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1. RESUMEN 
El benzo(a)pireno (B(a)P) es un hidrocarburo aromático policíclico (HAP) cuyos 

efectos deletéreos sobre el material genético son un factor que contribuye al 

incremento de mutaciones y al desarrollo de cáncer de vías respiratorias y 

gastrointestinales en el humano. 

La quimioprevención con fitoquímicos contenidos en alimentos constituye una 

alternativa terapéutica contra los daños provocados por B(a)P, entre estos se 

encuentra el licopeno, principal caroteno que aporta coloración rojiza o 

anaranjada a diversos vegetales. La mayoría de los antecedentes indican que 

tiene actividad antioxidante y antitumoral en diferentes modelos experimentales in 

vitro e in vivo, sin embargo, hasta el momento no hay información respecto a su 

efecto sobre la estabilidad del material genético de células hemáticas o su 

capacidad quimioprotectora contra el daño producido por el B(a)P en un modelo in 

vivo. Por lo que este estudio propone la obtención, identificación y la evaluación 

del efecto de la oleorresina del jitomate (licopeno) sobre la genotoxicidad del 

B(a)P mediante la prueba de micronúcleos. Para lo cual, se realizó la siguiente 

metodología: Inicialmente se extrajo la oleorresina del jitomate a través de un 

equipo Soxhlet utilizando hexano como medio de arrastre; para su identificación 

se utilizaron técnicas de cromatografía de gases, espectroscopía de infrarrojo, 

resonancia magnética nuclear de hidrógeno, espectrofotometría de fluorescencia 

y barrido con espectrofotometría de UV-Vis. Posteriormente, se procedió a la 

evaluación antigenotóxica en un modelo subcrónico, mediante la administración a 

cinco lotes conformados por siete animales cada uno de la siguiente manera: tres 

lotes administrados con la oleorresina (3, 10 y 30 mg/kg) más el mutágeno (200 

mg/kg); un lote control (aceite de maíz) y un grupo de animales administrado solo 

con B(a)P en la dosis ya mencionada. La quimioprotección del caroteno se evaluó 

mediante extracción de sangre y elaboración de un frotis sanguíneo cada 24 

horas durante 3 semanas, siendo la primera semana de tratamiento y las 

posteriores de recuperación. Posteriormente, se realizó la tinción y cuantificación 

de micronúcleos en células normocrómicas como medida de genotoxicidad y 

antigenotoxicidad asimismo se determinó la relación de eritrocitos policromáticos 

con respecto a los normocrómicos como indicativo de citotoxicidad. Finalmente, 
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los datos obtenidos se analizaron mediante las pruebas de ANOVA y la 

comparación múltiple de Tukey Kramer en el programa Sigma-Stat ver 2.03.  

Palabras clave: Licopeno, benzo(a)pireno, micronúcleos, antioxidante, 

genotóxico, citotóxico. 
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2. ABSTRACT  

Benzo (a) pyrene (B (a) P) is a polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH) which 

deleterious effects on genetic material are a factor that contributes to the increase 

of mutations and to the development of lung and gastrointestinal cancer due to its 

high risk of genotoxicity in human beings. 

Chemoprevention by using phytochemicals contained in food is a therapeutic 

alternative against damages caused by such agent. Included in these is lycopene, 

the principal carotenoid that gives the redish or orange color to different 

vegetables. Evidence found so far indicates that this has antioxidant and antitumor 

activity in different experimental models in vitro, as well as in vivo. However, there 

is no information regarding its effect on DNA stability in blood cells and its 

chemopreventive effect against damage produced by benzo (a) P in a model that 

evaluates the genotoxicity and cytotoxcity in vivo. Because of this, the present 

study proposes the collection, identification and evaluation of the effect of tomato 

oleoresin over B (a) P genotoxcity by using the micronucleus test in CD1+ mice. In 

order to achieve this, the following methodology is proposed: as a first step, the 

extraction oleoresin of lycopene through soxhlet equipment using hexane as a 

means of dragging was performed. For identification purposes, thin layer 

chromatography, gas chromatography infrared spectroscopy, hydrogen nuclear 

magnetic resonance and UV fluorescence spectrophotometry techniques were 

used. After this, the antigenotoxic evaluation was performed in a subcronic model 

using five groups of animals with seven animals per group, as follows: three los 

were administered tomato oleorresin (3, 30 and 100mg/kg; B (a) P (200 mg/kg), 

another group was administered corn syrup as a control group and lycopene in the 

highest dose (100 mg/kg).  Toxicity was assessed by drawing blood every 24 

hours for 2 weeks, being the first week for treatment and the second week for 

recovery. After this, staining and counting of micronucleous in normocromatic cells 

was performed as a measure for genotoxicity and the relation of policromatic and 

normocromatic erythrocytes, as indicative of toxicity in cells. Finally, the data was 

analyzed using a Sigma-Stat 2.03, using variance analysis (ANOVA) and Turkey-

Kramer test for comparing measurements. 
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Key words: lycopene, benzo (a) pyrene, micronucleous, antioxidant, genotoxic, 

citotoxic.   
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3. MARCO TEÓRICO 
 

Los agentes químicos ambientales, incluyendo los factores dietéticos influyen de 

manera considerable en la aparición de distintos tipos de cáncer, siendo éste la 

tercera causa de morbi-mortalidad a nivel mundial y nacional y considerado uno 

de los mayores problemas de salud pública en nuestro país (1).  

El cáncer es una alteración en el proceso básico de crecimiento celular, comienza 

por formar masas (neoplasia) que invaden tejidos vecinos y que puede alcanzar 

lugares distantes al punto de origen (metástasis), su etiología es multifactorial, sin 

embargo la principal causa es la mutación cromosómica y génica; estas 

mutaciones afectan las principales funciones celulares responsables de la 

proliferación y el desarrollo de los organismos vivos. Estas alteraciones se 

presentan en dos tipos de genes, los protooncogenes, que al mutar producen la 

oncogénesis y con esto el desarrollo de cambios malignos en la célula; y los 

genes supresores que impiden el desarrollo del tumor regulando los genes 

participantes en el desarrollo celular (2). 

La mortalidad por cáncer ha aumentado considerablemente en el mundo, en 

hombres es mayor que en mujeres debido a que los cánceres más frecuentes en 

las mujeres tienen un mejor pronóstico ya que si se diagnostican oportunamente 

son curables (mama y cérvix). Los tipos de cáncer que afectan con más 

frecuencia a los hombres son el de pulmón, próstata, estómago y el colorrectal. 

Afortunadamente la mayoría de las neoplasias pueden prevenirse, los cánceres 

con mejor pronóstico (con más del 70% de supervivencia) son los de próstata, 

mama y útero, y entre los de menor pronóstico (con menos del 20% de 

supervivencia) se pueden mencionar los de pulmón, esófago, estómago e hígado 

(3). 

Entre los carcinógenos químicos encontramos al B(a)P (componente esencial del 

tabaco) que es capaz de producir cáncer de páncreas, cérvix, vejiga, mama, 

esófago y tracto respiratorio (oral, faringe y pulmón) (3).  

El cáncer de pulmón es el más frecuente en el mundo, con aproximadamente 1 

millón 400 mil nuevos casos al año representando el 16.6% de todos los tumores 

en hombres y el 7.6% entre las mujeres. Del 2000 al 2007 la principal causa de 
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mortalidad por neoplasia fue la presencia de tumores malignos de tráquea, 

bronquios y pulmón (3). 

En la actualidad no existe un tratamiento ideal para el cáncer, ya que una vez que 

se presenta la neoplasia se utiliza la quimioterapia como tratamiento principal, 

desafortunadamente este tratamiento tiene efectos colaterales que afectan al 

paciente por lo que una alternativa para la prevención de esta enfermedad es el 

consumo de alimentos ricos en antioxidantes tales como el jitomate, una fuente 

importante de licopeno, un agente natural capaz de inactivar a los radicales libres. 

(3) 

 

 

3.1. Carotenoides y licopeno 

Los carotenoides son los pigmentos más distribuidos en la naturaleza y según la 

coloración que aporten se clasifican en carotenos o xantofilas.  

Las xantofilas denotan la coloración amarillenta y actúan como protectores frente 

a la radiación solar; dentro de este grupo se puede mencionar a la Zeaxantina, 

luteína y capsantina. Los carotenos se encuentran hidrocarbonados, aportan una 

coloración rojiza o anaranjada y son los principales precursores de la vitamina A; 

dentro de éstos se encuentra el α-caroteno, el ß-caroteno y el licopeno (4). 

El término licopeno proviene del nombre científico del jitomate (Lycopersicum 

esculentum) fruto del cual fue aislado. Este caroteno es aciclico y de estructura 

sencilla con una cadena alifática de 40 átomos de carbono, altamente lipofílico y 

que posee un gran número de dobles enlaces conjugados (Fig. 1) (4, 5). 

 

 

Figura1. Estructura del Licopeno.  

Generalmente el licopeno se encuentra contenido en una oleorresina, la cual es 

producto originado de la extracción por disolventes. Su aspecto es de un aceite 

viscoso, de coloración variable que depende del vegetal del que se extraiga 

(verde, roja o marrón oscuro). El proceso para obtener la oleorresina incluye 
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troceado, secado, y extracción sólido – líquido, mediante la destilación por 

arrastre de vapor (4). 

Los alimentos que contienen este caroteno son los que presentan colores rojizos 

o anaranjados intensos como la papaya, la sandía y el jitomate siendo este último 

el alimento que lo contiene en mayor cantidad cuando está completamente 

maduro (arriba del 80%), también se encuentra en los subproductos de éste 

(Salsas, jugo, pizza, jitomate frito, etc.)  (6,7). 

El licopeno se considera un antioxidante debido a que impide la oxidación de 

sustancias químicas, ocasionadas en las reacciones metabólicas o producidas por 

factores exógenos, en otras palabras, el licopeno es un nutriente con propiedades 

antioxidantes porque es capaz de neutralizar la acción oxidante de la molécula 

inestable de un radical libre sin perder su propia estabilidad electroquímica (8). 

Este antioxidante del jitomate ha sido reconocido como uno de los más 

importantes presentes en el plasma y tejidos del organismo. Los lípidos juegan un 

papel importante en la disolución de los carotenoides y su absorción en el 

estómago y duodeno, como resultado de la acción de las sales biliares y lipasas 

pancreáticas, el licopeno ingresa al duodeno y forma vesículas lipídicas que son 

transferidos a la célula mediante difusión pasiva.  En los humanos, los principales 

sitios de almacenamiento de carotenoides son el tejido adiposo y el hígado, 

además de una gran concentración en glándulas suprarrenales y en los testículos 

(4). Por tal motivo se ha planteado su posible acción quimiopreventiva efectiva en 

dichos tejidos.  

 

3.2. Quimioprevención 

La quimioprevención se refiere a la utilización de sustancias químicas, naturales o 

sintéticas que ayuden a revertir, detener o prevenir el proceso carcinogénico. Por 

lo tanto, pueden actuar en diferentes fases del proceso (iniciación, promoción o 

progresión). Dentro de las sustancias fitoquímicas encontradas en los alimentos 

destacan las vitaminas C, E y A; así como el selenio por su capacidad 

antioxidante (9). Distintos compuestos de familias químicas como las vitaminas, 

iones metálicos, tocoferoles, proteínas entre otros han demostrado que poseen 

actividad antimutagénica. Además, se ha observado que los agentes químicos 
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ambientales presentan un importante riesgo en la aparición y desarrollo del 

cáncer en humanos (10). 

 

Un agente antimutagénico se caracteriza por reducir la frecuencia de mutaciones 

y por lo tanto de disminuir la aparición y/o desarrollo del cáncer en humanos. 

Estos antimutágenos se clasifican según la etapa en donde intervengan: en la 

primera actúan inactivando mutágenos exógenos evitando el daño al ADN 

extracelularmente. En la segunda los antimutágenos actúan evitando que 

compuestos genotóxicos dañen sitios críticos de la célula, esto es a nivel 

intracelular, y en la tercera etapa intervienen los que se encargan de inhibir la 

progresión tumoral, así como la invasión y metástasis (11). 

 

 

3.3. Antecedentes experimentales de la oleorresina del jitomate 

Se han realizado varios estudios tanto in vivo como in vitro para evaluar el efecto 

antioxidante, citotóxico, antimutagénico y anticarcinogénico del licopeno y la 

oleorresina del jitomate en diversos modelos animales y cultivos celulares (9). 

Entre dichos estudios destacan los siguientes:  

Al evaluar la capacidad antioxidante del licopeno sobre la nefrotoxicidad 

producida por cloruro de mercurio (HgCl2) en ratas, se observó que disminuyó la 

peroxidación lipídica, aumentó la actividad de enzimas antioxidantes, pero no 

redujo la falla renal (13). En otro estudio, el licopeno fue administrado como 

suplemento alimenticio, en ratas Wistar para prevenir la oxidación inducida por la 

doxorrubicina en células cardiacas, donde en dosis de 5mg/kg administrados por 

7 días por vía oral, se encontró un efecto protector contra el daño oxidativo al 

ADN (14). 

También se ha evaluado el efecto antigenotóxico y antimutagénico del licopeno en 

células ováricas de hámster chino tratadas con peróxido de hidrógeno, metil 

metanosulfonato y 1-oxido 4-nitroquinolina mediante la prueba de micronúcleos y 

ensayo cometa in vitro. Los resultados demostraron una disminución de las 

aberraciones cromosómicas en forma dosis dependiente, lo cual confirma la 

actividad quimiopreventiva de licopeno in vitro (15). 
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Sin embargo, en un estudio realizado en ratones LacZ con daño renal, prostático 

y pulmonar inducido con B(a)P, la oleorresina del jitomate rica en licopeno 

demostró que este inhibió ligeramente la mutagénesis inducida en próstata y 

aumento el daño observado en colon y pulmón, esto indica que cualquier efecto 

antimutagénico de la oleorresina puede ser órgano específica (16). Al respecto, se 

encontró que el licopeno previene la toxicidad inducida por la adriamicina sobre el 

daño provocado en la función testicular (17).  

El licopeno ha sido usado para reducir el daño producido por la ciclosporina A, 

fármaco inmunosupresor con un estrecho margen terapeútico, que puede producir 

efectos a largo y corto plazo como nefrotoxicidad, hepatotoxicidad, hipertensión 

arterial y estrés oxidativo; estudios realizados en ratas administradas con licopeno 

por vía oral indicaron que reduce el daño por estrés oxidativo y nefrotoxicidad 

producida por la ciclosporina A (18, 19). 

Existen antecedentes de que el licopeno tiene efecto protector contra la radiación 

gamma por lo que se ha considerado un efectivo radioprotector durante 

radioterapias (20). 

Finalmente, el tomate y el ajo se han usado como protectores de cáncer de colon 

producido por el azoximetano, obteniendo buenos resultados (21). 

 

 

3.4. Benzo(a)pireno  

Los Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos (HAP), son sustancias químicas 

formadas durante la incompleta incineración del carbón, el petróleo, el gas, la 

madera, la basura y demás sustancias orgánicas como las carnes asadas al 

carbón y el humo del tabaco. En su forma pura estas sustancias se encuentran 

como sólidos incoloros, blancos o verdes amarillosos pálidos con olor leve y 

agradable, no se disuelven fácilmente en agua, en el aire se encuentran como 

vapores o adheridos a las superficies de pequeñas partículas sólidas y en el suelo 

es más probable que se adhieran firmemente a partículas (22). Están formados 

por dos anillos de benceno que se presentan en mezclas complejas.  (23). 

Se han considerado 15 HAP importantes pues se cree que son más dañinos y 

que exhiben efectos nocivos que son representativos de este tipo de compuestos, 
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entre los que se encuentra el Benzoa(a)pireno, que ha demostrado evidencias de 

agente mutagénico en estudios realizados in vivo, por lo que se consideran como 

potencialmente carcinógenos y genotóxicos; además de producir alteraciones en 

la reproducción (23). 

El B(a)P está formado por 2 o más anillos de benceno (Fig. 2), su fórmula química 

es C20H12, tiene una masa molecular de 252,31 g/mol; su punto de fusión es a 

179ºC y el de ebullición a 495ºC (25). 

Los HAP han sido evaluados por el Programa Internacional de Seguridad de las 

Sustancias Químicas (IPCS), el Comité Científico de la Comisión Europea sobre 

Alimentación Humana (SCF) y el Comité Mixto FAO-OMS de Expertos en Aditivos 

Alimentarios y Contaminantes de los Alimentos; así también la Autoridad Europea 

de Seguridad Alimentaria (EFSA) realizó un estudio de la presencia de HAPs en 

alimentos y demostró que el benzo(a)pireno está en cerca del 50% de las 

muestras (23).  

Las vías de exposición de esta sustancia son por inhalación, a través de la piel y 

por ingestión. Por evaporación de esta sustancia a 20°C se puede alcanzar muy 

rápidamente una concentración nociva en el aire (24-25). 

 

 

 

Figura 2. Estructura química del benzo(a)pireno. 

3.5. Biotransformación del B(a)P  

Los productos del metabolismo del B(a)P son más tóxicos que la molécula original 

ya que se producen especies químicas altamente reactivas con gran afinidad por 

moléculas nucleofílicas como los ácidos nucleicos, proteínas o lípidos motivo por 

el cual es considerado carcinógeno (24). 
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Por acción de isoenzimas CyP-450 y epóxido hidrolasas, el B(a)P, se transforma 

en metabolitos reactivos que tienden a unirse covalentemente a zonas nucleófilas 

del ADN formando aductos, (complejo que se forma cuando un compuesto 

químico se une a una molécula biológica como ADN o proteínas) si estos aductos 

no se reparan adecuadamente mediante los mecanismos de defensa del 

organismo, puede llevar a que en la duplicación del ADN se produzcan errores de 

copia, provocando mutaciones que se transmiten a las generaciones celulares 

(Fig. 3). Los aductos de ADN son formas de ADN que resultan de una exposición 

a carcinogénicos (en el caso de los fumadores, estos serían los carcinogénicos 

presentes en el humo de tabaco). Un aducto de ADN, una vez formado, puede 

repararse, esto significa una vuelta a la estructura original de ADN. También 

puede ser mal reparado, lo que resulta en una mutación (26). 

 

 

Figura 3. Biotransformación del B(a)P. 
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3.6. Técnicas espectrofotométricas para la identificación de licopeno. 

La mayoría de las técnicas espectrofotométricas se basan en aplicar alguna forma 

de energía a la muestra y medir el efecto que se obtiene de las interacciones 

entre ambas. Basándose en los resultados se identifica la substancia o se 

determina su concentración, en este caso se utilizaron para identificar la 

presencia de licopeno en la oleorresina  y descartar la presencia de impurezas en 

la muestra (27). 

3.6.1. Espectrofotometría infrarroja 
 

Es un tipo de espectrometría de absorción que utiliza la región infrarroja del 

espectro electromagnético, es utilizada para identificar un compuesto o investigar 

la composición de una muestra, se basa en el hecho de que los enlaces químicos 

de las sustancias tienen frecuencias de vibración específicas, que corresponden a 

los niveles de energía de la molécula. Estas frecuencias dependen de la forma de 

la superficie de energía potencial de la molécula, la geometría molecular, las 

masas atómicas y, posiblemente, el acoplamiento vibracional (27). 

 

Si la molécula recibe luz con la misma energía de esa vibración, entonces la luz 

será absorbida si se dan ciertas condiciones. Para que una vibración aparezca en 

el espectro infrarrojo, la molécula debe someterse a un cambio en su momento 

dipolar durante la vibración. Los enlaces pueden vibrar de seis maneras: 

estiramiento simétrico, estiramiento asimétrico, tijeras, rotación, giro y “wag”. 

 

3.6.2. Espectrofotometria de Uv-Vis 
 
La espectrometría de Uv-Vis mide la intensidad de luz que pasa a través de una 

muestra comparada con la intensidad de luz antes de pasar a través de la misma 

y se fundamenta en la ley de Beer-Lambert que establece que la absorbancia de 

una solución es directamente proporcional a la concentración de la solución. Por 

tanto, la espectrometría Uv-Vis puede usarse para determinar la concentración de 

una solución (27). 
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3.6.3. Espectrofotometría de fluorescencia 

 
Es un tipo de espectroscopia electromagnética que analiza la fluorescencia de 

una muestra, utiliza un haz de luz, generalmente luz ultravioleta; que excita los 

electrones de las moléculas de ciertos compuestos y provoca que emitan luz de 

una menor energía, principalmente de la región de luz visible (27). 

 

3.6.4. Espectrofotometría de masas 
 

La espectrometrÍa de masas se fundamenta en la separación de partículas 

moleculares o atómicas por su diferente masa; es una técnica usada para 

identificar compuestos desconocidos, para cuantificar compuestos conocidos, y 

para mostrar la estructura y propiedades químicas de moléculas. La detección de 

compuestos puede ser llevada a cabo con cantidades realmente pequeñas de 

muestra y obtener información característica como el peso y algunas veces la 

estructura del analito. En todos los casos, alguna forma de energía es transferida 

a las moléculas a analizar para afectar la ionización. En la técnica clásica de 

impacto electrónico algunas de las moléculas ionizadas del analito explotan en 

una variedad de fragmentos ionizados, el patrón de fragmentación resultante, así 

como los iones residuales constituyen el espectro de masas (27). 

 
3.6.5. Cromatografía de gases 

 
Es un método de análisis para la separación e identificación de substancias 

orgánicas volátiles y análisis cualitativo y cuantitativo de los componentes de una 

mezcla. La muestra se inyecta por un puerto que se encuentra a una temperatura 

más alta que la de ebullición de las substancias que contiene. El vapor pasa a una 

columna que está dentro de un horno de temperatura regulada, donde ocurre la 

separación. A la salida de la columna hay un detector y su señal se envía a una 

computadora para obtener el cromatograma. El tiempo de análisis varía de menos 

de un minuto a 1-2 horas (27). 
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3.6.6. Resonancia magnética nuclear de Hidrógeno (RMNH) 

 

Es una técnica que explota las propiedades magnéticas de ciertos núcleos. Las 

aplicaciones más importantes para su uso en química orgánica son la 

espectrometría RMN-1H y RMN-13C. En principio, la resonancia es aplicable a 

cualquier núcleo que posea espín de un electrón desapareado. 

Cuando se sitúan dentro de un campo magnético, los núcleos activos de RMN 

(como el 1H, o el 13C) absorben a una frecuencia característica del isótopo. La 

frecuencia de resonancia, la energía de la absorción y la intensidad de la señal 

son proporcionales a la fuerza del campo magnético (27). 

Una vez realizadas las pruebas espectrofotométricas es necesario evaluar el 

comportamiento del extracto en un organismo vivo para lo cual existen ensayos 

en los que se determina si una sustancia es dañina o bien, tiene capacidad 

protectora contra agentes capaces de inducir alteraciones. 

 

 

3.7. Evaluación genotóxica y antigenotóxica 

Las pruebas de genotoxicidad son ensayos que evidencian las alteraciones 

causadas al material genético, de manera directa o indirecta, por agentes 

ambientales, tanto en células somáticas como germinales. El primer paso para 

realizar los estudios de evaluación genotóxica es la realización de ensayos in vitro 

que permiten evaluar el potencial mutagénico de los compuestos químicos en un 

tiempo corto. Estos ensayos de genotoxicidad a corto plazo son de gran utilidad 

porque permiten detectar mutaciones génicas, aberraciones cromosómicas, daño 

primario a la estructura del ADN, transformaciones celulares u otros cambios, los 

cuales son inducidos por compuestos químicos o físicos que abundan en el 

ambiente. La evaluación genotóxica para compuestos de nueva síntesis y 

fitoquímicos es de carácter obligatorio a nivel internacional. La diversidad de 

efectos deletéreos a los que está expuesto el material hereditario es imposible de 

detectar a través de un único sistema de ensayo. La amplia gama de mutaciones 

que pueden originarse no sería abarcada en un ensayo aislado y ofrecería un 
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resultado poco preciso. Resulta imprescindible usar un grupo de ensayos in vitro e 

in vivo, que permitan una correcta extrapolación del efecto genotóxico de la 

sustancia de interés para poder predecir con certeza un posible efecto 

carcinogénico del compuesto en estudio y realizar una adecuada aplicación de los 

hallazgos detectados, al hombre. La evaluación antigenotóxica de algún 

compuesto, se refiere a la capacidad que éste tiene para reducir los daños que 

han sido causados al material genético por la exposición a compuestos químicos 

o físicos presentes en el ambiente, existen diferentes tipos de pruebas 

encaminadas a la evaluación de la genotoxicidad y antigenotoxicidad, tal es el 

caso de la prueba cometa y de micronúcleos que permiten evaluar el daño 

producido en el material genético (28). 

 

 

3.8. Prueba de Micronúcleos  

Se ha comprobado que la prueba de Micronúcleos (MN) es útil para la evaluación 

de la seguridad toxicológica de nuevos productos farmacéuticos mediante la 

determinación del daño cromosómico en células anucleadas como los eritrocitos, 

o bien en el citoplasma de células nucleadas como los linfocitos o las 

espermatogonias (29, 30). 

En el caso de la eritropoyesis se presentan varias divisiones celulares para la 

formación del eritrocito. En etapas finales del proceso se pueden observar dos 

tipos de células, los eritrocitos policromáticos (EPC) y eritrocitos normocrómicos 

(ENC), las primeras son células inmaduras que contienen ARN que al terminar su 

síntesis de hemoglobina, disminuyen de tamaño y terminan su maduración 

convirtiéndose en eritrocitos normocrómicos (ENM). Durante las etapas previas a 

la formación de estos dos tipos de eritrocitos, el material genético de las células 

sanguíneas puede ser alterado por xenobióticos o compuestos clastogénicos y 

sufrir lesiones cromosómicas que se manifiestan como MN, los cuales 

permanecen en el eritrocito, aun cuando el núcleo principal se haya expulsado por 
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lo que si se incrementa el número de MN se considera un parámetro de 

genotoxicidad de los compuestos (Fig. 4) (31 - 33). 

 

Figura 4. Formación de micronúcleo durante el proceso de eritropoyesis y su 
observación microscópica en sangre periférica. Modificado de Madrigal y cols., 
2002.  
 

 

 

4. PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN  

Diversos estudios han indicado que el licopeno posee efectos antioxidantes, 

cardioprotectores, antimutagénicos frente a diversos agentes genotóxicos, 

protección contra el daño renal, cáncer gástrico y de colon in vivo; sin embargo, 

no se ha estudiado en un modelo genotóxico de micronúcleos in vivo frente 

agentes formadores de aductos en el ADN como el B(a)P, lo cual contribuiría a 

considerar la conveniencia de utilizarlo en programas de quimioprevención en 

humanos.  Por lo tanto, la pregunta de investigación en el presente estudio sería 

¿El licopeno actuará como agente quimioprotector contra el daño producido con el 

B(a)P in vivo? 

 

 

 

 

 

 



 26 

5. JUSTIFICACIÓN 

La quimioprevención es una alternativa contra diversos agentes que provocan 

daño en el material genético, lo cual contribuye a disminuir del riesgo del proceso 

carcinogénico. El licopeno representa una opción quimiopreventiva ya que se ha 

evaluado en diversos estudios epidemiológicos y experimentales tanto in vivo 

como in vitro, los cuales orientan a la posibilidad de encontrar efectos protectores 

contra el daño provocado contra el B(a)P en un modelo de genotoxicidad y 

citotoxicidad in vivo. Esta propuesta constituye un diseño original para evaluar el 

efecto combinado en un modelo subcrónico lo cual contribuirá a fortalecer las 

evidencias para la incorporación de licopeno en la dieta humana, y de esta 

manera sugerirlo como sustancia protectora para fumadores activos y pasivos. 

   

 

6. TIPO DE ESTUDIO 

Es un estudio prospectivo, transversal, experimental. 

 

 

7. OBJETIVOS  
 

7.1. Objetivo general  
Evaluar el efecto del licopeno sobre la genotoxicidad y citotoxicidad del 

benzo(a)pireno mediante la técnica de micronúcleos.  

7.2. Objetivos específicos 

 Extraer la oleorresina del jitomate mediante extracción hexánica en 

Soxhlet. 

 Identificar el licopeno en la oleorresina mediante cromatografía de 

gases, espectroscopía de infrarrojo, resonancia magnética nuclear de 

hidrógeno, espectrofotometría de fluorescencia y de barrido con 

espectrofotometría de UV-Vis. 

 Evaluar la el potencial genotóxico y citotóxico del licopeno contenido en 

la oleorresina mediante la técnica de micronúcleos. 
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 Estudiar la capacidad antigenotóxica de la oleorresina de licopeno 

contra el daño producido por el Benzo(a)Pireno en un modelo 

subcrónico mediante la cuantificación de ENCMN. 

 Determinar el potencial anticitotóxico de la oleorresina de licopeno 

contra el daño producido por B(a)P mediante la cuantificación de 

células jóvenes (EPC) con respecto a los eritrocitos maduros(ENC). 

 

 

8. HIPÓTESIS 

Si la oleorresina del jitomate rica en licopeno funciona como agente 

antigenotóxico y anticitotóxico frente al daño producido por el B(a)P, entonces 

disminuirá el número de células normocrómicas micronucleadas y normalizará la 

relación entre eritrocitos policromáticos/normocrómicos con respecto al grupo 

tratado únicamente con el mutágeno en sangre periférica de ratón CD1+. 
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9. DISEÑO EXPERIMENTAL GENERAL  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Organización de los lotes experimentales. 

a) Testigo negativo: Aceite de maíz 

b) Testigo positivo: B(a)P 

c) Oleorresina 3mg/kg + B(a)P 200mg/kg de peso 

d) Oleorresina 10mg/kg + B(a)P 200mg/kg de peso 

e) Oleorresina 30mg/kg  + B(a)P 200mg/ kg de peso 

Administración diaria de la oleorresina y de B(a)P por siete días. 

Monitorear durante tres semanas 

a los ratones la primera 

corresponde al periodo de 

tratamiento y las dos últimas al 

periodo de recuperación. 

Extracción de la oleorresina con hexano como 

medio de arrastre a través del equipo Soxhlet.   

Eliminación de hexano a través 

de un rotavapor para la 

concentración de la oleorresina. 

Identificación del contenido de licopeno en la 

oleorresina a través de cromatografía de gases, 

espectroscopía de infrarrojo, resonancia magnética 

nuclear de hidrógeno, espectrofotometría de 

fluorescencia y barrido con espectrofotometría de 

UV-Vis y espectroscopía de masas. 

Cuantificación de licopeno en la 

oleorresina por la siguiente 

fórmula: 
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Figura 5. Esquema general de trabajo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obtención diaria de muestras sanguínea  

Obtención de frotis y tinción concolorante 

Giemsa 

Observaciones microscópicas por ratón: 

1. Número de ENCMN en 1000 ENC 

2. Número de EPC en 1000 ENC. 

 

Aplicación de las pruebas 

estadísticas ANOVA y Tukey-

Kramer  
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10. METODOLOGÍA 

 

10.1. Animales, reactivos y equipo 

Animales: 

Ratones macho cepa CD1+ obtenidos del bioterio del Instituto de Ciencias de la 

Salud de la UAEH, con un peso aproximado de 20± 2 g, mantenidos bajo 

condiciones controladas de temperatura 22ºC, húmedad 45%, ciclos luz-oscuridad 

de 12X12 h, mantenidos con alimento Harlan Teklad global para roedores 18% 

proteína, esterilizable 2018S.  

Reactivos: Benzo(a)Pireno (Sigma-Aldrich), hexano (J.T. Baker), agua destilada, 

aceite de maíz, Fosfato de Sodio monobásico y dibásico (J.T Baker), Giemsa 

(Merck), aceite de inmersión. 

 

Equipo y material  

 Microscopio (Olympus CX21FSI) 

 Contador de células 

 Vortex (Mixer 16700)  

 Equipo de extracción Soxhlet 

 Rotavaporador (Buchi) 

 Horno (Fisher Scientific)  

 Congelador (Revco) 

 Balanza analítica ( VIBRA)  

 Espectrofotómetro de infrarrojo (Nexus 470FT-IR E.S.P. Nicolet) 

 Espectro de Uv-Vis (JENWAY)  

 Espectrofotómetro de fluorescencia (Nicolet) 

 Cromatógrafo de gases (Agilent 6890GC) 

 Equipo de resonancia magnética nuclear (Varian)  

 Espectrómetro de masas (Peki Elmer Auto SystemXL) 

 Computadora hp 1502 

 Material para montar el equipo Soxhlet, refrigerante, matraz balón de fondo 

plano, mangueras, soporte universal, pinzas para soporte, mantilla de 
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calentamiento, regulador de temperatura, bomba de agua, embudo de 

extracción, vasos de precipitado, varilla de vidrio, perlas de vidrio. 

 

Para las pruebas biológicas se administró la oleorresina del licopeno, la cual se 

extrajo directamente del jitomate y se le hicieron diferentes pruebas 

espectrofotométricas para descartar la presencia de compuestos extraños en el 

extracto.   

 

10.2. Extracción del licopeno.  

El jitomate utilizado en el experimento se adquirió en la central de abastos de 

Pachuca Hidalgo en el mes de noviembre del 2008 y marzo del 2009, procedente 

del estado de Querétaro. Para la extracción, identificación, cuantificación y 

pruebas biológicas se realizó lo siguiente:  

 Se fraccionó el jitomate aproximadamente de ½ cm y se exprimió en papel 

filtro y una prensa. Se secó en un horno a 40 °C durante una noche con la 

finalidad de eliminar el sobrante de líquido de la pulpa (Revisar anexos, 

figuras 16-18). 

 El jugo obtenido se conservó en congelación para posteriormente 

introducirlo en agua a 30°C (descongelamiento) y lograr el rompimiento de 

las células. 

 Para obtener un mejor rompimiento de las células, se colocó el jugo de 

jitomate en un sonicador durante unos minutos para que las ondas de 

ultrasonido concluyeran el rompimiento celular. 

 Para la extracción de la oleorresina a partir del jugo recuperado se preparó 

una solución de agua destilada con sal y se mezcló en un embudo de 

extracción junto con el jugo y un poco de hexano, posteriormente se agitó 

manualmente y se mantuvo en reposo para separar los componentes de la 

mezcla, obteniendo así tres fases; la parte inferior corresponde al jugo, el 

cual fue eliminado al igual que la segunda en la que se ubicó el agua con 

sal; finalmente en la última fase se encuentra el hexano con el licopeno 

extraído (fase amarilla) este proceso se repitió hasta terminar con el jugo. 
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 Una vez recuperada la parte de hexano con licopeno se colocó en un 

rotavapor para separar el hexano del extracto (Revisar anexos, figura 21). 

 Para aumentar la vida media del licopeno en la oleorresina, se mantuvo en 

refrigeración en una atmósfera de nitrógeno y se protegió de la luz 

cubriéndolo con papel aluminio para evitar su oxidación y contaminación.   

 Para la extracción de licopeno a partir de la pulpa se montó un equipo 

Soxhlet utilizando hexano como medio de arrastre. 

 Se colocó jitomate seco dentro del Soxhlet a temperatura de 40 ºC por 

ciclos de 4 h, esto se repite hasta terminar con toda la pulpa (revisar 

anexos, figuras 19-20).  

 Finalmente el hexano obtenido se colocó en el rotavapor a 315mbar a 40 

ºC hasta concentrar la oleorresina (Revisar anexos, figura 21).  

 

10.3. Identificación de licopeno 

Para la identificación se utilizó una muestra hexánica de la oleorresina de licopeno 

que se sometió a varias pruebas cromatográficas. Dichas pruebas fueron las 

siguientes: cromatografía de gases, espectroscopía de infrarrojo, resonancia 

magnética nuclear de hidrogeno, espectrofotometría de fluorescencia y barrido 

con espectrofotometría de UV-Vis y espectroscopía de masas. 

 

10.4. Cuantificación del licopeno 

 Para verificar la cantidad de licopeno obtenido se utilizó el 

espectrofotómetro de Uv-Vis en donde se hizo un barrido de 400 a 600nm 

de longitud de onda dando como resultado tres picos consecutivos en 

donde el más alto mostró la concentración del licopeno y los demás 

correspondieron a otros carotenoides según reporta la bibliografía.  

 Los valores de la absorbancia se sustituyeron en la siguiente ecuación para 

obtener el rendimiento de licopeno en el extracto. (34). 
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En donde A coresponde alos valores de absorbancia; V, al volumen; E, 

3310 (constante) y m, masa. 

 

10.5. Evaluación genotóxica y citotóxica de la oleorresina del 

jitomate(licopeno) 

 

Para las pruebas de genotoxicidad y citotoxicidad de la oleorresina de licopeno se 

utilizaron 12 ratones de la cepa CD1+ con peso de 20gr. A dichos animales se les 

administró la oleorresina por vía oral a dosis de 3 y 30 mg/kg de peso durante 7 

días. Se obtuvieron muestras sanguíneas cada 24 h para la realización de frotis 

que se tiñeron con colorante Giemsa y finalmente se realizó la lectura al 

microscópio del número de EPCMN/ENC para determinar la genotoxicidad y 

EPC/ENC para la citotoxicidad. 

 

 

10.6. Potencial antegenotóxico y anticitotóxico de la oleorresina del 

jitomate (licopeno) 

Para la prueba de antigenotoxicidad y anticitotoxicidad de la oleorresina los 

animales se dejaron en ayuno por 12 horas antes de la administración de los 

compuestos de acuerdo al siguiente diseño experimental:  

 

Tamaño de la muestra: Se utilizaron 5 lotes de 7 ratones cada uno. 

Criterios de inclusión: Ratones machos de la cepa CD1+ de 20 ± 2g. 

Criterios de exclusión: Ratones hembras, ratones enfermos o con alguna 

anormalidad corporal.  

Criterios de Eliminación: Ratones que mueran durante el periodo experimental. 

 

 

 

 

 

 



 34 

10.6.1. Organización de grupos experimentales 

Los animales se pesaron, marcaron y distribuyeron aleatoriamente para formar los 

grupos de experimentación (Tabla 1). 

GRUPO AGENTE DOSIS VÍA DE 

ADMINISTRACIÓN 

1 Aceite de maíz 0.1 mL Oral 

2 B(a)P 200mg/kg Oral 

3 Oleorresina + B(a)P 3 mg/kg + 200mg/kg Oral 

4 Oleorresina + B(a)P 10 mg/kg + 200 mg/kg Oral 

5 Oleorresina + B(a)P 30 mg/kg + 200 mg/kg Oral 

Tabla 1. Distribución de grupos experimentales de antigenotoxicidad y anticitotoxicidad de la 
oleorresina del jitomate. 
 

Como se observa en la tabla 1, se formaron 5 lotes con 7 ratones cada uno, los 

cuales se administraron diariamente durante siete días, al grupo testigo negativo 

se le administró 0.1 mL de aceite de maíz que corresponde al vehículo de 

licopeno y que por sus propiedades lipofílicas presenta alta solubilidad con 

compuesto; al grupo testigo positivo se le administró 200mg/kg de B(a)P, los tres 

grupos restantes fue una de administración combinada de oleorresina a dosis de 

3, 10, y 30 mg/kg más 200 mg/kg de B(a)P, todo lo anterior se hizo por vía oral 

(Revisar anexos, fig. 22). 

 

10.6.2. Toma de muestras 

Las muestras se tomaron cada 24 horas durante dos semanas consecutivas y se 

tomó una final a la tercera semana siendo la primera semana de tratamiento y las 

dos posteriores de recuperación. Para la toma de muestras se desinfectó tanto la 

cola de los ratones como las tijeras de disección con etanol, después se extrajo 

sangre periférica cortando la punta de la cola de cada uno de los ratones (de 0.5 a 

1 mm aproximadamente), eliminando las dos primeras gotas de sangre pues se 

considera que ésta es sangre almacenada. Se obtuvieron muestras por duplicado, 

para realizar frotis sanguíneos que se rotularon con lápiz para evitar que la marca 

se diluyera, se dejaron secar al aire y posteriormente se fijaron con metanol 

durante 10 minutos, una vez fijadas se colocaron en vasos coplin durante 20 min.  

con colorante Giemsa previamente preparado con 5 mL de solución reguladora de 
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fosfatos 0.3M, pH de 6.8 (30mL de KH2PO4 y 20mL de Na2HPO4), 2 mL de 

colorante Giemsa y 33 mL de agua desionizada. Finalmente se enjuagaron para 

eliminar el exceso de colorante y se dejaron secar a temperatura ambiente para 

su análisis en el microscopio (objetivo de 100x) en donde se contaron los 

eritrocitos normocrómicos micronucleados (ENCMN) en 1000 eritrocitos maduros 

(ENC) y se determinó la relación de eritrocitos policromáticos (EPC) con respecto 

a los  eritrocitos normocrómicos en 1000 células (Revisar anexos, fig. 23-25). 

 

10.6.3. Análisis estadístico 

El análisis estadístico de la evaluación genotóxica y antigenotóxica se realizó 

mediante las pruebas de ANOVA y de Tukey-Kramer con el programa SigmaStat 

2.03 considerando diferencias significativas cuando p fue menor o igual a ≤0.05.      
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11. RESULTADOS 

 

El rendimiento de la extracción hexánica de licopeno fue la siguente: 

 

  

 

 

11.1. Gráficas de identificación de licopeno.  

 

ESPECTROFOTOMETRÍA INFRARROJA  

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

Figura 6: Curva experimental donde se muestra la presencia de licopeno asociado a las 
mediciones de absorbancia con un espectrofotómetro (Estrechamiento C-H, doble enlace 
conjugado: 3,000 cm-1) (Silverstein, 1991).   

 

De acuerdo a las tablas de identificación para compuestos formados por dobles 

enlaces conjugado (37), la banda de estrechamiento C, H presenta su 

absorbancia a 3000 nm (Fig. 6), por lo que comparando dichas tablas con la 

gráfica obtenida con la oleorresina obtenida en el presente experimento; coinciden 

con la estructura del licopeno, ya que está formado por carbonos e hidrógenos 

que es su principal estructura, también los picos que acompañan se describen 

como carotenoides propios del extracto. 
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ESPECTROFOTOMETRIA DE UV-VIS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Curva experimental donde se muestra la presencia de licopeno asociado a las 
mediciones de barrido con espectrofotometría de UV-Vis. 
 

La gráfica anterior (Fig.7) muestra la presencia de licopeno, cuyo pico de 

absorbancia fue a 475 nm, dato que coincide con la información de la literatura 

consultada (37), en la que señala que la absorbancia máxima del licopeno en 

hexano se lee a 474nm. También se observa al β-caroteno entre entre 400 y 450 

nm de absorbancia.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Licopeno 
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ESPECTROFOTOMETRÍA DE FLUORESCENCIA  

 
 
Figura 8: Curva experimental donde se muestra la presencia de licopeno a una longitud de onda 
de 3000 nm asociado a las mediciones de absorbancia con un espectrofotómetro de fluorescencia. 

 
 
 

De acuerdo las tablas de identificación para compuestos formados por dobles 

enlaces conjugado (37), la banda de estrechamiento C, H presenta su 

absorbancia a 3000 nm (Fig. 9),por lo que comparando dichas tablas con la 

gráfica que se presenta coinciden  con la estructura del extracto (licopeno) ya que 

está formado por carbonos e hidrógenos que es su principal estructura, también 

los picos que acompañan se describen como carotenoides propios del extracto. 
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ESPECTROFOTOMETRÍA DE MASAS 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
Fuente: Espectro  inicial de masas de licopeno obtenido con un equipo HP GC-TANDEM(TOF)MS 
donde se observa el ion molecular a m/z 537. 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
Figura 9: Espectro de tándem iónico del Ión radical m/z 536.43 del licopeno con el modo NICI 
(ionización química del Ion negativo) y el pico base a m/z 467.40. La disociación inducida por 
colisión fue realizada con gas Argón a 30 eV. (JEOL company, 2008)  
 
  
 
 

En las gráficas anteriores (Fig. 9), se muestra el rompimiento de masas que se 

realizó mediante impacto electrónico en donde se presentan los rompimientos 

másicos m/z característicos del licopeno, el ion molecular, el ión radical y el pico 

base.  
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CROMATOGRAFIA DE GASES DEL LICOPENO ADMINISTRADO 
 

 
Figura 10: Gráfica experimental que muestra la presencia de licopeno por la técnica de 
Cromatografía de gases. El tiempo de retención para el licopeno es de 2.57 min. β-caroteno es 
2.68 y el compuesto minoritario, posible descomposición del licopeno aparece a los 2.81. 
 

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 

 

Figura 11: Espectro de RMN-1H (protón) utilizando CDCl3 (cloroformo deuterado) como disolvente. 

Se observa a campo alto las señales de metilos y a campo bajo los grupos conjugados. 
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11.2. Evaluación Genotóxica y Citotóxica 

 

 

Figura 12: Evaluación de la genotoxicidad de la oleorresina del jitomate (licopeno) en sangre 

periférica de ratones CD1+.  

 

 

La evaluación del efecto genotóxico de la oleorresina del jitomate (licopeno) en 

sangre periférica de ratones se muestra en la fig. 12, donde cada barra representa 

el número promedio de EPCMN encontrados en cada lote y en cada tiempo del 

periodo de tratamiento (0-144 h) y de recuperación (218 y 264 h). 

Se puede observar que no existieron diferencias estadísticamente significativas 

por lo que se deduce que no hubo ningún cambio entre los grupos control y el de 

las dosis administradas lo que demuestra que la oleorresina no genera ningún 

daño genotóxico per se. 

 

Periodo de tratamiento (horas) Periodo de recuperación 
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Figura 13:   Evaluación de la citotoxicidad de la oleorresina del jitomate (licopeno) en sangre 
periferica de ratones CD1+. 
 

En la figura 13 se observa la citotoxicidad de la oleorresina del jitomate (licopeno), 

expresada como la relación de EPC con respecto a los ENC. Se puede observar 

que no hubo diferencias significativas entre los grupos administrados con la 

oleorresina con respecto al  grupo negativo a lo largo de todo el experimento (0-

264 h),  resultado que indicó que la oleorresina no presenta efecto citotóxico 

sobre la médula ósea.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Periodo de tratamiento (horas) Periodo de recuperación 
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11.3. Evaluación Antigenotóxica 

 

 

Figura 14:   Evaluación de la antigenotoxicidad de la oleorresina del jitomate (licopeno) en sangre 
periférica de ratones CD1+.  

 

En la figura 14 se pueden apreciar los resultados obtenidos de la evaluación 

antigenotóxica de la oleorresina sobre el daño producido por el B(a)P, dicho 

efecto se evaluó al cuantificar el número de eritrocitos normocrómicos 

micronucledos (ENCMN) por cada 1000 ENC con respecto al tiempo (0 a 456 h), 

donde la presencia de ENCMN en los animales que formaron parte del grupo 

tratado sólo con aceite de maíz no incrementaron significativamente el número de 

micronúcleos en el periodo de tratamiento ni  en el de recuperación, la frecuencia 

se mantuvo entre 0 y 2 ENCMN dando en promedio un valor de 0.857 MN por 

cada 1000 ENC.  

Por su parte, la frecuencia de ENCMN indica que el B(a)P produjo un efecto 

genotóxico significativo con respecto al grupo administrado sólo con el vehículo a 

partir de las 96 horas (período de administración) hasta las 144 horas (periodo de 

recuperación) con un aumento del 87%, con respecto al tiempo basal del lote 

control administrado solo con aceite de maíz. 
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Sin embargo, se observa una disminución significativa de ENCMN en el lote 

combinado de B(a)P con licopeno a dosis de 30mg/kg, a las 96 horas con 

respecto al lote administrado solamente con B(a)P, lo que indica que la 

oleorresina en la dosis mayor, al cuarto día ya tiene efecto antimutagénico.  

El máximo efecto genotóxico del B(a)P, se observa a las 144 horas de tratamiento 

y a su vez los lotes combinados muestran una mayor protección.   El porcentaje 

de protección de la dosis de 3mg/kg fue de 21.7%, con 10mg/kg de 28.2% y con 

la dosis alta de 30mg/kg fue de 36.5% con respecto lote tratado solo con B(a)P. 

Es decir, se observó un efecto protector dosis-dependiente. 

Mientras que a las 288 y 456 horas sólo las dos dosis más altas de la oleorresina  

(10mg/kg y 30mg/kg) son capaces de disminuir el número de ENCMN a nivel 

basal teniendo un porcentaje de protección de 64.7% y 76.4%, a las 288 horas y 

de 60% y 80% a las 456 horas en comparación con el grupo tratado con B(a)P.  

Con lo que se puede concluir que el efecto antigenotóxico de la oleorresina fue 

dosis-dependiente a lo largo del experimento. 

 

 

Figura 15:   Evaluación de la anticitotoxicidad de la oleorresina del jitomate (licopeno) en sangre 
periferica de ratones CD1+. 
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En los resultados de la frecuencia de EPC con respecto a los normocrómicos,  se 

puede observar que al inicio de la administración existe un comportamiento 

uniforme tanto en el grupo administrado con aceite de maíz como en los lotes 

combinados (Fig. 15). 

Con respecto al efecto citotóxico, el B(a)P produjo un aumento significativo de la 

eritropoyesis, efecto que produjeron los lotes combinados a partir de las 96 horas 

hasta las 288 horas. El máximo efecto citotóxico del B(a)P se observa a las 144 

horas de tratamiento en donde se presentó un aumento de 36% con respecto al 

tiempo basal.   

A su vez los lotes combinados mostraron incremento significativo con respecto al 

lote tratado solo con aceite de maíz, pero este incremento no fue mayor al que 

presentó el lote positivo. Esto demuestra que el licopeno manifestó protección 

contra el B(a)P siendo en esta ocasión la dosis de 10mg/kg la que presenta 

diferencia significativa en relación al grupo control presentando un porcentaje de 

protección de 16%, mayor al presentado con las otras dosis. 

Mientras que el máximo efecto anticitotóxico se presentó a las 456 horas (periodo 

de recuperación) en el que los lotes tratados con B(a)P y licopeno con las tres 

dosis, 3, 10 y 30 mg/kg, disminuyeron la frecuencia de EPC. El porcentaje de 

protección fue de 16%, 26% y 34% respectivamente, observando que la dosis 

más alta (30mg/kg) es la que presenta mayor efecto anticitotóxico.  
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12. DISCUSIÓN 

En el medio ambiente existen diversos agentes químicos que intervienen 

ampliamente en la aparición de distintos tipos de cáncer, es por eso que el 

estudio de agentes antimutagénicos es de gran importancia ya que permitirá 

establecer alternativas quimiopreventivas que a diferencia de la quimioterapia no 

ocasionen daños colaterales al paciente. 

Una posibilidad para disminuir este tipo de enfermedades es el consumo de 

alimentos ricos en antioxidantes como frutas y verduras entre los que se 

encuentra el jitomate el cual contiene licopeno, un caroteno capaz de actuar sobre 

los radicales libres presentes en el organismo. 

Para la realización de esta investigación se extrajo la oleorresina de licopeno del 

jitomate comercial (Lycopersicum esculentum), a través de un equipo Soxhlet 

utilizando la pulpa y el jugo del jitomate de acuerdo a la técnica empleada por 

Cardona y colaboradores (2006) con algunas modificaciones (34). Obteniendo un 

rendimiento de 1.143 g de extracto total de los cuales 150 mg corresponden a 

licopeno por cada 100g de pulpa seca. Dicho rendimiento fue mayor al reportado 

por Cardona y cols., (600 mg de oleorresina y 55.99 mg de licopeno/100 g de 

pulpa) debido posiblemente a la extracción secuencial con hexano, etanol, 

acetona y acetato de etilo. El hexano es un solvente no polar y por lo tanto no 

extrae tantas sustancias diferentes al licopeno en la oleorresina.  Es por eso que  

este solvente se ha utilizado en diferentes estudios de extracción de licopeno 

como el trabajo realizado por Engelmann y cols., (2008) quienes utilizaron una 

mezcla de etanol, hidróxido de potasio (KOH) y hexano para extraer licopeno a 

partir del jugo de jitomate tras un periodo de homogenización en donde al 

compararlo con otros métodos en los que utilizaban los mismos solventes pero 

diferente tiempo de homogenización y cantidad de cada compuesto de la mezcla 

el rendimiento del extracto fue tres veces mayor (35).   

 

Posteriormente se realizó la identificación del contenido de la oleorresina a través 

de técnicas de análisis instrumental tales como, cromatografía de capa fina, 

cromatografía de gases, espectroscopia de infrarrojo, resonancia magnética 

nuclear de hidrogeno, espectrometría de masas, espectrofotometría de 
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fluorescencia y de barrido con espectrofotometría de UV-Vis. Mostrando la 

presencia del licopeno, lo cual coincide con estudios presentados anteriormente 

como el de Topal y cols. (2006), quienes en su investigación de extracción de 

licopeno a partir de la piel de jitomate y análisis de solubilidad identificaron por 

pruebas cromatográficas la presencia de licopeno en un 94% y además la 

presencia de  β-caroteno pero en menor concentración (4% del total de 

carotenoides de su muestra) (36). 

 

Los datos que se muestran en la gráfica de mediciones de barrido con 

espectroscopía de UV-Vis confirman que el licopeno está presente en condiciones 

óptimas. Silverstein (1998) señala que la absorbancia máxima de licopeno en 

hexano es a 474 nm la cual coincide con las medidas obtenidas en este estudio 

(37). Además, existen otros estudios que apoyan los resultados obtenidos, como 

el realizado por Naviglio y cols. (2008) quienes hicieron  pruebas de 

espectroscopia de barrrido con  UV-Vis y espectrometría de masas,  en dónde el 

pico sobresaliente de la gráfica está entre 450 y 500 nm longitud de onda a la que 

se lee el licopeno en espectroscopía de UV-Vis. Por otra parte sus resultados de 

espectrometría de masas indicaron resultados parecidos pues el rompimiento de 

masas muestra el ion molecular del espectro  a m/z 537 lo que coincide con los 

resultados obtenidos en este estudio (38). 

 

En lo concerniente a las gráficas de espectroscopía de infrarrojo los 

estrechamientos de C-H doble enlace conjugado se encuentra a 3000 cm¯¹ que 

concuerda con los datos de la bibliografía citada (37) y con trabajos de estudio de 

compuestos del tomate como el de Nardo y cols. (2009), en donde al hacer la 

identificación de licopeno en el jugo de tomate por espectroscopía infrarroja sus 

resultados muestran al igual que en los nuestros los estrechamientos C-H  a 3000 

cm¯¹. (39). Sin embargo, su rendimiento de extracción de licopeno fue menor al 

nuestro pues ellos reportan un 5% de licopeno mientras que en este estudio se 

obtuvo un rendimiento de 13.12% esto se debe a que ellos hacen su extracción 

sólo del jugo, y en nuestro caso se hizo extracción de la pulpa y del jugo siendo la 

pulpa en donde se encuentra la mayor concentración de licopeno.  
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Todos estos resultados muestran que en la extracción, identificación y 

cuantificación del licopeno en la oleorresina son reproducibles y comparables con 

las investigaciones antes mencionadas.  

 

El licopeno debido a la alta conjugación de dobles enlaces presentes en sus 

moléculas se descompone  fácilmente por las condiciones ambientales como la 

luz, la temperatura y el aire, es por eso que a partir del proceso de extracción se  

tomaron medidas de protección para el compuesto; se protegió de los rayos 

luminosos cubriéndolo con papel aluminio, se mantuvo en una atmósfera artificial 

de nitrógeno una vez obtenido para evitar su oxidación y contaminación, pues la 

luz favorece reacciones fotoquímicas que cambian la estructura original del 

carotenoide, el calor influye en reacciones térmicas de degradación y el aire 

favorece la oxigenación de los dobles enlaces (40). 

 

En cuanto a las pruebas biológicas, primero se realizó la evaluación genotóxica y 

citotóxica de la oleorresina mediante una administración subaguda del compuesto 

en dosis de 3 y 30 mg/kg de peso, con la finalidad de descartar algún efecto 

tóxico ya que es importante recordar que toda sustancia en tóxica a ciertas dosis. 

Los resultados revelaron que el compuesto no diferencias significativas de 

EPCMN/ENC y EPC/ENC en comparación con los controles, manteniéndose así a 

lo largo del experimento, lo que indica que el licopeno no es una sustancia 

genotóxica ni citotóxica en dosis equivalentes a un consumo normal en la dieta 

humana. En diferentes estudios se ha comprobado la capacidad antioxidante del 

licopeno como en el trabajo reportado por Riso y cols. (2004) en donde a 12 

sujetos sanos se les dió por 3 semanas una dieta alta en productos derivados del 

jitomate a través del ensayo cometa sugieren que los productos del jitomate no 

sólo son buena fuente de licopeno, sino que también son portadores de β-

carotenos y de vitamina C. Además, mencionan que un consumo regular de 

productos del jitomate disminuye el daño al material genético inducido por 

diferentes especies oxidantes (41). 
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En virtud de que la oleorresina de licopeno no fue un agente inductor de MN se 

realizó un estudio con en el cual se evaluó la capacidad antigenotóxica y 

anticitotóxica de esta frente al daño producido por el B(a)P. Con respecto al B(a)P 

existen investigaciones en donde lo consideran como una sustancia peligrosa y 

nociva para la salud. Al estar en contacto largos periodos de tiempo con esta 

sustancia se ha comprobado que es altamente cancerígeno en animales y en 

humanos, puede entrar en todos los tejidos del cuerpo que contengan grasa, los 

tejidos del cuerpo lo transforman en sustancias diferentes y algunas de estas 

sustancias pueden llegar a ser más dañinas que la original (42). 

 

Para la evaluación de la genotoxicidad en este estudio, se utilizó la prueba de 

micronúcleos, que es capaz de detectar indirectamente la rotura o pérdida 

cromosómica para conocer el efecto genotóxico  de compuestos como los 

utilizados en este trabajo, diferentes autores coinciden en que la prueba de 

micronúcleos es de gran utilidad en este tipo de estudios (29, 31, 43), pues se ha 

comprobado que dicha prueba es útil para la evaluación de la seguridad 

toxicológica de nuevos productos farmacéuticos a través de la valoración del daño 

cromosómico en células anucleadas como es el caso de los eritrocitos, o bien en 

el citoplasma de células con núcleo como linfocitos. 

 

En el caso  particular de Patiño y cols. (2005) (43), en su escrito mencionan el 

beneficio de utilizar esta prueba para evaluar la capacidad carcinogénica  de los 

compuestos tóxicos del tabaco siendo los más importantes los  benzopirenos y 

dibenzoantracenos  en donde al ser activadas estas moléculas tóxicas por sí 

mismas o alguno de sus metabolitos reactivos forman uniones covalentes de alta 

afinidad con el material genético, dando lugar a la formación de aductos,  y éstos 

a su vez pueden introducir mutaciones que supongan el inicio de un proceso 

neoplásico. Una medida de inestabilidad genética inducida por estos compuestos 

es el incremento en la formación de micronúcleos, visibles fácilmente ante el 

microscopio; como los resultados presentados en esta investigación en donde la  

frecuencia de ENCMN indica que el B(a)P a dosis de 200mg/kg,  produjo un 

efecto genotóxico significativo. Además, se han reportado diversos estudios en los 



 50 

que se involucra la capacidad antioxidante de diversos productos vegetales  

contra el daño producido por compuestos como el B(a)P, tal es el caso del estudio 

realizado por Edenharder y cols. (2003) quienes evaluaron la capacidad 

protectora de extractos de alimentos como el durazno, espinacas, uvas y 

alcachofas ante el daño producido por el B(a)P a dosis de 150mg/kg, dosis 

cercana a la utilizada en este estudio, se realizaron cuentas de EPCMN por ser un 

estudio agudo y mostraron que estos extractos tienen capacidad genoprotectora  

al disminuir en un 73% la frecuencia de EPCMN, mencionan que esta capacidad 

antigenotóxica se debe a que estos vegetales son ricos en flavonoides, 

antocianinas, ácidos polifenólicos, carotenoides, terpenos, vitaminas y minerales 

todos estos con acción antioxidante (44). Resultados comparables con los 

obtenidos en esta investigación en donde el promedio del porcentaje de 

protección obtenido con la oleorresina fue de 70.2. Por otro lado, otro estudio que 

también apoya nuestros resultados es el realizado por Scolastici y cols. (2008) 

quienes evaluaron la acción antimutagénica y anticarcinogenica del licopeno en el 

material genético de células hepáticas humanas producto de la exposición a H2O2 

y a la N-nitrosodietilamina (45). En este caso el licopeno redujo significativamente 

la genotoxicidad y mutagenicidad en dichas células,determinado a través de los 

ensayos cometa y de micronúcleos, sugiriendo que   el licopeno es un agente 

adecuado en la prevención del daño producido en el ADN por agentes 

genotóxicos.  Además, es importante mencionar que se han hecho estudios en los 

cuales se ha utilizado al licopeno como agente quimioprotector ante diferentes 

situaciones de daño en distintas partes del organismo arrojando buenos 

resultados; se ha utilizado como antiiflamatorio en edema e isquemia hepática 

mostrando efectos benéficos; también lo han utilizado en taño testicular causado 

por isquemia en donde se comprobó que el licopeno puede ser utilizado como 

terapia alternativa pues disminuyó estrés oxidativo asociado a problemas de 

infertilidad y obstrucción testicular ( 46, 47). 

 

La capacidad anticitotóxica de la oleorresina de licopeno se vio reflejada en 

nuestros resultados en donde la dosis de 30mg/kg mostró mayor porcentaje de 

protección (34%) a las 456 h (periodo de recuperación) ante el daño provocado 
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por el B(a)P a 200mg/kg. Debido a lo anterior es importante recomendar el 

consumo de jitomate (Lycopersicum esculentum) y subproductos de éste como 

una alternativa para la prevención y tratamiento en distintos tipos de cáncer por 

sus propiedades antioxidantes. Asimismo, es conveniente continuar con esta línea 

de estudio para descubrir mayores beneficios de este carotenoide al confrontarlo 

con otro tipo de mutágenos a los cuales el organismo está expuesto 

cotidianamente.   
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13. CONCLUSIONES 

 

 Se comprobó la reproducibilidad de la técnica de extracción de la 

oleorresina del jitomate (Lycopersicum esculentum) mediante extracción 

hexánica en Soxhlet, se obtuvo un rendimiento de 13.12%. 

 Se identificó la presencia del licopeno en la oleorresina mediante las 

técnicas espectrofotométricas de UV-VIS, IR, fluorescencia, RMN, EM, 

cromatografía de gases debido a su absorción característica, cuyas 

evidencias se registraron a 475 nm, 3000cm-1, 3000nm, a campo alto las 

señales de metilo y a campo bajo los grupos conjugados que corresponden 

al licopeno, m/z 536.43, 2.57min, respectivamente. 

 200 mg/kg de benzo(a)pireno son suficientes para inducir genotoxicidad y 

citotoxicidad en eritrocitos de sangre periférica de ratones CD1+. 

 La oleorresina obtenida no fue genotóxica ni citotóxica en las dosis 

establecidas en el presente estudio. 

 La oleorresina redujo significativamente la genotoxicidad producida por el 

benzo(a)pireno durante el periodo de tratamiento y de recuperación. 

 En el periodo de recuperación, el licopeno en las tres dosis empleadas (3, 

10 y 30 mg/kg) disminuyó la citotoxicidad del benzo(a)pireno.  

 El efecto antigenotóxico de la oleorresina fue dosis-dependiente. 
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ANEXOS 

 

En las siguientes tablas se muestra el contenido de licopeno en alimentos 

diferentes al jitomate (tabla 2) y en subproductos de éste (tabla 3). 

 
 

NOMBRE 
CIENTÍFICO 

ALIMENTO TIPO mg/100gr 

Lycopersicum 
esculentum 

Jitomate Fresco  0.88-7.74 

Citrillus lanatus Sandía Fresco  2.30-7.30 

Prunus armeniaca Albaricoque Fresco  0.005 

Prunus armeniaca Albaricoque Enlatado 0.065 

Prunus armeniaca Albaricoque Deshodratado 0.86 

Citrus paradisi Toronja  Fresco  3.36 
Tabla 2.- Contenido de licopeno en los principales alimentos que contribuyen a su ingesta 
en la dieta.  

1 CLINTON (1998). 
2 NGUYEN y SCHWART (1999). 
3 Valores de licopeno más altos en las muestras de tomate recogidas en verano (3.8-6.6 mg/100g) que en las 
recogidas en invierno (2.6-3.2 mg/100 g) (ILSI, 1999). 
4 POTER yLINCOLN, (1950). 
5 USDA (1998) 
 
 
 
 
 

ALIMENTO TIPO mg/100g RACIÓN mg/RACIÓN 

Jitomates Fresco 3.1-7.74 130g 4.03-10.06 

Jitomates  Enlatado 11.21 125g 14.01 

Jugo de 
jitomate 
procesado 

Procesado 7.83 240mL 19.58 

Sopa de 
jitomate 

Concentrado 3.99 245mL 9.77 

Pasta de 
jitomate 

Enlatado 30.07 30g 9.02 

Salsa de 
jitomate 

Procesado 9.28 40g 3.71 

Salsa Ketchup Procesado 16.60 20g 3.32 

Salsa de 
spaghetti 

Procesado 17.50 125g 21.88 

Salsa de pizza Enlatada 12.71 125g 15.89 

Salsa de pizza En la pizza 32089 30g 9.87 
Tabla 3.- Contribución del tomate y sus productos procesados a la ingesta de licopeno en 
la dieta. (Adaptado de NGUYEN y SCHWARTZ 1999). 
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GLOSARIO 
 

Absorbancia: Cantidad de intensidad de luz que absorbe una muestra. 

Aducto: Complejo que se forma cuando un compuesto químico se une a una 

molécula biológica, como ADN o proteínas. 

Antioxidante: Molécula capaz de retardar o prevenir la oxidación de otras 

moléculas que se da a través de la transferencia de electrones de una sustancia a 

un agente oxidante. 

Benzo(a)pireno: es un hidrocarburo policíclico aromático potencialmente 

carcinógeno (a-benzopireno) y que contienen algunos alimentos, como las carnes 

y el pescado. 

Cáncer: Es un proceso de crecimiento y diseminación incontrolados de células. 

Puede aparecer prácticamente en cualquier lugar del cuerpo. 

Carotenoides: Son pigmentos orgánicos que se encuentran de forma natural en 

plantas y otros organismos fotosintéticos como algas, algunas clases de hongos y 

bacterias. 

Citotoxicidad: Es la cualidad de ser tóxico a células. 

Eritropoyesis: Proceso de formación de los eritrocitos que, en el adulto normal 

se realiza íntegramente en la médula ósea. 

Espectrofotometría: Métodos cuantitativos de análisis químico que utilizan la luz 

para medir la concentración de las sustancias químicas. 

Genotoxicidad: La genotoxicidad es la capacidad relativa de un agente de 

ocasionar daño en el material genético, originando efectos biológicos adversos. 

Licopeno: Es un pigmento vegetal, soluble en grasas, que aporta el color rojo 

característico a los tomates, sandías y en menor cantidad a otras frutas y 

verduras. Pertenece a la familia de los carotenoides como el β-caroteno, 

sustancias que no sintetiza el cuerpo humano, sino los vegetales y algunos 

microorganismos, debiéndolo tomar en la alimentación como micronutriente. 

Metástasis: Propagación de un foco canceroso a un órgano distinto de aquel en 

que se inició.   

Micronúcleos: Los micronúcleos son cuerpos citoplasmáticos de naturaleza 

nuclear, se corresponden con material genético no incorporado correctamente a 

las células hijas durante la división celular, reflejan aberraciones cromosómicas y 
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se originan por roturas cromosómicas, por errores durante la replicación y 

posterior división celular del ADN y/o por la exposición a agentes genotóxicas.   

Mutágeno: Una sustancia o agente físico que causa mutaciones, es decir, que 

altera de forma permanente el ADN de las células.  

Neoplasia: Proliferación de células, de manera persistente y anormal y 

relativamente autónoma de una serie de alteraciones estructurales en 

determinadas células con capacidad de transmisión a otras células. 

Oleorresina: Extracto natural procedente de las plantas, o una preparación 

líquida natural aromática, extraída de materia botánica usando solventes. Está 

formada casi en su totalidad por una mezcla de aceite esencial y resina.  

Quimioprevención: Utilización de sustancias químicas, naturales o sintéticas que 

ayuden a revertir, detener o prevenir el proceso carcinogénico. 

Soxhlet: Es un tipo de material de vidrio utilizado para la extracción de 

compuestos, generalmente de naturaleza lipídica, contenidos en un sólido, a 

través de un solvente afín. 
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PROCEDIMIENTO DE EXTRACCIÓN DE LICOPENO 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

                                                                                
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Lavar y pesar jitomate 

(Lycopersicum esculentum)  

Trocear en cubos de ½ cm 

aproximadamente. 

Separar el jugo de la pulpa 

utilizando una prensa y papel 

filtro (exprimir manual). 

JUGO: Congelar el jugo en 

recipientes de plástico. 

 

Descongelar en agua a 30ºC. 

y someter a ondas de 

ultrasonido. 

 

 
Enfriar hexano y agua con 

sal. 

Colocar en un embudo de 

extracción de 250 ml 

cantidades similares de jugo, 

hexano y agua con sal. 

Agitar manualmente durante 

unos segundos, abrir la llave 

del embudo para expulsar los 

gases que se forman dentro, 

cerrar y repetir (3-5 

repeticiones). 

Dejar reposar en un soporte 

universal para que se separen 

las 3 fases. 

Eliminar las fases inferiores 

(agua con sal y jugo), la fase 

hexánica (amarilla) colocarla 

en un matraz balón fondo 

plano de 250 ml. 

PULPA: Distribuir la pulpa 

sobre papel aluminio en una 

charola. 

Introducir la charola en un 

horno a 40ºC durante 36 

horas aproximadamente. 

La pulpa seca introducirla en 

un equipo Soxhlet. 

*En una mantilla de calentamiento 

colocar en un matraz balón de 

250ml entrada 24/40 con hexano y 

5 perlas de vidrio. 

*Conectar a éste un Soxhlet con la 

pulpa seca. 

*Conectar al Soxhlet un 

refrigerante con 2 mangueras para 

la circulación de agua (a través de 

una bomba sumergible). 

*Asegurar el equipo con pinzas de 

tres dedos sujetas a un soporte 

universal. 

*Dejar  3 horas para que se den 

varios ciclos y lograr una mayor 

concentración. (cubrir con papel 

aluminio). 

Recolectar el hexano en un 

matraz balón de 250 ml (color 

amarillo) y ponerlo en un 

rotavapor para eliminar el hexano 

y concentrar la oleorresina (debe 

quedar una sustancia viscosa 

amarillo intenso). Inyectarle 

nitrógeno y guardar en 

refrigeración. 
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Figura 16. Jitomate y jugo                                                 Figura 17. Secado de la pulpa de  jitomate                                                                                    

 
 
 
 

 
Figura 18. Secado de la pulpa de  jitomate                            Figura 19. Extracción Soxhlet                                                             
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Figura 20. Hexano                                                                   Figura 21. Evaporación del hexano                                 

 
 
 
 
 

 
  
Figura 22. Administración de la oleorresina               Figura 23. Elaboración de frotis sanguíneo         
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Figura 24. Tinción de los frotis 

 

 

 
Figura 25. Eritrocito normocrómico micronucleado 

 

 

 

 

 

 




