperatura 23 + 2 °C, humedad rela-
tiva 50 £ 5% y ciclo de 12 horas de luz / oscuridad.
Su alimenfo basal elaborado por el departamento
de Nutricidon de la Facultad de Zootecnia de la
UNALM, a base de torta de soya, harina de trigo,
aminoacidos sintéticos y antifiingico, tenia la
siguiente composicion %: Proteinas 19,33;
Humedad 12,68 ; Grasa 04,33 ; Fibra 02,83; Cenizas
04,80; Extracto libre de nitrégeno (ELN) 56,03. El
Agua y el alimento eran libremente disponibles.

Implante celular del Sarcoma 180. Las células del
Sarcoma fueron proporcionadas por el NAMRID
(Naval Medical Research Institute Datachment de
Lima - Peru), el implante se realizé por via intrape-
rifoneal con jeringa para insulina 27Gx1/27, el
volumen de inoculacion fue de 0,5 mL.

" Determinacién de la dosis a emplear. A 10 de los
ratones, divididos en subgrupos de 2 ratones cada
uno, se les administro el retinol 100 000 Ul frasco
x 10mL. en diferentes concentraciones.

Fundamento. Se tomd como referencia la dosis
suplementaria recomendada de vitamina A, en
caso de enfermedad, para un grupo etiareo deter-
minado (17), resultante de comparar la esperanza
de vida del hombre adulto promedio (23) versus la
esperanza de vida del ratéon comun (24).
Adicionalmente, se tomé como referencia la dosis
por peso, extrapolandola al peso de los ratones por
regla de tres simple.

Procedimiento. La dosis referencial administrada
a los ratones, se determiné de la siguiente manera:

La esperanza promedia de vida de un humano es
de 64 afios (23) y la de un ratdn es de 3 afios (24);

entonces, el tiempo de vida de un ratén de 1 mes

de nacido equivale a un humano de 21,3 meses de
edad. Por consiguiente, la dosis requerida para los
ratones seria la utilizada para un nifio de 7,1 anos.
Si el peso promedio de un humano a esa edad es

de 22 kilos (27) y el del raton es de 22 g, aproxima-
damente; entonces, la proporcién de dosis es de
1000:1 (hombre/ratén). Por lo tanto, la dosis apro-
ximada probable es de 200 UI de vit. A, la cual se
tomé como referencia para utilizar cinco dosis de
5, 50, 200, 1000 y 2000 UI Vit. A

Efecto de la ingesta de retinol sobre la actividad de
la catalasa Fundamento. La catalasa es una enzima
oxido-reductasa que tiene como funcioén neutrali-

- zar al peréxido de hidrégeno, produciendo oxige-

no molecular y agua 10: Catalasa + 2 H,O, -
2H,0 + O, + Catalasa. Segun H. U. Bergmeyer
(16)., la absorcién ultravioleta de una solucién de
peroxido de hidrégeno puede ser facilmente medi-
da a 240 nm. Durante la descomposicion del perd-
xido con catalasa, 1a absorcion decrece con el tiem-
po y a partir de esa disminucion, la actividad de la
enzima puede ser calculada. Una unidad de cata-
lasa descompone una micromol de peréxido por
minuto a 25 °C y pH 7,0 bajo condiciones especifi-
cas (12). En consecuencia, a partir de la absorcion
del peréxido, la actividad de la enzima puede ser
calculada. La determinacién de la variacion de
absorbancia por minuto se obtiene tomando las
primeras tres variaciones de lectura semejantes o
que sean iguales para luego promediarlas y obte-
ner la variacién de absorbancia por cada 15 segun-
dos y luego, multiplicarla por 4 para obtener la
variacién de absorbancia por minuto. Se aplica la
siguiente relacion:

Donde:

(A A/min.) x 1000
U CAT/mg muestra =

£ x mg de muestra x ml de solucion reactiva

A A/min : Variacidén de absorbancia por minuto

¢ : Coeficiente de extincion molar del perdxido de
hidrégeno (240nm = 43,6 M-lem™?).

Procedimiento. Se trabajo con 15 ratones distribui-
dos en 3 grupos de 5 ratones cada uno:

- Grupo Control. Compuesto por animales no
inoculados que reciben dieta basal.

- Grupo Sarcoma. Compuesto por animales ino-
culados que reciben la dieta basal.

- Grupo Sarc.+ Retinol. Compuesto por animales
inoculados con dieta suplementada con retinol.

- Al décimo dfa de prueba, los animales se sacrifica-

ron y se les extrajo el higado; 15 g de éste se homo-
geneizardn sobre hielo con el equipo Elvenjheim
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Potem. El homogeneizado fue centrifugado a 1000
rpm X 10 minutos. El sobrenadante se diluyo 1:1
con buffer fosfato 0,05 M, pH 7. Se continud con el
desarrollo de la técnica analitica.

Evaluacion del tiempo de supervivencia por
método de Kaplan-Meier

Fundamento. El periodo de vida es determinado
desde la fecha de inoculacion de células del tumor
hasta que ocurre la muerte del animal, llamado
también tiempo de falla (t). El analisis de supervi-
vencia mide el riesgo de ocurrencia del evento
(muerte) en funcién del tiempo. La curva de
supervivencia que describe esta funcién decrece
desde un méaximo de 1 cuando £ es igual a 0; cada
vez que se registra un evento, terminando en una
figura que tiene la forma de una escalera(32).

Prﬂcedimientn._ 70 de los animales fueron distri-
buidos como sigue:

Grupo Basal. 10 ratones no inoculados que reci-
ben dieta basal.

Grupo Control. 20 ratones inoculados que recibie-
ron una dieta basal.

Grupo Experimental. 40 ratones inoculados que
recibieron dieta suplementada con RETINOL (en
la dosis determinada en la primera etapa). En
todos los casos, se anoto el tiempo de vida desde la
inoculacion del sarcoma hasta la muerte del ani-
mal. Anotados los tiempos se efectuaran curvas de
supervivencia empleando las graficas de Kaplan
Meier, ademas de elaborar una tabla que debe con-
tener columnas que denoten el tiempo de falla (1),
y se entienda las definiciones siguientes:

Ntmero de fallas (muertes) hasta ese tiempo (Ft),
namero de ratones que permanecen en riesgo
{sobreviven) hasta el tiempo (Rt), proporcién de
supervivencia al tiempo (1-Ft/RT), estimado de
supervivencia en cada fiempo de falla (5t).

Evaluacion del crecimiento de la masa tumoral

Fundamento. Los ratones inoculados con células
del Sarcoma, desarrollan un tumor con abundante
proliferacion celular y formacién de liquido asciti-

co, lo que produce un incremento del peso de los
mismos.
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Procedimiento. A los ratones del experimento ante-
rior divididos en los grupos A y B de 20 ratones
cada uno se les hizo un seguimiento del desarrollo
del sarcoma implantado. A las 24, 72, 96 y 120
horas, se anotaron los pesos respectivos y se proce-
dié al analisis estadistico.

RESULTADOS
Determinacion de la dosis a emplear de vitamina A

La administracion del retinol fue por un periodo
de 5 dias y en todos los casos se tomo el peso de
cada raton, anotandose las diferencias encontra-
das. De los pesos obtenidos en la Tabla N.° 1, se
puede observar en las respectivas graficas, que
hubo similitud en la tendencia de las curvas, lo
que sugiere que el uso de la dosis de 200 UI vit.A
no causard alteraciones en nuestra poblacion de
ratones.

Tabla N.° 1. Analisis de pesos para determinacion
de la dosis de vitamina A

Dosis

“Ratén

Peso (g)
24h 48h 72h 96h
rl 256 263 278 295
20000 UL r2 314 307 325 335
r3 265 26.1 274 28.6
1000 UL rd 296 290 312 330
' rd 235 230 244 25.6
20 UL 16 278 263 294 298
50 UT 7 302 296 304 31.2
8 314 313 332 335
5] r9 33.8 328 338 338
rl0 302 299 31.7 315

EVALUACION DEL EFECTO DE LA
VITAMINA A SOBRE LA ACTIVIDAD
DE LA CATALASA Los resultados obteni-

dos por cada grupo se aprecian en la Tabla
N.° 2.

El analisis estadistico demuestra que:

La diferencia entre las medias del grupo control
(16,878 U CAT/ml muestra) vy el grupo con
Sarcoma (8,904 U CAT/ml muestra) es significati-
va (p< 0,05). La diferencia entre las medias del

~grupo control (16,878 U CAT/ml muestra) y el

grupo con Sarcoma-+vit.A (12,778 U CAT/ml
muestra) no es significativa (p> 0,05). La diferencia
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Tabla N.° 2. Determinacién de la actividad especifica de Catalasa.

Actividad Especifica de Catalasa

N de (U. de CAT/ mg de muestra)
ratones
control Sarcoma Sarcoma+vit.A

18.34 11.51 12.84

22.02 11.01 12.48

11.01 9.17 11.05

18.35 7.33 - 14.68

14.67 5.5 - 12.84

Prom. 16.878 8.904 12.778
Desv. St., 4.18489 2.51803 1.2942
_1Errcrr St. 1.8715 1_._1261 0.5788

entre las medias del grupo con Sarcoma (8,904 U
CAT/ml muestra) y el grupo con Sarcoma + vit.A

(12,778 U CAT/ml muestra) no es significativa (p>
0,05).

EVALUACION DEL TIEMPO DE SUPERVI-
VENCIA

En el Grafico N.° 3 se observa que el tiempo de
vida para el grupo con dieta suplementada es
mayor que el grupo con dieta basal.

Funciones de supervivencia
1.2]

1.0 I:

T

3

N

g 21 | GRUPO
3!

 Enfermo + Suplemento

Vitamina A
-2 . . ] , ® Enfermo
10 20 30 40 50 60
Tiempo

Grafico N.° 3. Curva de supervivencia en dos grupos de
ratones.

Se observa que las diferencias entre los valores de
las medias del grupo A (1,95) y del grupo B (2,23)
no son significativas.

CRECIMIENTO DE LA MASA TUMORAL. En
la Tabla N.° 3 se aprecian los datos de los incre-
mentos de peso de los ratones de cada uno de los
grupos. Del andlisis estadistico, se obtuvo que el
incremento de peso fue del,95 + 192 y 2,23 +
0.796 para los grupos A y B, respectivamente, y no
existiendo significancia en ambos grupos.

Tabla N.° 3. Incremento del peso en los ratones.

N.° de Incremento de pesos { g )
ratones Grupo A Grupo B
1 2.29 3.29
2 4.00 1.86
3 2.86 2.86
4 0.14 2.00
5 1.43 2.43
6 1.86 2.14
7 -2.86 3.43
8 1.86 2.86
9 2.57 3.14
10 1.86 3.14
11 4.29 2.29
12 3.14 2.71
13 3.00 1.57
14 -3.14 2.00
15 2.00 1.71
16 243 0.57
17 3.14 2.57
18 2.14 2.14
19 3.00 0.71
20 3.00 1.14
Prom._ 1.95 2.23
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Discusion. La inoculacion de células tumorales y
su desarrollo, en los animales de experimentacion
generan la produccion de especies reactivas del
oxigeno (ERQ), tales como superdxido, radicales
hidroxilo, complejo hierro-oxigeno, perdxido de
hidrégeno, perdxidos lipidicos, etc. Estas especies
ocasionan el llamado “estrés oxidativoe” y condu-
cen a la disminucion de la concentracion de las
enzimas del sistema antioxidante natural, una de
ellas es la Catalasa.

El peroxido de hidrégeno (H,0,) no es estricta-
mente un ERO, pero por su capacidad de generar
el OH- en presencia de metales como el hierro, se
le incorpora como tal. En este estudio, la inocula-
cion de las células del sarcoma 180 causé un incre-
mento de la actividad de la catalasa para remover
los metabolitos generados por el estrés oxidativo;
hecho observado por la disminucién de su concen-
tracion en higado, que es uno de los tejidos en el
cual se almacena. Asi, los ratones inoculados con
Sarcoma y que ingerian la dieta basal muestran
una baja concentracion hepatica de catalasa () en
comparacion con los ratones no inoculados y con
dieta basal ( }.En cambio, en los ratones inoculados
con Sarcoma y que ingerian la dieta suplementada
con 200 UI de retinol se observé mayores niveles
en la concentracién de la enzima catalasa ( )
(Tablas N.%% 2 y 3}. Este resultado evidencia el efec-
to antioxidante del retinol, que redunda en una
mejor calidad de vida del animal experimental.

La evaluacion de la supervivencia indicd un
mayor tiempo de vida para los ratones inoculados
que ingerian la dieta suplementada con retinol (56
dias) en comparacion con los 38 dias de vida de
aquellos ratones con dieta basal. La propiedad
inmunoestimulatoria de los nutrientes antioxidan-
tes que protege contra el dafio celular debido a las
ERO 30,31 explicaria la prevencion o reduccién del

riesgo de muerte celular aqui observada, a juzgar -

por la prueba de lLog Rango32 aplicado para
detectar la diferencia (grafico); ésta fue significati-
va (p : 0.0233 ). 5in embargo, cuando se aplican las

pruebas de Breslow y Tarone-Ware(32), las dife-

rencias entre Jos tiempos no son estadisticamente
significativas (0.1569 y 0.0776, respectivamente). Si
bien se puede aplicar una prueba, lo ideal seria
que los tres converjan en un mismo resultado. Con
respecto al crecimiento del Sarcoma 180, el analisis
de la variacién de pesos entre ambos grupos per-
mite afirmar que la ingesta de retinol no tuvo efec-

31

to en inhibir o limitar la proliferacion célular a la
que se debe el desarrollo del Sarcoma 180 (Tablas
N.% 7y 8).

En conclusion, el efecto de la ingesta de 200 Ul de
retinol, en ratones con cancer inducido por
Sarcoma 180, se traduce en una accién sinérgica
antioxidante con la catalasa y un incremento signi-
ficativo del periodo de supervivencia, no asi en la
inhibicién de'la proliferacién celular del Sarcoma
180. El retinol tiene un efecto protector frente a la
injuria oxidativa producida por el sarcoma 180.
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