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Resumen: El amaranto es un colorante de color rojo amplia-
mente utilizado en alimentacion y cosmética. En la bibliografia
consultada no se han encontrado referencias sobre la citotoxici-
dad de este colorante por lo que se ha creido oportuno abordar
su estudio. Este estudio se ha llevado a cabo en dos lineas celu-
lares de naturaleza fibroblastica: linea celular 3T3 (fibroblastos
de origen embrionario de ratén) y linea celular FP (fibroblas-
tos de origen embrionario humano). La citotoxicidad fue eva-
luada mediante dos bioensayos: a) ensayo de rojo neutro (RN);
b) ensayo de proteina total (PT).

Se han calculado las ICs, del amaranto en ambas lineas celula-
res, observandose mayor sensibilidad al colorante con las célu-
las 3T3 que con los fibroblastos humanos.
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Abstract: Comparison of amaranth cytotoxicity in two
mammalian cell lines using rapid colorimetric bioassays. A
red dye, called amaranth, is widely used in the food and cosme-
tic industry. There are few references about cytotoxicity of this
dye; for this reason, we have considered of interest to realize this
work. This study was performed in two cell lines: human fibro-
blasts (FP) and mouse fibroblasts (3T3). The cytotoxic effects of
amaranth were evaluated by two endpoint systems: a) neutral
red (NR) uptake assay and b) total protein content (PT).

The ICsq values were calculated. The results showed that 3T3
cells were more sensible than human fibroblasts.
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Introduccion

El amaranto es un colorante de color rojo, también lla-
mado kiwicha fue en la antigiiedad el grano sagrado de
los aztecas, parece un cereal pero pertenece a otra
familia botanica. El amaranto también es una buena
fuente de minerales, sobre todo hierro, magnesio y cal-
cio. Este colorante es ampliamente utilizado tanto en la
industria cosmética como en la alimentaria. Los colo-
rantes nitricos, entre los que se encuentra el amaranto,
al llegar al tracto gastrointestinal sufren la accién de la
flora bacteriana, que posee una actividad nitroreducta-

sa responsable de la transformacién fundamental: el
enlace N =N se rompe, apareciendo aminas ciclicas
que pueden presentar distintas cinéticas de absorcién.
Esta etapa es por lo tanto primordial y ha justificado las
diversas investigaciones sobre el riesgo toxicolégico
inducido, algunos autores [1] estudiaron de los efectos
de la administracion en una sola dosis en la alimenta-
cion en ratas observando alteraciones en la membrana
del intestino delgado.

En la bibliografia consultada se han encontrado dife-
rentes estudios sobre aspectos inmunoldgicos de colo-
rantes alimentarios [2] y otros de carcinogenicidad y
teratogenicidad [3,4]. Por otro lado, algunos autores [5]
hicieron una revisién sobre la genotoxicidad de algunos
colorantes azoicos utilizados en alimentacion y cosmé-
tica. Sin embargo, son muy escasos los datos encontra-
dos acerca de la citotoxicidad de este colorante, por lo
que en el presente trabajo se ha considerado oportuno
ampliar estos estudios.

Material y Métodos
Materiales
Producto

El amaranto (N° Registro CAS 915-67-3) fue suministrado
por SIGMA. La muestra fue disuelta en agua para obtener
las concentraciones objeto de estudio (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 y
2,5 mg/ml), las cuales posteriormente se esterilizaron por
ultra filtracién con membranas Millipore de 0,22 mm de
poro. Las soluciones se prepararon inmediatamente antes de
ser utilizadas.

Lineas celulares

El estudio ha sido llevado a cabo en dos lineas celulares de
origen fibroblastico: linea celular 3T3, fibroblastos de origen
embrionario de raton y FP, fibroblastos de origen embriona-
rio humano. En cada experimento, las células fueron obteni-
das a partir de viales en congelacién. Los cultivos fueron
mantenidos en medio MEM suplementado con suero fetal




Citotoxicidad del amaranto en dos lineas celulares de mamifero

bovino al 10% y 1% de solucidén de antibidticos (penicilina
10000 U/estreptomicina 10000 mg/ml) en atmosfera de CO,
(5%) a 37 °C.

Las células son recolectadas y diluidas a una concentracion
de 2x10* células/pocillo en placas de 96 pocillos, mantenién-
dolas en incubacion durante 24h antes del periodo de trata-
miento. El experimento con las concentraciones escogidas se
repiti6 con tres ensayos independientes.

Métodos
Ensayo del rojo neutro (RN)

La técnica seguida es la de Borenfreund y Puerner [6]. Este
método esta basado en la medida de la inhibicion del creci-
miento celular provocada por la sustancia objeto de estudio,
empleando rojo neutro, colorante vital que es absorbido por
las células vivas. Después de un periodo de tratamiento de 24
h con la sustancia problema en el medio de cultivo con suero
bovino fetal (10%), se retird el medio y se aiiadié una solu-
cion de rojo neutro (50 mg/ml), y después de 3 h de incuba-
ciodn in situ, las placas se lavaron con solucion salina buffer
fosfato (PBS), y se afiadio una solucion de etanol: acido acé-
tico. La absorbancia en cada pocillo se midié a 540 nm en un
lector de placas MRX Il (DYNEX).

Ensayo de proteina total (PT)

El método utilizado es el propuesto por Knox y cols. [7],
empleando el colorante azul de Coomasie para teifiir la pro-
teina celular. Una vez finalizado el periodo de tratamiento
con las distintas concentraciones de la sustancia problema en
medio suplementado con 10% de suero bovino fetal, las célu-
las se tifieron durante 30 min. con la solucién del colorante
después de eliminar esta solucidn, se afiadié 200ul/pocillo de
una solucion de acetato potasico IM en alcohol al 70%. La
absorbancia en cada pocillo se midié a 620 nm en un lector
de placas MRX Il (DYNEX).

Resultados

Las Tablas 1 y 2 representan la media + la desviacion
estandar de los resultados de la citotoxicidad de las
diferentes concentraciones del amaranto en los tres
ensayos independientes realizados con las dos lineas
celulares. Se ensayaron cinco concentraciones de
amaranto, en un rango amplio teniendo en cuenta los
limites permitidos tanto en la industria cosmética como
alimentaria, utilizando dos ensayos diferentes de citoto-
xicidad (RN y PT).

La Tabla 1 muestra los resultados obtenidos con los
fibroblastos humanos (FP). La inhibicion del creci-
miento celular fue similar en los dos ensayos, no
observandose efecto citotoxico en ninguna de las con-
centraciones ensayadas, aunque la mayor inhibicion de
crecimiento observada fue a la concentracion mas alta
ensayada (2,5 mg/ml).

Los resultados obtenidos con los fibroblastos de raton
(3T3) se muestran en la Tabla 2. La inhibicion del cre-
cimiento celular fue muy similar en los dos sistemas
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Tabla 1. Crecimiento celular en % (media + desviacion es-
tandar) con fibroblastos humanos (FP). RN (rojo neutro),
PT (proteina total)

Concentracion (mg/ml) RN PT
0,5 90,7+3,12 ns | 87,6%1,72*
1,0 83,6+1,3* | 81,0£0,75**
1,5 76,6+6,04 ns | 88,6+3,75 ns
2,0 71,6£3,31* | 74,0+6,07*
2,5 61,6+7,12% | 82,6+1,05%*

ns, no significativo, * p< 0.01; ** p< 0.00] (1 Student)

Tabla 2. Crecimiento celular en % (media + desviacion
estandar) con fibroblastos de raton (3T3). RN (rojo neutro),
PT (proteina total).

Concentracion (mg/ml) RN PT
0,5 58,6+5,46* | 50,0+2,2**
1,0 59,0+4,56* | 69,3+6,19*
1,5 55,6+3,7* 59,6+5,5*%
2,0 47,0+£2,3** | 26,3+£3,47**
2,5 11,04£0,13** | 13,3+0,62**

*p< 0.01, ** p< 0.001(1 Student)

empleados, siendo muy relevante en las concentracio-
nes mas altas ensayadas. Los valores de las IC50 del
amaranto en esta linea celular fueron muy similares en
los dos ensayos utilizados (RN y PT), siendo de 1,81 y
1,61 mg/ml, respectivamente.

Los datos obtenidos en nuestros ensayos ponen de
manifiesto una mayor sensibilidad de las células 3T3
(fibroblastos de raton), respecto a la mostrada por los
fibroblastos humanos (FP), cuando se evalud la citoto-
xicidad del amaranto en las condiciones anteriormente
descritas.

Para el analisis estadistico de los resultados se ha utili-
zado el test de la 7 de Student.

Discusion

Los ensayos de citotoxicidad empleados en este estudio
(RN y PT) son ampliamente utilizados para evaluar la
toxicidad in vitro de productos quimicos [8]. Los resul-
tados obtenidos han mostrado que la citotoxicidad fue
similar independientemente del método de ensayo
empleado, apoyando asi el concepto de citotoxicidad
basal [9].

Sin embargo, la sensibilidad de las dos lineas celulares
empleadas para estudiar la citotoxicidad del amaranto
fue diferente, siendo los fibroblastos de raton (3T3) mas
sensibles que los fibroblastos humanos (FP). Esta sen-
sibilidad queda reflejada al observar los valores de I1Cs,,.
Cuando los ensayos se realizaron con células 3T3
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(fibroblastos de raton) los valores de ICs, fueron de
1,81y 1,61 mg/ml (RN y PT respectivamente) y con los
fibroblastos humanos (FP), estos valores fueron supe-
riores a 2,5 mg/ml.

Los datos encontrados en la bibliografia muestran
resultados de toxicidad y genotoxicidad contradictorios.
Algunos autores [10] mostraron la ausencia de genoto-
xicidad del amaranto en células germinales de Droso-
phila melanogaster. Sin embargo, otros [11] observaron
evidencia de genotoxicidad, ya que la ingestion de colo-
rantes azoicos parece ser una fuente potencial de agen-
tes genotoxicos por reduccion de estos compuestos. Por
otro lado [12], algunos utilizaron el ensayo FETAX
para demostrar el bajo o nulo potencial teratogénico del
amaranto. En 1984 otros autores [13] estudiaron la
mutagenicidad en Salmonella typhimurium de muestras
de orina de animales tratados con amaranto; mientras
que otros [14] anteriormente habian mostrado la ausen-
cia de actividad mutagénica de este colorante usando
las cepas TA98 y TA100. Algunos autores [15] obser-
varon concentraciones citotoxicas de algunos coloran-
tes azoicos utilizando células de origen fetal de hepato-
citos de rata.

Nuestros resultados estan en [a misma linea de los datos
obtenidos en la bibliografia revisada, apoyando la con-
veniencia de utilizar una bateria amplia de ensayos
tanto para evaluar la citotoxicidad como la genotoxici-
dad de un producto quimico.
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