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I. INTRODUCCION Y OBJETIVOS.

Los compuestos N-nitroso son considerados e€n la actualidad como
un grupo importante de mutagenos quimicos, ademas de posibles
agentes etioldgicos del céncer en el humano. Se sabe, en
efecto, que astos compuestos son capaces de inducir céncer en
mids de 22 espacies diferentes de animales de laboratorio,
habiéndose dascrito también una alta incidencia de cédncer de
exéfago, colon y aestémago en lugares en los que como en China,
Japdn y aste de Africa, se ingieren alimentos con alto contenido

de compuastos N-nitrosoc o de sus precursores.

Los VCOMPUQItOI' N-nitroso pueden formarse durante la coccidéon y
ahumado de los alimentos o encontrarse en bebidas alcohdlicas y
humo del tabaco. gin aembargo, se ha reportado que la mayor
axposicién de estos carcindgenos se debe a la formacién ondogoha
de los mismos en la cavidad acida dcl.csténaoo a partir de sus

precursores, aminas, amidas y nitritos que puaden consumirse en

bebidas, alimentos y medicamentos. La administracidn simultinea
de medicamentos con grupos amino tales como la oxitntracicljha Y
la pirperazina, se ha visto asociada, por ejemplo, con el

clesarrol lo de céncer an animales de laboratorio.

Se ha encontrado a la vez, que los alimentos contienan diversos
compuestos capaces de antagonizar el efecto de los mutdgenos

quimicos o da prevenir la formacién endégena de los mismos,



el

FPproveyendo asi una alternativa natural para moderar el riasgno de
exposicion a los diferentes carcindgenos quimicos con los que el

honbre estd en contacto.

En México y varios paises en vias de desarrolle, uno de los
prirncipales problemas de salud' lo constituyen las enfermedades
parasitarias por lo cual el uso de farmacos antihelminticas vy
amibicidas es muy frecuente, Entre los principales medicamentos
antiparasitarios se encuentran alguos que como la piperazina,
mebendazol, cloroquina, dehidroemetina, pamoato de ' pirantel,
iodoclorohidroxiquinolgina e hidroxinaftoato de befenio presentan en
gw estructura grupos amino o© amido. Esto puade dar lugar a la
formacidn de compuestos N-nitroso mutagénicos 'y potencialmente
carcinogénicos, de ingerirse los medicamentos junto corn alimentos y

bebidas ricas en nitritos.

Lo anterior llevdéd a plantear la presente investigaciédnrn tendiente a
evaluar la capacidad de los medicamentos citados de reaccionar con

nitrite jn vivo e in vitro y dar lugar a la formacidén de compuestos

N-nitroso mutagénicos.

Al mismo tiempo el estudio ce enfocd a detectar factares que
favorecen o interfieren con la nitrosacién de manera de presentar
alternativas para prevenir la exXposicidn de los pacientes a agertes

genotdoxicos,



BJETIVO GENERAL.

Contribuir a evaluar y prevenir el riesgo de exposicidn a

derivados nitrosados mutagénicos v potencialmente carcinogénicos

provenientes de la nitrosacidon de medicamentos antiparasitarios

aminados y nitritos provenientes de la diata.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

2.

3.

4.

S,

Determinar las condiciones qua favorecen la reaccion entre

medicamentos y nitrito de sodio 1n vitro.

Evaluar la mutagenicidad de los derivados nitrosados.

Valorar la actividad mutagénica de la orina de ratores
expuastos a los medicamentos y nitrito por via oral, como un

indicador de la nitrosacién endégera.

Caracterizar los factores que influven en la formacidn

endégena de los derivados nitrosades de los medicamentos,

Detarminar el efecto de la vitamina C sobre la mitrosac:idn

de medicamentos in vitro e in yivo, como una alternativa

Para prevenir la formacidn de compuestos mutageénicos.



I1 ANTECEDENTES

1. RELACION ENTRE CARCINCGENESIS Y MUTAGENESIS

1.1 MODELOS DE CARCINOGENESIS QUIMICA

El proceso dé carcinogénesis es muy complejo y evidentemente es
consecuencia de muchos factores que conducen a la proliferacién
autonoma de las células malignas.  La etiologia de este
padecimiento aun es muy confusa vy s6lo se han planteado
diferentes teoriaa- péra poderla explicar. El modelo de
iniciacién-promocién es uno de los mAs aceptados. De acuerdo.
con él se ha definido ai proceso de carcinogénesis como. la
transformacién de una célula normal en una célhla maligna. Para
que este procesoc se lleve a cabo se han propuesto tres etapas

- consistentes en: 1) iniciacién, 2) promocién y 3) progresion,

El pf0¢eso_ de iniciacién se refiere a la conversién de una
simple célulé normal en una célula pre-maligna en forma
| irfeversible. mientrage qQue la progresion sé refiere a la
_hﬁplificaciOn' de esta clona y al desarfollo de un' estado
ihvasiﬁo. que avanza hasta dar lugar a Jla formacién de

metastasis (Troako y Cheng, 1984).

‘La_ iniciacion del proceso de carcinogénesis puede ser producida

por diferentes factores que sean capaces de fijar una mutacion



en forma heredable al ADN. Entre 1los principales agentes
responsables de producir ese tipo de lesiones al ADN se han
identificado factores fisicos como las radiaciones naturales o
inducidas, asi como la formacioén de radicales libres generados
en muchas ocasiones por 1los procesos metabélicos normales del
organismo. Dentro de estos agentes capaces de desencadenar el
proceso de carcinogénesis, se encuentran compuestos cuyo
contacto se puede evitar o moderar, tales como los contaminantes
ambientales o de émbienten laborales, mutdgenos quimicos

provenientes de alimentos, medicamentos o tabaco.

El dafio produgido al ADN por cualquiera de estos compuestos no

es necesariamente traducido en mutaciones o muerte celular ya

que la célula cuenta con diferentes mecanismos de reparacioén,
En ‘efecto. una mutacion al ADN es el resultado de la falta de
reparacién o de una reparacién incorrecta que en ambos casos
conducen a que una iesion al ADN pueda ser heredadé de una
célula a las células hijas. El dafio producido al ADN puede o no
causar alteraciones al fenotipo y puede permanecer en la célula

como una'lesion que le confiere el caracter premaligno.'

El dafio al ADN no reparado, puede ademaa de inducir mutaciones
heredables, producir efectos letales los cuales se traducen en
muerte celular. Este efecto citotoxico puede actuar como un
estimulo mitético, induciendo hiperplasia de 1las células

inducidas hasta pasar una forma premaligna a una forma maligna.



Consecuentemente el funhcionamiento efective de los sistemas de
reparacién tiene un papel muy importante en las etapas de
Iniciacién de carcinogénesis. Con base a estos hallazgos 8e ha
considerado por un lado, que los farmacos citostaticos cuyo dafio
no puede ser corregido por el sistema de reparacidédn por escisidn
son  los mas peiigrosos para la salud, mientras que por otro, se
ha mostrado que la presencia de sistemas de reparacién propensos
A error es' necesaris para poner de manifiesto la actividad de
algunos mutagenos quimicos o de agentes como la luz ultravioleta
(Elledge y Walker 1983, Inman et al. 1983, Trosko y Chang 1984,
~ Trosko 1986) .,

El principal mecanismo de reparacién libre de error que se ha
identificado tanto en cepas de Escherjichia c¢oll, Salmonella
typhimurium, células de mamifero como los fibroblastos, asi como

en los seres humanos, gracias al estudio de pacientes con

Xeroderma pigmentosum, e el mecanismo de reparacién por .

escision. Para que este mecanismo de reparacién se lleve a cabo
se requleren varias enzimas como las correndonucleasas Uvr que
hacen un cﬁrte en el extremo S' de la base déﬁada mediante la
hidrélisis de enlace fosfodiester, La Uvr endonucleasa es una

enzima constituida por tres subunidades que son el producto de

los genes UvrA, UvrB y UvrC. La UvrA realiza el reconpcimiento'
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primario de 1la 1lesién, sin embargo a falta de alguna de estas
otras dos subunidades no se puede realizar el corte., Se ha
propuesto  que la subunidéd UvrB es probablemente la mas

eficliente en 1la escisién de la base dafada ya que es la que se

encuentra con mayor abundancia en la célula (Lindahl, 1982),

Una vez escindido el nucleotido dafiado éste es eliminado junto
con alguna otras bases adyacentes por la actividad
exonucleolitica 5' ___ 3' de la polimerasa 1. Finalmente la

brecha se llena también por la accién de la polimerasa usando

como templete la hebra no dafiada y 1los extremos de las dos

cadenas 'sqn unidos por 1la accién de una ligasa (Sargenti y

Smith, 1985).

b, I | R e
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1.2 LOS COMPUEST(US N-NITROSO COMO INICIADORES DEL PROCESO DE

CARCINOGENESIS

Como ya se ha mencicnade los compuestos nitrosados son capaces
de inducir mutaciones al introducir grupos alquilos al ADN. En
particular, la alquilacién del oxigeno 6 de la guanina se ha
identificado frecuentemente en las células de tumores inducidos
por estos compuestos, por lo cual se considera que este tipo de
lesion estd involucrada en la fase de iniciacion del cancer

(Bartsh y Montesano, 1984, Preussman y Stewart 1984, Shank

1975).

En cuanto a 8su actividad carcinogénica, existen diferencias
notables en el comportamiento de 1las nitrosaminas y las
nitrogamidas. Estas utimas por ser agentes alquilantes directos
gon capaces de inducir cAncer Yy tumores cerca del sitio de
aplicacién. Es por ello que 1la mayoris de las nitrosamidas
producen tumores de piel despueé de su aplicacién tOpica o
subcuténea, Mientras que al administrarse por via oral, 1nducen
tumores en el tracto digestivo, especialmente en el esdfago,
aunque pueden favorecer 'tambien el deaarrollo de céncer en la

boca o en el estomago. Por otro lado, la administracién de

| nitrosamidas por via peritoneal induce cancer de intestino o

.tUmofes en la cavidad peritoneal vy la administracién por via

parenteral da lugar en la mayoria de los cascs a tumores

pulmonarés a excepcion del grupo de las N-nitroso-alquil-ureas,
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las cuales se han detectado como agentes neurocarcindégenos
(Mirvish et al. 1987, Schmahl y Habs 1980, Praussman y Stwart,
1987).

Las nitrosaminas, al contrario, por no ser activas por si solas
no producen tumores en el sitio cercano a su aplicacién ya éue
deben ser transformadas metabdlicamente. Asi pues, su via de
administracién no influye en su especificidad por algun 4rgano
(organotropismo). La especificidad de las nitrosaminas por un
sitio blanco depende maAs bien de factores tales como la
naturaleza quimica del compuesnto, la doais empleada y la especie

animal en la cual se administre el compuesto,

Se sabe que el necanismo de activacién de las nitrosaminas es
por lo general 1la c-alfa-hidroxilacién y que la presencia de
substituyentes del hidrogeno en posicién alfa disminuye no sélo
su actividad mutagénica sino su potencia carcinogénica, Asi, la

N-nitrosopropil-amina es m&s activa que su isémero N-nitrso-di-

propilaminas. Este efecto no sélo se ha demotrado con las

nitrosaminas alifAticas, sino que se observa también con las
nitrosaminas aromaticas; por ejemplo que la 1-a-din1tr6-
sopiperazina es'mAs carcinogénica que la 2-6-dimetil-N-pitroso-
piperazina (Preussman y Stwart 1984, Poor et al.1980). Se sabe
adem&s que al incrementar el numero de carbonos de la cadena
lateral de 1las N-hidroxialquil-N-nitrosaminas aumenta su po-

tencia carcinogénica (Maekawa et al. 1986). Las N-alquilari}]
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nitrosaminas son carcinogenos muy potentes posiblemente por la
formacién de iones electrofilicos aromaticos o iones fendlicos

formados después de la activacioén metabédlica (Preussman 1983).

En estudios de carcinogénesis jn vivo se ha encontrado que a

doeis altas Be puede reducir el tiempo de induccién de un tumor
hasta un punto en el cual el compuesto no sea téxico o no llegue
a saturar las vias de activacién metabdlica, Sin émbar;o. otros
trabajos sefialan que el efecto de la dosis empleada no es solo
cuantitativo s&ino que en muchos casos puede dar lugar a
diferencias‘. cualitativas en cuant¢ al tipo de tumores
prodﬁcidos. Por ejemplo, la ﬂ-nitrbsodietilamina a dosis altas
induce preferentemente tumores hepaticos en las ratas mientras
que av dosis bajas en los mismos animales induce tumores de
lengua vy faringe, siendo muy escasos»loé tumores hepaticos, Con
nitrosaminas ciclicas se ha encontrado también que las
diferencias de dosis producen variaciones en el organotropismo
del compuesto, como es el caso de la ﬂ-nitroao-dimetilfenilamina

que a dosis bajas induce preferentemente adenocarcihomas de la

nariz y a dosis altas produce ademas papilomas de estfago

(Crampton 1980, Guess y Hoel 1977, Lijinsky 1982a, Lijinsky y
Taylor 1978).

Las diferencias descritas en el organotropismo en distintas

especies obedece ien parte al tipo de metabolismo del animal en

que se estudie. La dietilnitrosamina, por ejemplo, induce

- 10 -
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cidncer de higado en diferentes especias pero no en el hamster
chino; en ratén no induce cancer de rifion lo que si ocurre en la
rata, puerco y pollo eh. los. cuales genera adenocarcindma de
rifén (Schanhl y Habs 1980, Lijinsky et al., 1987). Se ha
sefialado que la susceptibilidad‘ a los carcindgenos esta
influenciada por 1a edad del anim§1 en estudio, incremeﬁtandose
la resistencia a 1las nitrosaminés con la edad de las ratas

(LijJinsky y Kovatch 1986).

Aunque la carcinogenicidad de los compuestos N-nitroso ha sido
suficientemente demostrada en eétddiosvén animales, no ha pddid6
ser corroborada en el ser humano. 'Existen en efecto, pocas
evidencias directas de que este grupo de compuestba sea
directamente responsable del céncer en el hombre. En el caso de

las N-nitrosoureas que se emplean como agentes antitumorales se

ha reportado 1la aparicién de leucemia no linfAtica después del

tratamiento con ellas. A la vez que se ha identificado la

presencia de nitrosaminas especificas del tabaco en la saliva
de personas en alto riesgq'de adquirib_cahcer de lengua, por el

consumo de rapé (Prokopozyk et al. 1987).

De 290 compuestos N-nitroso evaluados en 39 especies diferentes,

se *ha encontrado que el 92% de ellos son carcinogénicos (tabla

1) (Bogovsky y Bogovsky 1981). Existen datos que indican que al

‘ser humano, al ser capaz de activar las nitrosaminas al igual

que los animales, puede también ser sensible al efecto

- 11 -
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carcinogénico de los compuestos N-nitrosc. En efecto, se ha
visto que telidos humanos tales como bronquios y eséfago,
metabolizan las N-nitrosaminas produciendo derivados
alfa-hidroxilados capaces de producir la alquilacién de leas
bases de ADN de las células de dicho tejido (Harris et al. 1977,

Preussman 1983).

- 12 -
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TABLA I

CARCINOGENICIDAD DE COMPUESTOS N-NITROSO

COMPUESTO

NITROSAMINAS:
SIMETRICAS
ASIMETRICAS
DINITROSAMINAS
CICLICAS

NITROSAMIDAS

NITROSOUREAS
NITROSOGUANIDINAS

- NITROSOURETANOS

OTRAS NITROSAMIDAS

TOTAL DE COMPUESTOS
N-NITROSO

FUENTE: - (PREUSSMAN 1983) .

PROBADAS

49
80

204

55

13

86

290

- 13 -

POSITIVAS NEGATIVAS

41 8
68 12

4 0
60 Y

173 (85%) 31 (15%)

s3 2
5 3
13 | o
—8 —a
79 (92%) 7 (8%)

252 (87%) 38 (13%)
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1.3 RIESGO DE CANCER POR LA FORMACION ENDOGENA DE COMPUESTOS
N-NITROSO

Se considera en la actualidad que la principal fuente de
exposicidn del ser humano a los compuestos N-nitroso
potencialmente carcinogénicos, la constituye su formacién dentro
del organismo al reaccionar nitrites y aminas que se ingieren

Junto con bebidas y alimentos o medicamentos.

Se calcula que en los Estados Unidos el consumo diario de
nitrosaminas preformadas es tan £6lo de alrededor de 2 mg por

persona {(Preussman 19683, Lijinski, 1982).

- En animales de experimentacién se ha comprobado que la formaciéon

endbgena de nitrosaminas puede dar lugar al desarrollo de céncer
Bi Be exponen a ellas en forma continua (Tabla II) (Lijinski

1980).

En los estudios de carcinogénesis 1nduc1&a por la formaciéon de
compuestos N-nitroso jin vivo ha sido muy dificil demostrar la
formacién de tumores con compuestos cuya reaccién de nitrosacién
ocurre lentﬁmeﬁte debido a que normalmente el nitrito se

administra en el agua y la amina en los alimentos ya que en

dichas condiciones de ensayo, 1los dos reactivos no llegan

facilmente a estar en el estdmago simultAneamente y en

concentraciones adecuadas. Asi por ejemplo, aunque es bien

- 14 -

s P A AT £ A v S

s Gy Y RS




Nl L e it T it M o o P o e A i P i e

i R b e o

i R e b G T s o

conocida la carcinogenicidad de 1los derivados jN-nitroso de
dietilamina, piperidina, tiociclo-hexilamina, N-metilacetamida,
citrulina y metilguanidina, no se ha podidc demostrar la
formacién de tumores en roedores tratados con nitritd y dichos
compuestos (Druckey et al. 1973, Mirvish et al, 1975, Lijinsky
1980).

En lo que concierne &8 las poblaciones humanas, existen
evidencias {ndirectas de que el  consumo de precursores de
nitroqaminas ¢ de las propias nitrosaminas constituyen un factor
importante en el riesgo de céncer. Al estudiarse
comparativamente dos regiones de China con alto y bajo riesgo de
cdncer de eséfago en el hombre y los animales domésticoe se
encontrdé que el contenido de nitrosaminas especialmente en los
vegetéles fué muy superior en las regiones de alto riesgo.
Ademnds, el contenido de aminas secundafias y espccialmante de
nitrito en el ,suglo y los granos fué del doble de lo que se
detecté en el 4rea de bajo riesgo (Lu et al. 1986, Yang et al,
1980). En otros estudios se ha sehalado.que el contenido de
nitrito y nitrato en lugares con altb riesgo de céAncer como
Colombia, es muy elevado (Cuello et al. 1976). £l céncer
nasofaringeoc Be ha visto también que es muy frecuente en la
regién cantonesa de China, en Tunez y en grupos esquimales del
este de Groenlandia. En estos lugares se encontré que en los
alimentos que las poblaciones consumen con una frecuencia nayof

de tres veces por semana hay un 8lto contenido de nitrosaminas y

- 15 -
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SuU8 precursores, espécialmente en los pescados preservados de
China y Groenlandia y en carnes de carnero de Tunez (Poirier et

al, 1987}.

El tabaquismo es posiblemente el factor etioldgico del caAncer en

el humano que mads se ha estudiado, habiéndose demostrado que las

nitrosaminas propias del tabaco pueden formarse en la saliva de

personas con el habito _de mascar tabaco y rapé en un area

central de Rusia (Zardie et al. 1985, Belinsky et al. 1987).
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TABLA 11

AMINAS QUE PRODUCEN CANCER DESFUES DE LA REACCION

COMPUESTO

MORFOLINA
METILBENZILAMINA
HEPTAMETILAMINA
HEPTAMETILENENEMINA
CLORODIAZEPOXIDO
TOBULTAMIDA
AMINOPIRINA
MONUROM

. DISULFIRAM

OXITETRACYCLINA
LUCANTONA
METAPIRILENO
METIL-DODECIL~-AMINA
THIRAM

PIPERAZINA
METIL-UREA

ETIL-UREA

DE NITROSACION IN VIVO

ORGANO AFECTADO

HIGADO

ESOFAGO

PULMON, ESOFAGO

PULMON, ESOFAGO

TRAQUEA, SISTEMA NERVIOSO
ESTOMAGO, HIGADO

HIGADO

ESTOMAGO, HIGADO

, fSOFAGO

HIGADO
HIGADO
HIGADO

- VEJIGA

ESTOMAGO _
PULMON, 'ESOFAGO

SISTEMA NERVIOSO CENTRAL,

PULMON, ESOFAGO

 SISTEMA NERVIOSO CENTRAL,

PULMON, ESOFAGO

—17-

REFERENCI1A

123, 224

123, 225



COMPUESTO

N-METILANILINA
CIMETIDINA

TABLA II

ORGANO AFECTADO

PULMON
ESTOMAGO

- 18 -

REFERENCIA

155
203

o e A, S 1y ST RO

LA £ e T G s i



e

2. ANTIMUTAGENESIS
2.1 DEFINICION Y CLASIFICACION DE ANTIMUTAGENOS

El termino antimutageno se refiere a un factor o compuesto que
es capaz de reducir la frecuencia de mutacién tante natural como
inducida. Sin  embargo, en el estudio del fenémeno de
antimutagénesis deberd tenerse la precaucioédn de diferenciar la
antimutagénesis verdadera de la aparente. Debe entenderse por
antimutagénesis verdadera la reduccién del numero de revertantes
o mutantes, B8in qQue ésto se deba a una reducciédn falsa debida a

la muerte celular (Clarke y Shankel 1975).

En la naturaleza existeh un gran numero de mutagenos que actiuan
por diferentes mecanismos, lo mismo ocurre con los
antimutagenos. Estos Ultimos han sido clasificados de acuerdo a
sus diferentes mecanismos de accion en dos grupos principales:

desmutédgenos y bioantimutégenos. El término desmutageno se

-fefiere a compuestos quimicos o p?ocesos bioquimicos que actuan

fuera de 1la ceélula, mientras que el término bioantimutageno se
ha empleado para designar aquellos ¢ompuel£os o factores que
intervienen intracelularmente cuando el dafio hl ADN inducido por

un mutdgeno ya ha sido producido.

Dentro del grupo de los desmutigenos se encuentran inactivadores

- quimicos o enzimaticos de 108 mutigenos, procesos de

- 19 -
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inactivacioén fisica por la adsorcioén del mutdgeno a un compuesto
de alto peso molecular, compuestos o factores que impidan la
activacion metabdlica de un pro-mutdgeno y finalmente aquellos
factores que impiden 1la formacién de los mutAgenos a partir de
SUS precursores. Dentro del grupo de los bio-antimutdgenos se
encuentran aquellos que promueven la reparacién inespecifica,
como es el caso. de la reparacién por un mecanismo de
recombinacién de dos segmentos del ADN, Otro tipo de
bicantimutAgenos  puede actuar estimulando 1los procesos de
reparacién libres de error o inhibiendo el proceso de reparacién
SOS propenso a error, asi como incrementando la fidelidad de la
ADN polimerasa en los procesos de replicacién (Kada 1981, Kada

et al. 1986).

- Los compuestos antimutagénicos pueden también actuar como

anticarcinégenOl. por lo que se ha planteado que la amplia
distribucibn de anticarcindégenos en la naturaleza es una forma
natural de moderacién a la expoeiciédn 4 mutdgenos Yy
carcinégehoa (Amés 1983). Entre los anticarcindégenos se

distinguen dos grupos de compuestos que son los bloqueadores y

~los  supresores o antipromotores. Los primeros impiden que un

carcinégeno sea. biotransformado y llegue a la célula blanco y el
segundo grupo son los que impiden que una vez que el proceso de
carciongénesis Be ha iniciado se desarrollen los subsecuentes

pasos de promocién vy progresién (Hayatsu et al. 1981, Kenedy y

Litte 1978, Moon et al. 1983, Wattenberg 1978, Wattenberg 1983),

- 20 -
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La mayoria de los antimutagenos v anticarcindgenos conocidos han
sldo encontrados entre los componentes de la dieta. Existiendo
por otro lado evidencias de que una dieta rica en veéetales esta
frecuentemente asccilada a una baja incidencia de caAncer. Asi se
demostré que el riesge de cancer de colon es menor en personas
que consumen frecuentemente col, brécoli y frijol.
Posteriormente, Be aislé de 1la semilla de frijol un compuesto
proteico con un peso molecuar de 8000 daltons, demostrandose
que esta proteina posiblemente anticarcinogénica, inhibe los
efectos de las radiaciones con rayos X, funciona como un
inhibidor de proteasas y es capaz de capturar radicales libres
de oxigeno (Yavellow et al. 1982, 1983). Otros compuestos de
la dieta que como los retinoles y las flavonas son capaces de
atrapar radicales libres del oxigeno pueden 4{gualmente
interferir con el proceso de induccién de carcinogénesis en
animales de laboratorio. Los retinoles por su parte son capaces
de disminuir lag enzimas que incrementan el fendmeno de
promocién del cancer estimulado con ésteres de forbol, como es

el 'caso de 1la ornitina descarboxilasa. A su ves los comhuestos

‘del tipo de la flavonas inhiben la formacion de las oxigenasas,

enzimas que son responsables de la agtivacién de los hidrbcarf
buros aromAticos como el benzo-(a)-pirenc (Baird y Benbaum 1979,
Bowtwell 1983, Sani et al, 1984, Verna et al. 1979, Wattenberg y
Leong 1970). El retinol presente en alimentos es otro de los
anticarcinégenos mas' importantes que gracias a sus propieda-

des antioxidantes es capaz de inhibir el cancer de

- 21 -



glandula mamaria, recto y vejiga en animales de laboratorio.

(Graham et al. 1983, Moon et al. 1983).

Ademas de los antimutadgenos y anticarcinégenos va mencionados en
vegetales verdes y frutas se han detectado un gran numero de
compuestos que como la clorofila, carétenos, tocoferoles,r
esteroles vegetaleﬁ. sales de selenio, flavonoides metilados,
isotiocianatos aromdticos muestran actividad antimutagénica en
pruebas realizadas in vitro, tales como los sistemas bacterianos
de S. ¢typhimurium y E. colj (Alekperow et al. 1981, Barale et
al. 1983, Lai et al. 1980, Minakota et al. 1983, Morita et al.
1983, Newberne et al. 1983, Ong et al. 1986).

Otro grupo de compuestos antimutagénicos que se han encontrado
en la naturaleza son aguellos que como el cloruro de cobalto.

presente en la placenta humana estimulan los mecanismos de

reparacién por recombinacién. Otros {ones metdlicos como el
platino, a bajas concentraciones inducen el mecanismo de
reparaciédn por escision. En los vegetales se han detectado

también otros compuestos como @l 4cido tanico, pirogalol vy
aldehido de la canela inducen las correndonucleasas Uvr (Farm et

al. 1986, Kada.y Kanematzu 1978, Ohta et al. 1983, Shimoi et al.
1986).

Dentro del organismo. se encuentran también substancias que son

capaces de interferir con la actividad de los mutdgenos, tal es

- 22 -
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el casc de la hemina que se tonoce que puede impedir in vitryo
la activacién metabolica de derivados mutagénicos productos de
la pirolisis de aminas aromdticas. También se ha demostrado que
en las muestras de heces humanas se encuentran presentes algunos
compuestos como los 4cidos grasos linolénico y linoleico que
son capaces de antagonizar el efecto mutagénico de numerosos
compuestos como el benzo-(a)-pireno, productos de pirélisis del
triptéfano, metil-imidazo quinolinas y aflatoxina B en cepas de
S,  typhimurium, posiblemente mediante la inhibicioh de BU
activacion metabdlica (Hayatsu 1981, Hayatsu et al. 1961).

- 23 -



2.2 SUBSTANCIAS QUE INHIBEN LA FORMACION DE LOS COMPUESTOS

N-NITROSO

La formacién de los compuastos N-nitroso puede ser inhipida por
diferentes compuestos que se encuentran naturalmente
distribuidos en las plantas, dentro de 1los cuales se ha
encontrado que la cafeina, A4cido cafeico, alfa-tocoferoiea
(Vitamina E), Acido ascérbico (Vitamina C) pueden inhibir la

formacion in vitro de compuestos N-nitroso o pueden asi mismo

inhibir 1la formacién de tumores en los animaies tratados con

nitrito de sodio, aminas, amidas o ureas,

Se demostrd que en una reaccién {n vitro en jugo gastrico
sintético, el A4cido cafeico y el Acido ferulico reaccionan en

forma equimolar con el nitrito de sodio funcionando de este modo

como bloqueadores de la reacciédn de nitrosacién. La presahcia -

de substituyentes en el anillo del Acido cafeico, como ocurre en

el caso de terbutil hidroxianisol y del trolox, disminuyé la

eficiencia de 1los compuestos fendlicos para reaccionar con el

nitrito de sodio (tabla III). La eficiencia del Acido cafeico y

-de la cafeina se pudo demoétrar también en su-capacidad‘de :

reducir tumores: en ratones tratados con nitrito de sodio y

nitroscomorfolina o en ratas tratadas con aminopirina y nitrito

de sodio. El Aacido galico es otro compuesto fendlico, capaz de

inhibir la formacién de los compuestos N-nitroso {n vive
(Mirvish et al, 1975; Kuenzing et al. 1984).

- 24 -



TABLA 111,

COMPUESTOS QUE INHIBEN LA REACCION DE MITROSACION
DE AMINAS Y AMIDAS,

COMPUESTO o FORMULA FUENTE - REFERENCIA,
: w (] i
- ACIDO~ASCORBICO n FRUTOS CITRICOS 153, 157, 160
. ) “'..m 0 () [
) “ m .

. g % iy |
ALFA-TOCOFEROL "o “ HUEVO, CARNES, ACE]- 157
AL TE DE MAIZ

Ch = CHOOON o o
ACIDO CAFEICO TE NEGRO, CAFE 114, 160
- EHONCOON
 ACIDO FERULICO @w, LEGUMBRES Y VEGETA- To114
LES,
~ HIDROXITERBUTIL- @.g-,.,' VERDURAS | 114
ANISOL., - cOpHy |
| S o 23 coon |
TROLOX @} | o
R o oy VERDURAS 114
& o ' '
o . i 8o on . _
ACIDU GALICO | +VERDURAS . 114, 160
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El alfa-tocoferol que es el principal componente de la vitamins
E es un fenol altamente lipofilico que puede inhibir la reaccion
entre compuestos aminados y nitrito de sodio en fase organica o
en enmulsiones, o en una matriz de lipidos. El alfa tocoferol
reacciona con nitrito de sodio reduciendo el nitrito a mondxido
de nitrégeno (Fig. 1). Se ha demostrado que este compuesto
puede inhibir fuertemente la formacién de N-nitrosobutil amida a
partir de N-butilamida, Se han descrito otros fenoles como el
4-metil-catecol que inhibe la reaccién de nitrosacién a
concéntraciones nuy altas, pero por el contrario, a

concentraciones muy bajas reacciona con acido nitroso formando

compuestos nitro que catalizan la reaccién de nitrosacién. En

el caso del alfa-tocoferol debido a que el anilla esta

completamente substituido no pueden ocurrir las reacciones
cataliticas. Por otro lado se ha demostrado que la vitamina E

inhibe in vivo la reaccidn entre 1la morfolina y el nitrito,

~ademds , gracias a su efecto antioxidante puede inhibir la

formacién de tumores de piel, decreciendo los niveles de

_ornitina‘ descarboxilasa, glutatién 1libre y disulfoxido de

‘glutatién; '\todos ellos compuestos involucrados en la promocion

del cancer. Por otro lado no se ha demostrado que el alfa-

toéoferol 'mea carcinogénico por s8i so0lo, Bin embargo, existen

-ev;dencias de que puede promover el cancer de colon inducido por
dimetil-hidrazina (Mirvish 1986, Perchellet et al. 1985, Toth y
Patiel 1983).

- 26 -
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FIGURA 1. REACCIONES DE OXICOREDUCCION ENTRE EL ACIDO
ASCORBICO, ALFA-TOCOFEROL Y NITRITO DE SODIO.

OXIDOREDUCCION ENTRE
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El A4cido ascédrbico reacciona con el nitrito de sodio mediante
una reaccion de o6xido-reduccioén formadndose monoxido de nitroéogeno
y 4Acido dehidro-ascérbico (Fig. 2), ocurriendo esta reaccién
especialmentea a un pH menor de 5.0. La reacciodn entre el acido
ascérbico y el nitrito de sodio se lleva a cabo mediante un
ataque electrofilico del agents nitrosante al agente reductor.
la afinidad del agente nitrosante es mucho mayor sobre dicho

agente reductor que sobre la amina por lo que se ha demostrado

en reacciones {n vitro que este compuesto puede inhibir la

formacién de diferentes compuestos u-nitroso{ Sin embargo, se

~ha visto que el monéxido de nitrégeno formado durante la

reaccion con el acido ascérbico y el nitrito, al reaccionar con
e]l agua regenera el Acido nitroso en la mezcla de reaccién,
razén por la cual se ha visto que para {nhibir la nitrosacién de
aminas sacundarias, que aes mAs radpida que con las terciarias, se
requiere de una relacion molar de (1:2) de (nitrito : 6c£do.-
ascorbico, mientras que en el caso de las aminas terciarias como
la oxitetraciclina, una relacién equimolar de vitamina C: 4&cido

ascédrbico (1:1) 1inhibe en un 100% la reacciédn de nitrosacion
{Bunton et al. 1959, Mirvish 1972).

El Acido ascérbico puede, ademds, inhibir la actividad
mutagénica de 1la N-metil-N-nitrosoguanidina en presencia de
iones cuproso (Cu+). Se sabe que la generacién de perdédxido de
hidrégeno durante el proceso de auto-oxidacién del Acido

ascérbico es capaz de producir la descomposicién del compuesto.

- 28 -
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Pudiendc esta reaccidn ser inhibida por un agente quelante como
el EDTA. Sin embargo, el A4cido aEecérbico no es capaz de
disminuir jn vivo las mutaciones 4{nducidas por la MNNG en S.

typhimurium TA100 en el ensayoc via el hospedero en ratén (Norkus
y Kuremzing 1985).

A pesar de lo anterior se ha demostrado que el &cido ascorbico no
solo bloquea la reaccién de nitrosacién jn vitro, sino que al ad-
ministrarse a animales tréféddsygon nitrito de godic y compuestos
aminados como la aminopirina, dimeﬁllamina. metilurea, y prolina,
se 1nhiben tanto las mutaciones detectables en bacterias por el
ensayo via el hospedero como la frecuencia de tumores inducidos
por la nitrosacion endégena de compuestos aminados (Barale et al.

1986, Greenblat et al. 1973, Linitas et al. 1982, Mirvish 1986).

En un estudio realizado 'en perros se puso en evidencia que in
vivo se requiere una relacion molar de (3:1) de ascorbato de so-
dio con respecto al nitrito de sodio para lograr un 7i% de
inhibicién de la nitrosacion de la dimetilamina (Linitas et al,
1982) . Resultados semejantes se dieron a conocer posteriormente
en otro estudio, en el cual una dosis 10 veces mayor de vitamina
c, a la requerida para inhibir la reaccién in vitre, no
fué cépaz de qisminuir los niveles de excrecibn urinaria de
N-nitrosoprolina a 1la linea basal encontrada antes de que un
grupo de voluntarios ingirieran prolina y nitrito (Leaf et al.
1987). Estos resultados indican que 1la 4inhibicién de

las reacciones de nitrosaciéon jin vive parecen
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estar influenciados por diversos factores como el pH, solubili-
dad de 1los compuestos y la rapidez de absorcién de cada uno de

ellos (Linitas et al. 1982).

Aunque el efecto de la vitamina C sobre mutAgenos ya formados se
ha discutido mucho, existen sin embargo evidencias, de que la vi-
tamina C es capaz de alargar el periodo de induccién de cancer,

asi como de reducir la gravedad de los tumores en animales de la-

boratorio tratados con dimetilhidrazina, dietilmetilestrol y di-

metilnitrosamina. Paralelamenta se han reportado datos que aso-

cian la carencia de vitamina C a una frecuencia mayor de cAncer

de estémago, esdfago, laringe, boca y cervix (Mirvish 1986).

Sin embargo, el enpleo de la vitamina C para prevenir el efecto
de mutagenos quimicos debe tomarse con mucha reserva ya que se ha
demostrado que como resultado de 1la generaciédn de perédxido de

hidrogano y rvadicales 1libres en el proceso de autooxidacién de

este compuesto, el 4cido ascérbico es capaz de inducir rompi-

mientos en la cadena del ADN. (Shamberger 1984). Ademll.,exiatah :-

evidencias de que la sal sédica del Acido ascérbico puade actuar
como promotor del caAncer da vejiga e incrementar el caéncer de
nariz inducido :por el tabaco, asi como el cancer de eﬁbfago
inducido por dietilnitrosamina (Fukushima et al. 1986, Mirvish
1986, Shamberger 1984). Lo expuesto no anula 1la posibilidad

de emplecar la vitamina C como un agente protector sino que

- enfatiza la necesidad de hacerlo mediante el estudio cuidadoso de

las  condiciones en las que interfiere con cada compueato

mutagénico particular.
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3. GENERAL.IDADES SUBRE IJOMPUESTOS N-NITROSC
3.1 DFINICION DE COMPUESTOS N-NITROSO

Los compuestos N-nitroso constituven un grupc extenso de
productos quimicos cuyc 1interés de estudio surgié desde 1956
cuando Mac Gee y Barnes pusieron en evidencia la capacidad
carcinogénica de 1a N-nitrosoldimetilamina. FPosteriormente se
detectd la capacidad carcinogénica de diferentes compuestos
quinmicamente asoclados como son la nitrosometilurea y
N-nitrosodietilamina, Con estos estudios se puso de manifiesto
la actividad biolbébgica de 1los compuestos |N-nitroso,
incrementéndose el interés por el estudio de sus posibles
implicaciones en el céncer humano, asi como en la 1Qentificéc16n

de las formae de exposicién a estos agentes (Preussman y

Stewart 1984).

Los compuestos N-pitroso se definen quimicamente como el
pfoductd de la reaccién catalitica a pH #&cido entre el fon
nitrito y diferentes compuestos nitrogenados. Estos compuestos
Be lubdividen en nitrosaminas y nitrosamidas de acuerdo con el
compuesto nitrogenadd que ha dado lugar a su formacién. Se
denominan nitrosaminas los productos de la reaccién del nitrito
con aminas Becundarias alifaticas (dialquilaminas, diaril y
dialcorilaminas), aminas ferciarias alifaticas y aminas |
secundarias Yy terciarias heterociclicas, derivados pirimidinicos

y”enaminas. Las nitrosamidas son, por su parte, el producto de
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la reaccién de N~-alquilureas, N-alqui-carbamatos,
hidroxilaminas, hidrazinas, hidrazonas y N-alquilamidas (Chow
1973, Fielder et al. 1972, Lijinsky et al. 1972, Mirvish 1975).

La reacciétn de nitrosacién de los compuestos aminados que dan
lugar a 1la formacién de compuestos N-nitroso, (Tabla IV) se
lleva a c¢abho con agentes nitrosantes como 6xidos de nifrbgeno.
(NO, Nad3), .cloruro o bromuro 4e gitrilo,(NOCl, NOBr), sulfuro

de nitrlld” y de tetrafluoroborato de nitrilo ('NOF4BO4).

- (Mirvish 1975, Preussman y Stewart 1984).

- 32 -
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3.2 CINETICA DE LA FORMACION DE COMPUESTOS N-NITROSO

La cantidad de producto N-nitroso que se pueda formar a partir
de Bus precursores, ya sea e€n una reaccién in vitro o in vive
depende de 1la constante de la reaccién ¥y de su origen. La
reaccién de hnitrosacién ocurre en varios pasos, en €l primero,
el nitrito de Bodio es convertido en 4&cido nitroso.
Posteriormente, el Acido nitroso es convertido en alguna de las
especies reactivas como son el anhidrido nitroso (8203).
nitrosil-tiocianato (ON-NCS), halogenuro de nitrilo (NOX), o

écido nitroso protonade (Hanoaer) marvish 1978 .

El agente nitrosante puede reacbionar con aminas alifaticas
primarias, sin embargo, esta reaccion genera upa monoalquil
nitrosamina que es muy inestable y se descompone dando lugarAa
un alquenc y un alcohol (Rakoff, 1974). La nitrosacidén de
aminas secundarias alifaticas o aromaiicas es una de Jlas
principales fuentes de compuestos N-nitroso y esta reabcién
puede ocurrir durante el cocimiento de los alimentos o en
procesos de fermentaciédn. La reacciédn entre el é&cido nitroso yv
labl aﬁinas Becundarias, a la inversa de las aminas primariab}'
produce compuestos N-nitroso muy estables. Esta reaccioén, en la
aayoria de los casos, ocurre mediante la tormécion de anhidrido
nitroso a partir de dos moléculas de Acido nitroso de acuer&o

con las siguientes reacciones.
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1) NOg- + H —————> HNO,
—
2) 2HNO, —> N30, + H,0

3) RypNH + NyO3 ————  RON-N=0O + HNO,

4) v = Ky (R,NH) (1NO,) 2

5) v + Ky (R,NH) (-N0,) 2

La velocidad de la reaccion de nitrosacién de aminas secundarias
es proporcional a la concentracién del anhidrido nitroso por lo
cual la constante de la reaccién estd determinada por la concen-
tracién de 1la amina a la primera potencia y por el cuadcrado de
la concentracion del nitrito, de acuerdo a las ecuaciones
anteriores. El pH oOptimo pars que se 1lleven a cabo estas

reacciones se ha calculado que es entre 2.5 y 4.0. Siendo al

pH del Jjugo gdstrico cercano a 3.5 pueden darse las condiciones

para que la nitrosacién de aminas secundarias se efectue in

vivo (Lijinsky y Epstein 1970, Mirvish 1970, Mirvish 1975),

En vista de que las aminas terciarias carecen de un hidrégeno
libre, fAcilmenta reemplazable, ‘durante mucho tiempo se supuso
que este grupo de compuestos no reaccionaban con los agentes
nitrosantes. Sin . embargo, se ha reportado que existen

mecanismos de reacciéon mediante los cuales las aminas
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trisubstituidas pueden reaccionar con nitrito para producir una
nitrosamina secundaria, El principal de estos mecanismos es la
nitrosacion desalquilativa que se lleva a cabo de acuerdo con

las siguilentes reacciones (Lijinsky et al. 1972b).

2HNOZ + Hp0  ——— NjO3 + H,0
RyNCH R N203 N=0 N
i
R2N-CH2R!
RaN=CHR' \ -R'CH=0 + R2NH;
RoNH + NO, . R2N-N=0 + H,

v = K(-NOz)3

La reaccién es mAs lenta que la nitrosacion de aminae
gecundarias siendo su pH é6ptimo entre 3.5y S. Se ha reportado

que la temperatura optima para esta reaccién es entre los 90 y

- 100°C. Sin embargo se ﬁa encontrado que algunas fArmacos que

como la aminopirina contienen en sU molécula grupos amino
terciarios, 'pueden transformarse en nittosaminas en condiciones

fiﬁiolégicae. El rendimiento de estas reacciones en condiciones

}:suaveé, puede ser como en el caso de la aminopirina de un 40% y

en el caso de la oxitetracilina hasta de un 65% (Lijinsky et al.

1972a y 1972b, Lijinsky 1974, Ohta et al. 1986)

Las 1reacciones de nitrosacién de sales cuaternarias de amonio no
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.han sido muy estudiadas. Fiddler et al. (1972) detectaron la
formadién de dimetilnitrosamina a partir de clorohidrato de
tetrameti; amonio y de sales cuaternarias presentes en productos
naturales como la carnitina, betaina y acetilcolina a pH = 5.0 ¥
a qna' temperatura de 78°C. Siendo el rendimiento de reaccién
muy bajo en la mayoria de los casos, debido a que primero debe

.efedtuérse la demetilacién da un grupo para formar una amina

_terciaria“ que posteriormente es nitrosada mediante un mecanismo

semejante al de dealquilacién nitrosativa descrito para las

aminas terciarias.

La nitrosacién de ureas, carbamatos y amidas secundarias

'alifaficaa ocurre frecuentemente en la naturaleza, pudiéndose

]réalizar' durante los procesos de coccién de lon. alimentos.

Estas amidas se generan por 1la reaccién entre aminoédcidos y

Acidos grasos de alimentos, reaccionando posteriormente con el.

nitrito de Bsodio presente en los mismos (Kubaka y Gray 1980a,

. 1980b) .

La reaccion de amidas, carbamatos y guanidinas, depende de la
concentracién de nitrito y del grado de ionizacién del acido
nitroso més que el de la amida.  Kabuka y Gray (1980)
determinaron que 1la reacciénn de nitrosacién de amidas se lleva
a cabo con mayor eficiencia a un pH entre § v 2.5, disminuyando

considerablemente el rendimiento de la reaccidn al bajar la
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concentracior de iones hidrogeno, por lo cual a pH cercano a 3
el rendimiento de la reaccién es muy bajo. La energia Jde
activacion para esta reacciéon es de 10 Kca/mol, por lo cual el
rendimiento de 1la reaccién se puede duplicar incrementando la
temperatura de 30 a 40°C, La velocidad - de la reacciédn de

nitrosacién de amidas estsd determinada por las sigulentes

reacciones:

HNOa & He ———x . IIR0*
. . ‘-‘-——-.-nl— .

A

.

RNH.COR' + H2NOp ___» RN(NO)COR + H O

v = K (RNH.COR')(HNO ) (H+)
V = K'(RNH.COR') (-NO ) (H+)

Las reacciones de nitroqacién de compuestos: nitrogenados.
(aminas y amidas) pueden llevarse a Qabo en la cavidad’del
estémago del hombre y de los animales. Existen evidenciqz que
sugieren que la reaccién in vivo sigue una_c1netiéa,loméJanfe a
la que Ese. hé reportado para la reaccioén in vitro. Aunque;
debido a 1la dificultad de cuantificar los compuestos N-nitroso
formados y a los diferentes factores que puedqn modificar una
reaccion in vivo es dificil conocer con precisibn la gineiiéa'de
estas reacciones. No obstante, Oshima 'y 'Bartqﬁ, (1981)
&etectaron que la formacién An vive en hdmanos, de u-nitroso

prolina a partir de nitrito y prolina sigue la cinética dg las
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reacciones de nitrosacién de aminas secundarias observada in

vitreo. Por otro lado, Challis et al. (1982) han propuesto que

la reaccién de nitrosacién in vive a bajo contenido de nitrito
estd determinada por 1la concentracién de este ién a la
primera potencia. En otros estudios, tanto en animales como en
pacientes con vagotomia fué& dificil hacer una correlaciéon del

contenido de estos compuestos N-nitroso, pero se demostrd que el

contenido da estos compuestos es mayor cuando los valores de PH

8@ encontraban entre 1.5y 4.0 (Bérnard at al. 1984, Baraiefet

al. 1981, Linitas et al. 1983).
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3.3 AGENTES QUE MODIFICAN LA REACCION DE NITROSACION

La formacién endégena de compuestos nitrosados pueda vearse

influida por maltiples factores qua pueden actuar como

‘catalizadores o inhibidores de las reacciones de nitrosacidn de

aminas., De ahi <qua se recomiende tomar en cuenta este hecho
cuando cta evalte la nitrosacidn de cualquier tipo de amina jin
vive (Bartsh et al. 1986). A la vez, el emplaoc de inhibidoras
de 1la nitrosacidon ce considera wna alternativa viable para
Prevenir la axposicidn a compuastos <que puedan constituir un

riesgo rara la salud humana.

Dentro de los catalizadoreas de la reaccidn de nitrosacidn sa
encueritran aniones hucleofilicos tales como los iones
halogenuros especialmente, I-, Cl- Br-, y al ion tiocianato
(NCS-) Dentro de astos agentes cataliticos se ha considerado
que el 1on tiocianato tiena wun papal muy importante en la.
modificacidn da la cindtica de la reaccidn in vive ya que écte
sa encuentra normalmente en altas concentracicnes en la saliva
humana (Bovfand et al. 1971, Fan V‘Tanenbraun 1973, 1374). EI
tiocianato en la mezcla de reaccidn genara el agente nitrbsante

DN-NCS, especialmanta =i el pH del medic estd comprendido erntrea

2 y 3. La reaccién da catdlisis del tiocianato se representa

mediarnte la niguiehte ecuaciéns

HNOm¢ H* + NCS= ___ ONJNCE ¢ Ha0

- 37 =
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En cuyanto a la reaccidn de catdlisis in vive, no ha padido
determinarse con precisidén la influencia del ion tioccianata en
la nitrosacidn enddgena de aminas, scbre todo en las condiciores
que privan en al estémago en donda el FH del jugo gastrico es
carcano & 3.5, Se sabe, sin embargo, que la administracidn de
tiocianato no ha logrado incrementar la frecuencia de tumores en
animales tratados con nitrito de sodio, aminas o amidas (Mirvish
1975). Aungua por otro lado, en presencia da este ion en
algunas ocasiones se@ han  recuperade concentraciones de
compuestos N-nitroso mayores a las esparadas como resultado de

las reacciones de nitrosacidn in vive (Challis et'al. 1982).

lLos iones halogenuros I-, Cl- y Br- catalizan la reaccion

maediante un maecanismo muy semejarnte al tiocianato, incraementando

- la concentracién de ionas nitrosantes dentro da la reaccidn,

segun se representa en la siguiente ecuacidni

HNQm ¢ H* ¢ X- a NOX ¢+ Ha

Se ha determinadoc que de los halogenuros, &l bromo es el mas
activo y que e]l cloro tiene pacé efecto sobre la reaccidn., A
resar de allo, su presencia puede tener mas influencia en la
formacién de los compuestos N-nitroso in vive debido & que es
ingerido abundantementa con los alimentos e&n forma de cloruroe de

sodio (Boyland 1972).
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Algunos fenoles que ce encuentkan & loe vegetalez: puaden
combirarse con los agentes nitrosantes para catalizar la
reaccidén de nitrosacidn por medio del &cido nitroso, aunque un
exceso de fenol puede por el contrario inhibir la reaccién

(Pignatelli et al. 1980).
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3.4 FUENTES DE PRECURSORES DE LA FORMACION ENDOGENA DE
COMPUESTOS N-NITROSO

3.4.1 FUENTES DE NITRITOS Y NITRATOS

lLa principal fuente de iones nitrosantes es el nitrito de sodio
€] cual puéde ingerirse como tal o provenir de la reaccién de
reduccion del nitrato. El nitrato se encuentra normalmente en
la sali?a. variando su concentracién de una persona a otra.
Este nitrato de la saliva pasa al estémago e intestino delgado
en dohde_ es absorbido vy llegi al torrente sanguineo., Se ha
demostrado éue .los fornes cloruro y tiocianato tienan.un Papel
muy importante en el transporte activo del ion nitrato,
encontrandose que al elevarse el contenido de tiocianato se
incremanta el contenido de nitrato en estémago y plasma. Otra

Pparte del nitrato presente én la saliva es convertido jn gitu a

" nitrito por la flors bacteriana de la cavidad bucal, pasando

e#te nitrito directamente al estémago. El1 nitrato que ha pasado

‘de 1a saliva al estémago puede ser reducido a nitrito mediarte

la actividad nltrato-reduﬁt&sa de las bacterias, Gen@ra!mcnte

cuando el pH del estémago se encuentra en vgiores de & & 3 las

cuentas  bacterianas son muy bajas, perc éstas incrementan
después de ingerir los ‘alimentos asi como €l valor de pH del
jugo gtstfico. aumeritando con ello la concentracién del nitrito
y de los compuestos N-nitroso (Barriard et al. 1981, Hartman'_

1982, Parks et al. 198;).
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La actividad nitrato-reductasa de las bacterias se ha visto
asociada a una enzima con un grupo melibdenco que es irducibla en
presencia de nitrato, especialmente en condiciones anaerdbicas,
Se ha datectado, adenus, la presencia de una enzima bacteriana
&n Escherichia coli cemejante a la nitrato~reductasa Jjqua
cataliza ia reaccidn de nitrosacidn en prezsencia de sus

precursoras f(Calmels et al. 1937).

El nitrito y al nitrato presentes en la saliva puedan ingerirse
con los alimentos come las carnes embutidas, vegetales que han
cido abonados con nitrates, granos y aguas. DPe ellos los
embut idos reprasentan probablenente la principal fuente de
nitrites y de nitratos, llegando a contener hasta 160 p.p.m. de
nitrito en Jjamones y hasta 400 p.p.m en tocino y cecina. Los
vagetales, por su parte, aunque son una fuente inmportante de
nitritos y nitratos tienen sin embargo numerosas substancias Aua
pueden inhibir 1la reacciéﬁ del nitrito con las aminas'v amidas.
atra .fuente importante de nitritos y nitratos la constituyva el
agua. Asi, se ha relacionado una incidencia alta da cancer en
lugares eh donda 'el conténido de estos iches &5 muy alto como

en  China y. Colombia <(Barnard et al 1982, Cuelloc et al.

1976, Yang 1980).
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3.4.2 FUENTES DE_COMFUESTOS NITRUSABLES

Los alimentos, medicamentos y pesticidas son las principales
fuentes de aporte de compuestos nitrogenados que pueden ser
hitrosados (tabla IV). Los alimentos, en particular, constitu-
yen una fgante importante y probablemente la mas conocida de
Precursores de compuestos N-nitroso. Asi por ejemplo, e pesca-
dos te han detectado aminas volatiles, mientras que er el jamén
£& ha encontrado N-propilamina e isopropil-amina en carnes, coma
la de puerco contienen aminocdcidos libres nitrosables como
rprolina, tirosina alanina, #&cido glutémico, &cido aspéArtico y
cisteina, N-metil glicina e hidroxiprolina . Aurque los
amiroacidos  esenciales  pueden ser nitrosados,, no existen
evidaencias de que puedan ser carcirogénicos (Lakritz et al.
1978). La creatinine preserte en pescados secos y jamér asado
ha sido identificada como un precursor de la metilurea. Este
comnpuesto se forma & partir de un interhed!ario de 1la
nitrocsometilurea (Mirvish y Cairnes 1981). En los ceragles como
avena, ma {2 y arroz se han identificado poliaminas como

cadaverina, espermina y putrefaccina (Maja 1978).

Otra fuente importante de exposicién a precursores de Jlos

¢ompuestos N-nitrose la constituyen loeg pesticidas ertre los

cuales se ehncuentran compuestos nitrosables que dan Jugar a la

formacién de nitrosamidas como es el caso de N-alquilureas y del

bisdialquil tiocarbamil disulfato (Mirvish 1975),

BT o S e .
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TABLA 1V COFPUESTOS NITROGENADOS QUE PUEDEN DAR LUGAR A

LA GORMACION DE DERIVADOS N-NITROSO,

COMPUESTO FORMULA REFERENCIA
H
DIALQUILAMINA R-N-R' 44, 3]
Y
DIARILAMINA ©-N-© 44
R-N -
ALCARILAMINA \ © 151
- - [V}
AMINA TERCIARIA R=N-R 71
ALIFATICA R
AMINA SECUNDARIA O 117, 154
HETEROCICLICA N
\)
AMINA TERCIARIA
HETEROCI CL1CA N 71, 155
. NH2 ‘ .
N-ALQUILUREAS o=cT . 152, 159
0ec” NH-R
N-ALQUILCARBA- "Co .
MATOS °. R 152
By 152
N-ALQUILAMIDA R—C =~ NHy
N-HIDROXILAMI- R,~C— N -R '
NAS 2 7 196
o4 N
.
HIDRAZINAS R~N-NHlp 152
- 45 .



TABLA 1V, COMPUESTOS NITROGENADOS QUE PUEDEN DAR LUGAR A

LA FORMACION DE DERIVADOS N-NITROSO, (continda)
COMPUESTO FORMULA REFERENCIA
- 152
HIDRAZONAS R-CH=N-NHg
GUAN IDINAS R- NH-cZ N 152
_ NHp
0
CIANAMIDAS R-NHC - NH R 152
OLIGOAMINAS R-N-R R R 167
i t 7 N o
N NH NH
INDOLES 174, 175
DERIVADOS DE (p’c"z - R - COOH s
PROL INA \
SN >
N-ALQUILT 1OUREAS "..."_é _N-R
R T N-R
s
BIS-DIALQUIL TIO- l\" I " "
CARBAMIL DISULFURO, a-N-C— $:8-c-nJ -

HIDROXICIALQUILUREAS,
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Diverscs medicamentos que se enplean frecuentememte han si1do de-
tectados como unkx  fuente de precursore: de compuestos N-nitroso
(tabla V). L& administracidn de eztoce madicamentos junto con ni-
trito de sodio ha lograde enm muchos casos inducir cancer en los
animales de laboratorio cono es el caso de la piperazina,
oxitetracilina, cimetidina y otros. El rissgo que representa la
nitrosacidrn de medicamentoz como agente etioldgico en el cAncer
del humano nrno ha sido hasta ahora evaluade debido & la compleji-
dad de factores que afectan las reacciornes jth vivo, ademas &n la
practica debe considerarse que estos féarmacos se administran sdélo
porr  periodos cortos (Lijinsky 1980, 1982, Schmnall y Habe 1980,
Schheider et al. 1977).

LLa exposicidn a compuestos nitrosables no solo puyzde provenir de
fuentes exdégenas como los alimentos, nedicamentos y pesticidas,
cina que e ha demostrado que duranrte el metabolismo de algunos
compuestos se producen aminas secundarias conocidas como precur -
sores de compuestos N-nitroso. Por ejenplo, en el metabol ismo de
las lecitinas se produce colina, Que & su vez puede ser
descarboxilada para forﬁar dimetilamina. La flora del intestinoc
tiene: un papel muy dimportante en la produccidn de aminas
tiitresables, las bacterias pueden gererar piperidina Y%
pirrolidina a partir de ornitina, cadaverina a epartir de la
descarboxilacidn de la lisina. Noe se conoce en que mnedida la
formacidn de aminas secundarias dentro del organisme, contribuye
a la generacién endédgena de conpuestos N-nitroso Nl se cornoce su

repercusidén sobre la salud (Johohson 1977).
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3.4.3 FUENTES EXQGENAS DE COMPUESTOS N-NITROSO

Los compuest.os carcinogénicogs N-nitroso se han  detectado en
difarentes fuentes a las «cuales el hombre esta ‘expuesto.
Pociblamente la mds importante la constituyen los alimentos y
las babidas. Entre los alimentos en donde e han encontrado con
mayor frecuencia se encuentran los embutides, algunos quasos,
leche descremada en polvo, pescado, cerveza, whisky y algunas
hebidas alcohdlicas del este de Africa (Commonar et al. 19783,

e Sarres et al., 1986, Lijinsky 1983, Scanlan 1983, San et al.

1979, Sujinura 1978).

Lot productos praservados son uha fuente muy importante de
nitrosaminas y de sus precursores ya qQua durante su manufactura
son tratados con nitrito Jde sodio. Existen diferentes trabajos
€n log que ze ha reportado la presencia de N-nitrosopirrol idina,
N-nitrogodimetilamina y N-nitrosopiperidina en carnas vy £ocinos
variando las concentraciones desde 0,025 hasta 0.55 ug/kg (Baker
et al., 1986, Filder.1975, Fine et al. 1982, Poirier at al. 1987,
Sugimura y Sato 1983), |

Los compuestos mutagénicos que se han encontrade en alimentos

puaedaen formarse durante losg procedimientos de coccidn,

(Commoner et al., 1978, Kakuda y Gray 1980) o durante el

almacenamiento de 1los productos. Existen evidaencias de que las

reacciones da nitrozacidn pueden ocurrir dentro de la matriz
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lirida de lae carnes mediante un mecanismo de reaccidén de
radicales libres, mas que gor una reaccioﬁ 1dhiCa come sucede en
medio acuoso (Colenan 1978, Bharuka et &al. 1979). En cuanto &
loes pescadoz, debide a su alto contenido de aminas nitrosables
como dimetil y trimetilamina han sido objete de numercsos
estudios. Sin embargo, se han datectado niveles muy bajos en el
contenido de N-nitosodimetilamina y solo en pocas de las
muesztras estudiadas, debido posiblemente & que este compuesto es
volatil y se pierda en el mismo proceso de coccidn. Por otro
lado se ha reportado que la concentracidn de nitroso
dimetilaﬁina puede ser cuatro veces mayor en pescados horneados
en horre de gés con  respacto a 1os que se han horneado en un
aparatca eléctrico, debido posiblemente a que durante la coccidn
enh gas ce producen éxidos de nitrédgeno que reaccionan con lacs
aminas (Fine 1982, Matsy et a1, 1980, Pariza et al. 1983).

Ademas de las carhes y pescados se ha reportade que los

productos lacteos como quesos vy leche en polvo descremada pueden

contener compuestos N-nitroso como las ﬂ-nitrosodietilamina. En

alguros lugares de Europa se aRade nitrato a los quesos Paré

prevenir el crecimiento de especies de Clostridium. Al reducirse
este nitrato se produce nitrito que puedse dar lugar a la
formacidﬁ, de  compuestos  N-nitroso, habiéndose  detectado
nitrosaminas én quesos, leches y mantegquillag de dichos paises

(Fine 1982, Gough et al., 1973, Gray et al. 1979).
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Los compuestos N-nitroso se han detactado también en algunos de
loe  aditivos y saborizantes de alimentos comoe la salsa de soya vy
la pinienta blarca o regra. Azi, el usce de astos saborizantes
en alimentos curados con nhnitratos y nitritos reprasanta una
fuenta adicional de exposicidn a compuestos N-nitroso (Osawa et

al, 1931, Sujimura y Sato 1933),

Las Principales fuentes de exposicién de Nitrosaminas vy
nitrosamidas en bebidas lo representan las bebidas fermentadas,
En la Repablica Federal Alemana se detectaron nitrosaminas en al
70% de las muestras comerciales, otras de estas bebidas en donde
1] haﬁ encontrado nitrosaminas son el whisky, las bebidas
alcohdlicas del éfrica y el ron (Fine 1982, Scanlan et al.

1980, Spiegelhalder et al. 1979),

Si bien los alimentos y bebidas repraesentan la forma de

axpasicidn a nitrosaminas y nitrosamidas mas importante y mas

frecuente en la poblacidn en gcneral._ cualitativamenrte ho_es la

més significativa, l.a exposicidn ocupacional a nitrozaminas,

aungque rastringida a una parte de la poblacidn es importante‘

debido a las altas concentracicnes qua estog compuestos pueden

alcanzar en el ambiente de trabajo. En la industria dal hule,

por ejemplo, la N-nitroso-difenilanina <ca emplea como un
retardante de la vulcanizacién, este compuesto a su vez puede
intervenir en reacciones de transnitrosacion dando lugar & la

formacidn Ja varios compuestos carcinogénicos N-nitroso. En
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este tipo de fabricas €& ha  detectade en el ambiente la
Presencia de nitrosodi ferilaming, Nnitrocodimetilamina Yy
mitrosomarfolira. También erm la 1ndustr1a del curtido cse han
detezctado niveles altos de nitrosamineas y er industrixs quimicas

en donde se trabaja con amimas (Fine 1982).

E1 tabaco, 4que se ha identificade comoe uno de los principales
factores etioldgicos dazl cdrncer en el humano es una de laz
Frincipalez fuentes de expasicidn exdgena de nitrosaminas
valatailes en loé fumadores activos y pasivos, Recientemente se
han detectado N-nitrosomorfolina y N-nitrosodiet.laming en (o
concentrados de los tabaros, La cantidad formads de
nitrosaﬁinas depende del contenido de nitrito en e] tabaco, Se
ha reportado que el incremento del nitrito desde un 0,5% hasta
un 1.0 de 1960 hasta 1980 ha incrementado el potencial

carcincgénico del tabaco debide a la formacién de derivados

N-nitroso de l1& nicotina y de la nornicatina, Estas

ritrosamitias especificas del tabaca pueden formarse durante la
practica de fumar o de mascar tabaco y se ha puesto en evidencia
que SOn  carcinogénicas en animales de laboratoric (Hoffman y

Adans 1981, Hoffman et &l. 1982).
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TABLA V

MEDICAMENTOS DETECTADROS COMO PRECURSORES DE LA

FORMACION ENDOGENA DE COMPUESTOS N-NITROSO

FARMACO

FENILMETRAZINA
MORFOL INA
PIFPERAZINA
AMINOPIRINA
CLORFENILAMINA
CICLIZINA
DEXTROPROPOXIFENO

HEXAHIDROAZIFENIL -
NITROPIOFEND

HYCANTONA
LUCATONA
METADONA
METAPIRILENO
NIQUETAMIDA
OXITETRACICLINA
QUINACRINA

TOLAZAMIDA

ANTIPIRINA

HIDROCLORATO DE
PROPANOLOL

HIDROCLOROTIAZIDA
DIFENILHIDRAMINA

ACTIVIDAD

ANOREXTGENO
ANESTESICO
ANTIPARASITARIO
ANALGESICO
ANTIHISTAMINICO
ENFERMEDAD MOTORA
TRANQUIL IZANTE

AGENTE ANTIHISTAMINICO

ANTIESQUISTOSOMIASIS
ANTIESQUISTOSOMIASIS

NARCOTICO
ANITIHISTAMINICO
ESTIMULANTE
ANTIBIOTICO
ANTIMALARIA
HIPOGLUCEMIA

ANALGESICO

BLOQUEADOR BETA
ADRENERGICO

ANTIHISTAMINICO
ANTIHISTAMINICO

REFERENCIA

130
124
124
127, 131
124
124
124
124

124
124
124
124
132
131
124
130, 131
132
43, 195

13

13
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MEDICAMENTO

METAFENILENO

N-OXIDO DE DIMETIL
DODECILAMINA

CIMETIDINA

TABLA V

UsO TERAPEUTICO

ANTIHISTAMINICO
EMULSIFICANTE

ANT TUL.CEROSO

- 53 -
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4. FROPIEDADES MUTAGENICAS DE COMPUESTOS N-NITROSO

4.1 MECANISMOS DE MUTAGENESIS DE COMPUESTOS ﬂfNITRDﬁD

Lag nitrosaminas y nitrosamidas difieren en lo que respecta a su
actividad mutagénica. Existe informacidén abundante sefalando
que, por lo general, lax nitrosaminas son pro-mutdgencs qua

requieren sar activados matabdélicanente Para inducir

_ mutaciones. De ahi qua, en sistemas bioldégicos carentes de las

enzimas encargadas de su biotransformacidén se requiera acoplar
homogenados de tejidos que contengan dichas enzimas (por lo
ganeral higado di rata). Por el contrario an prusbas in vivgo en
roadores e insectos, son activados sndégenaments 100!- ot al.

1981, 19823 Preussman y Stewart, 1984),

Las nitrosamidas por el contrario son compuestos qQuimicamente
activos y pusden sear detectados précticamente en cualquaer
sisteama de prueba sin necesidad de ser biotransformadas
(Lijinskv y Andraws 1979, Montesano ‘1973, Neale 1976, Shank
1973),

~La actividad mutagénica de los compuestos N-nitroso se debe

especialmente a su capacidad de alquilar el ADN. Las

principales alquilacionas inducidas ror estos compuestos ocurren

en los 4atomos de nitrégeno da las posicicnes 3, 6 y 7 da la

guanina, las posiciones 1, 3 y 7 de la adenina, la posicién 3 de
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la timidina, asi como en los grupoe fosfatose (Preussman Yy

Stewart 1984, Shank 1975).

Mediante técrnicas de transcripciédn jn vitro se ha detectado que
la metilacidn en la posicidn 7 de la guanina no induce la
incorporacidn errénea de bases por la ADN polimerasa, pefa 1a
3-matil-citocina o la 3-atil-citocina dan lugar & una
lﬁbstitucidn de bases. La alquilacidn en @l atomo de oxigeno de
la posicion 6 de la guanina no sdélo altera el apareamiento
correcto de las bases Sino que ademés altera la estabilidad Y
POr consecuancia las propiedades fisicoquimicas de la doble
hélice. La alquilacién del oxigenc 6 de la guanina se ha
comprobado que a8 uno de los mecanismos de induccién de
mutaciones jn vitro especificos de los compuestos N-nitroso. | En
efecto, cuando un polinucleétido de poli (dGDC) se tratd con
nitrosometilurea y se empled posteriormente en estudios de
transcripcion In Yitro no se pudo detectar la incorpﬁfacién de

SAMP. Dicho efecto no pudo ger damostrado al utilizarse otros

agentes alquilantes que no eran derivados da los compuestos

N-nitroso. Posteriormente sa damostrd la persistencia de la O

MeG en el ADN después del tratamiento con N-njtrosometiluresa,

N-nitroscetil -urea 0 N-nitrosodimetilamina {(Abbot. ¥ Saffhit
1979, Goth vy Rajewsky 1974, Kleihues y Margison 1974), Preussman

y Stewart 1984).

Las alquilaciones en Ia adenina y timidina producidas por
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compuastos N-atil-nitrosos y N-metil-nitrosos también pueden sar
traducidas en substituciones de basag; Gutterplan y Chiu-Hu
(1934), demostraron que la actividad mutagénica de
N-nitrosoeaetilurea Yy N-nitroso-metilurea, asi COmo la
N-nitrosopirrolidina es efecto de la formacién de aductos tanto

en al par GC como en el par de bases AT.

- by -
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4.2 MUTAGENICIDAD DE NITROSAMINAS

Empleando la cepa de Escherjchia coli WU3610, Elespuru vy
Lijinsky (1976) detectaron la actividad mutagénica de ciete
nitrosaminas ciclicas después de ser biotransformadas. §in
embargo, estos autores no reportan haber encontrado una buena

correlacién eantre los datos de carcinogenicidad y mutagenicidad

de las nitrosaminas ciclicas. Postériormcnte Araky Qt Ql..
(1964) wmanifestaron que «l empleoc de cepats de Escherichia goli
(WP2) (13 mas gensible PAra detectar el efecto de

N-nitrosodialquilaminags y alquilarilnitrosaminas que pars las
hitrocsaminas ciclicas., Por su parte, el sistema de cepacs de

Salmonglla tyehimurjum parece sar mis sensible para la

deteccién del efecto mutagénico de éstas ultimas,

La capacidad mutagénica de diferentes grupos de nitrosaninas con
diferentes estructuras quimicas se ha podido valorar an varios
estudios enpleandc e] sistema de cepa: de Eg}gmmuglg,gxgnigggigm
daescrito por Ames en 1973. Dada la capiacidad alquilante de
estos compuestos y la consecuente generacidn de substituciones
de bases las cepas TA1S535 y TAI100 de 8. gxgbigygigm
éusceptibles de ser revertidas por dicho mecanigmo, son las mas

sensibles para detectar la actividad de las nitrosaminas,

Las nitrosaminas alifiticas, por ejemplo, aunque son més activas

en e) sistema de cipas de Escherichia goli, también se ha visto

- 857 -
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Jue  pueden inducir mutaciones en la cepa de Salmenella TAIS3AS
especlalmenta emp leandc al método de praincubacidn de la
bacteria en presencia del Eompuesto y la fraccidn S9 del higado
de rata {(Araky et al. 1984, Rao et al. 1979a), E! emplec de la
cepa TALIG3S en el estudio de 16 nitrosaminas alifaticas
asimétricas también confirmé que som mutagénicas, aunque en «l
caso de las nitrosaminas alifaticas simétficas la corralacidn

ent.re mutagenicidad y carcinogenicidad no fué tan buaena.

La capacidad mutagénica de las N-nitrosopiperidinas puede ser

bloqueada si se encuentran grupos metilox en la posicidn alfa

con raspecto al enlace (-N-N=0), Por el contrario, Ila

substitucién de las posiciones 3 y 4 del anillo de la piperidina

incraeamenta su efecto mutagénico, encontréndose que la 3, 4

bromonitroso pipaeridina actha como un mutdgenc directo en la

cepa de Salmonella typhimurium TAIS35 (Rao et al. 1977b, Zeiger
y Sheldom 1978a).

‘Los derivados N-nitroso de la piperazina, al igual que los Jde la

piraridina, tambidén inducen mutaciones por substitucidén de bases

en las cepas de. 8, typhimurjum, rero an este caso te cbserva que

las metilacionaes de las pogsiciones 2 v 6 da la 1-4

dinitrosopiperazina no inhiben la actividad mutagénica del

compuesto (Rao at al. 1978, Zeiger y Sheldon 1978b),

Otro de los factores que influyer an la' mutagenicidad de las

- 53 =
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nitrosaminas ciclicas e= el tamafho del anille, bhabidéndose
determinado que las nitrosamiras de 6, 7 y 8 carbonos presentar

mayor potencia mutagéhica que las da menor numero de carbonos.

No  obstante, la actividad de la N-nitroscazetidina,

N-nitroscpirrolidina Y N-nitrosopiperidina puede detectarse
flcilmente empleando el método nrormalizadoe de mutagenicidad
descrito por Ames (1973), ¥y McCann et al., (1975), mientras Qque,

la nitrosohexameaetilenamina, nitrosoheptanetilenamina,

‘nitrosooctametilenamina, y nitrosododecameti lenamina, solo

Puedan evaluarse mediante una modificacién de la teécnicas
incubando la cepa con homogenado de higado de rata previamente
tratada con fenobarbital (Rac et al., {979a).

Los derivados N-nitrosc de la anilina, por su parte, son capaces
de inducir mutaciones por substitucién de bases esencialmente en
1a cepa TA100 de S, typhimurium (c.f. 4.1). La presencia de
substituyentes en la posicién del anille veria la estequiometria
1'4 la configuracién electronica del compuesto incrementando

también su potercia mutagénicia (Jimo 1984).

Aunque en 1a mayoria de los casos los compuestos N-nitroso solo
inducen mutaciones por substitucidén de baces, existen en la
literatura reportes sobre algunos de estos compuestos . con
estructuras espaéifﬁcas que pueden actuar también por un
mecanismo de corrimiento de bases., Eg asi que Murphay y Corb

(1933) daemostraron que a partir de las cligoaminas se obtienen
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derivados N-nitroso que en su mayoria solo actuan por el
macanismo de substitucidn de bases. Sin embargo, =e encontrd
ue un radical N-butilo o N-propanoe adyacente a un  grupo
N-ritroso secundario puede dar al compueste la capacidad de

tnducir mutaciones por corrimiento.

La nmayor parte de los derivados N-nitrozados del andol  y
compuastos relaciconados con triptofanc Y beta-carabainct

indujeron mutaciones por substitucidn de basas en S, typhimurium

a excepcion de los productos de nitrosacidn dael 1-metil-indol o

del indol-5-piruvato (Ohiai et al. 1981), Otro grupoe dea

compuastos N-nitroso que pueden actuar por los dots mecanicsmos de

‘mutagéenasis, substitucidn o corrimiento de bacses, lo constituyen

los darivados N-nitroso-metil-benzil-amina va que éstos no sclo
se comportan como agentes alquilantes sino que también pueder
sar agentes benzilantes. Este grupo de compuestos, ademids ecs

capaz de inducir lisogenia dal fago lambda en gschgrggnii celi
(Wiesslar et al. 1953), |

- &0 -
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4,3 MUTAGENICIDAD DE NITROSAMIDAS

Las nitrosamidas a diferercia de lag nitrosaminas se comportan
cono va se ha mencionada, como mutidgenos y carcindgernos
directos, Dentro de este grupo de compuestos son de gran
interés los derivados N-nitrose de ureas y guanidinas que por
suUs propiedades citostdticas se han empleade como drogas
anticarcinogénicas. La nitrosometil-urea y la 1-3-bis-cloro-

etilurea se han utilizado, por ejemplo, en ¢l tratamiento de la

- leucemia, enfermedad de Hodgking, linfomas y carcinomas de

célulars bronquiales, Estos agentes se comportan como alquj
lqntes' Yy pPueden tambidn producir entrecruzamientos, (Preussman

y Stewart 1984).

La actividad mutagénica de eaeste tipo de alquilantes puede ser
detectada en cepas de §, typhimurjum his- sensibles de ser

revertidas mediante un mecanismo por substitucién de bases.

'Incrementahdo sy potencia mutagénica con el tamafo del

substituyente n-alquilo '(Lijihsky y Andrews 1979),

El empleo de cepas de E, ¢oli Arg- ha sido también muy efectivo

Para mostrar la capacidad mutagénica de varias nitrosoureas como
las N-alquil, N-hidroxialquil, N-alcalquil y N-carboxialquil
nitkosoukeas, - tanto en cepas eficientes como deficientes en el
SiStem-  de  reparqti6n por escisién, La actividad mutagénica en

lags cepas con un mecanismo de reparacién intacto en una serie de

_61-
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N-alquil-nitroso-ureas incrementéd al aumentar al tamafe de la
cadena, mostrando ademas la dependercia del sistema de
reparacidén para manifecstar su actividad wmutaagénica. Al
estudiar una  serie de N-hidroxialquil-nitroso-ureas se
obtuvieron resultados similares que con las alquil-nitroso-
Lireas., Por otro lado, la presancia de grupos hidroxi (-0OH),
halogenuros, carboxi (COOH) y carboximetilo ICOOCHo: tnereananss
la potencia mutagénica de las nitrosoureas en cepas daficientes
en el sistema de reparacién (Hakura et al. 1985, Kahda et al,

1937).
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4.4 MECANISMOS DE ACTIVACION DE NITROSAMINAS

Ya se menciond que la capacidad carcinogénica de las
nitrosaminas, asi como su efecto mutagérico solo se presertan ci
éstas son activadas se ha postulado, que el efecto de uro de
estos compuestos sobre un drganc especifico estd determinado en
parte por la capacidad de ese tejido para activarlo o
eliminarlo, asi como por su capacidad de corregir el dafko
ihducido al ADN. También se ha postulado que la sensibilidad de
una especie & un carcindgeno determinadoe puede estar relacionada
con la capacidad de dicha aespecie para poder activar al

conmpuesto,

€e sabe que las N-alquilnitrosaminas son activadas por un
mecanismo -de oxidacidn mediante el sistema de monooxigenasas
dependiente del citocromo P-450, el cual puede ser inducido por
etanol, acetona y compuestos clorinados. La activacién de las
dialquilnitrosaminas ocurre mediante un  mecanismo de
alfa-C-hidroxilacidn, «con la formacidn de un compuecsto carbonile
(aldehido o cetona) y un ién dialquildiazonio. La activacién
- mediante este mecanismo puede ser inhibida en una atmésfera de
bajo contenido de oxigeno producida por una atmésfera de CO o
N o por !a presencii de citocromo C, que interrumpe la cadena
oxidativa o por la carencia del cofactor NADP+. La enzima
responsable de la activacién Yy metabol ismo de la

N-nitrosodimetilamina es la N-nitroso-dimetilemina-demetilass,

-63-
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En cuanto al metabolismd 9de las maitroasamidvan cuvihvas,  Camihyd
ce ha ‘reportadn TR OCUN PR mesiianta Ta o dav Ity ek aednn e
citocramo P-450; formdndose comd intarmmd) av ios voitiisstoe al fa
y beta hidroxilados (Figura &) y postarioserments ne getiebaty ae
derivados ceto correspondiantes. He b daby & vaobnwert uiw La
consecuencia bioldgica de  la  formacidn de metabwd tbom wicd L vag
correspondientes a derivadas N-nitrasades de e pdvob D, -we e

formacidn de aductos matilados e el osigenn & e Ta Wueb ds



(0 MeBG) del ADN del pulnén de la rata (Blerceky et al, 1937,

Razzauk et al. 1980).

Con el fin de establecer una relacidn érganc-aespecie, en cuanto
a activacidén metabdlica se refiere, se han realizado numerasos
estudios in vitro con diferentes tejidos provenientes de
diferentes especies. Habiéndose demostrado que el metabolismo
de las nitrosaminas puede ser un proceso muy complejo por lo
cual ha sido dificil lograr una correlacidn mdecuada entre los
resultados de estudios de carcinogénesis con las pruebas

mutagénesis acopladas a la activacidn metabdlica in vitre. En

“efecta, Longo et al., (1985) demostraron mediante la determina

cién acetaldehido, Qque la dietilnitrosamina , que es un
carcindgeno para el tejido nasal del hamster, perc no de la

rats, e5 metabolizado con mayor aficacia por los tejidos del

~ hamster. Asi mismo se encontrd que compuestos hepatocarcindgsg

nos como dietilnitrosamina y dimetilnitrosamina requieren ser
activados por tejido hepAtico integro o con la fraccion S9 de
higado de ratas no inducidas para poder inducir mutaciones por
substitucidn de bases en §. typhimurjum TAIS35. En el caso de
la N-nitroso-metil-benzil-amina y N-nhitroso-hidroxibutil-amira

que son carcinégenos de eséfago y veliga no se logrd activarlas

con el tejido de higado de rata sin induccidén (Rummer y Pool
1984). Otros estudios reportan que las nitrosaminas ciclicas

pueden set vactivndas por tejidos 6& nariz, pulmén, e higado de

conejo, asi como con el tejido nasal de la rata sin encontrarse
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minguna relacidn  drgano especificay; como - tampoco se encontrd
asta relacidn en el caso da las propil nitrosaminas, las cuales
son activadas indistintamenta con tejidos de rata, ratén o
hamster para producir mutaciones en 5. typhimurium o en células

de mamifero V-73% (Dahl 1975, Mori et al, 1936, Siriani y Huang

1937,

l.as diferencias en el matabolisme de drogas en distintas
espacias pueden deberse an gran parte a la diversidad de enzimas
qua intervianen en las vias metabélicas. Asi{, por ejemplo, sa
ha reportado que la N-nitrosopropil amina no es activada por
tejidos de animales inducidos con 3-metilcolantreno, pearco si con
fencbarbital, L.a N=-nitrosometilamina, por su parte, solo es
activada con cdlulas hepaticas previamente inducidaé con Aroclor
(Anderson at &l. 19835, Mori &t al. 198%Sb). Se& ha descubierto
mediante @l uso de anticuerpos monhoclonales, Jue losg citrocromos
P-450 inducidos e&n @1 ratén con atanol © con acetona ro son

inmunolégicamenta idéanticos (Ko et al. 1987},

El metabolismo dJde las nitrosaminas tanto en pruebas in vitro
como in vive sé-ve afectado por muchoe otros factores, ademds de
la gran diversidad de enzimas. Tal es lo que suc;ée con las
sales biliares, especialmente al acido litozédlica, Aue
incrementan la actividad de mutdgeros directos come la N-~mnetil-~

N-nitroso-guanidina. Compuestos de tipo estercide, por su

parte, FPueden incrementar el riesgo dea exposicidn a

.67..
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carcirndgencs (Rogers 1983, Willpart y Roberfroid 19386).
Mientras que los iocmes de cadmio aumentarn la potencia mutagénica

de las mitil-nitroso-ureas inhibiendo las enzimas del sistema de

reparacidn =l=]g ascisidn: ocbeervandoze dicho efecto
especialmente en CEras de S, typliimur ium (Uvr+),

independiantemnente de que porten el sistema de reparacién

propenzo a error S$.0.S5.

En los estudios de metabolismo jin vitro se ha encontrado que

algunces de los disclventes frecuentemente usados come el
dimetilsulféxido, forman una interfaze con el medio acuocso
impidiendo asi la activaciéon metabélica de los compuestos
N-nitroso, especialmente en el caso de las dialquilnitrosaminas
(Mori et al. 1985). Un método de que se ha reportadc como muy
eficaz para el estudio de nitrosaminas, an particuler a bajas
dosis, es @]l ensayo via el hospedero. Con este ensayo se ha
obtenido mejor correlacidon de los datos de mutagenicidad y
carcinogenenicidad de las alquilnitrosaminas que con los thodos
da activacién jin vitro mediante el usc de hepatocitos u
homogenados de higado de rata y de la cepa de ﬁ; tgghjmur;ym
TA1535 (Keerlan et al. 1983), |



Lt s A, S F s i o g5 bt 2 i P 22 e e e it i e R 8 2 Rt T

i e ot P L B kb e i

e S ms, i

Y e SRS

i b A ELT ek e L e 1

i S A o e e Lo A

i i 8 i e b i ST 2

= METODPOS DE ESTUDPIO PARA LA VALORACION DEL RIESGQ DE
EXPOSICION A COMPUESTOS N-NITROSOS

D.1 BISTEMAS DE FRUEBAS PARA DETECTAR MUTAGENOS Y CARCINOGENOS

Mis de veinte apos de expaerimentacién han  parmitido
identificar que  una gran mayoria da los compuestos
carcindégnicos &N bioansayos animales o que se han identificado
como  carcinégenos  rara el humano gracias a diferentes
investigacionas apideniol dgicas, sONn  capaces dJde inducir

mutacionas. Estos compuastos se ancuentran distribuidoe en la

.. .naturaleza ya sea an ambientes ocupacionales, como agentas

terapduticos, en el humo da tabaco y de los motores de

combustion, asi como en los alimaentos. (Amas 1983)

La determinacidon de la mutagenicidad de muestras de agua, aire,
componantes de los alimentos, madicamentos, emisionas de la cop
bustién de energéticos constituye hoy en dia una herramienta
util para identificar situaciones peligrosas para el ser humano
y desarrollar medios de control o prevencidn de riesgoces. De ahi
que lai pruabas de wmutagénesis de corta duracién éoan
consideradas como una exalentea opcidén en el area da monitoreo
ambiental. Estas pruabas; a diferercia de los biocensayos

animales son mhe rapidas y posean una alta sencibilidad que las

hacea cbsto-efactivas. Ademads midan efectos bioldgicos que son

relevantes para la salud kumana y en algunos casos pueden



ke

detectar actividad mutagénica a concentraciones por debaj)o de
las Jue  piseden detectarsa logs o ompuestoe  responcables  por

métodos quimicos analiticos,

En la actualidad se cuenta con diferantes tipos da pruebas con
capacidad para detectar diversos dJdaRos al ADN., Entre allas ce
encuentran pruebas cuyo propdésito es valorar alteraciones gené-
ticas relevantes Ppara la carcinogénesis humana como soh
aberracionas cromoddémicas numéricas y estructurales. Entre estas
pruebas se puede citar el anAdlisis cromosdmico de celulas da
mamifero an cultivo o la dererminacién da micronicleos e
intercambio de cromatidas bharmanas inducidas jn vive en médula
0saes o Sangra da roedores . Estas pruabas son de una Fran
capacidad predictiva de riesgo ya qua se ha visto que tienen una
gran sensibilidad, ( apacidad para detectar como positivos a
agentes carcinogénicos) y una gran especificidad (capacidad
phrg datectar como positivos a agentes no-carconogénicos). Sin
embargo astas pruebas requiaren dal analisis microscédpico de un
gran naméro da células y an algunos cacsos de reactivos costosos,
como  la bromodeoxiuridiﬁa empleada en &l estudio de intercambic
da cromatidags hermanas, por lo cual son més caras que las
pruebas realizadas en sisstemas bacterianos., (Brusick 19388,

Brockmsn y De Marini 1988),

El empleo de las pruebas bactarianas tiene la vantaja sobre las
pruasbas dJde mamiferos, no solo de reducir costos, sing que por la
rapidez con que sae obtianen los resultados rermiten reducir el

tiempo de astudios de tamizado de compuastos mutagénicos y
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carcinogénicos. For otro lado, cor el emplec de alguros de Jos
sistenas bacateriaros ce puede terer wun conocimiento  mas
predictivo del tipo de dafo genetico que estan produciendo los
compuestos, facilitandose también el estudio de su metabolismo y

farmacocinética.

Entre los sistemas de  pruebas bacteriancs mas frecuentemente
usados se cuenta conh el sistema de ilus subtjlis RecA-/RecA+
que solo detectan dafc genoletal y no mutaciones puntuales. En
cuante a su sensitividas y especificidad el primerco de estos
sistemas no es aun bien conocido. En cuanta al-sisfema de E.
coli, se conoce que tiene una alta especificidad y baja
sensibilidad. Por otro lado, el sistema de cepas de Salmonella
typhjmunr i un His- (ehsayo de Ames), es sin duda el mejor
conocido. Debido a su alto Qalor predictivo se le ha considerada
cone  un exelente recurso para detectar carcindgenos electrofili-
cos. Por otro lado, como se describe a continuacidr este sistema
POES@@ uUn amplia gama de opciones para poder detectar diferentes
mecanismos de accion de los agentes potencialmente

carcinogénicos. (Asshby y Ternant 1988 ),
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5.1.1 SISTEMA DE CEPAS DE Salmonella typhimurjum DE AMES

El sistema dJde Salmonella typhimurium introducido por Ames et al
(1973) cuenta con diferentes cepas His- que Pueden sear
revertidas a su fenotipo original por la accidn de un gran
npumaro da compuastos mutagénicos y carcinogénicos que actuan

Ppor diferentes mecanismos

A partir da 1la cepa silvestra de § typhinutium LT-2 se
construyeron las cepas, TA1537 (hisC3076 WvrB), que contiene

la insarcién de wuna citocina en el gan hisC, mietrras que la
cepa TA1538 (hisD3052, uvrB ) que presenta la delecién de un Par
GC  en =l gen hispP, y la cepa hisD30018 aontiene pOr su parte una
citocina adicional en el gen hispP. Estas cepas pueden por lo
tanto sar revertidas al fenotipo orininal Hist por compuestos

capaces de inducir mutaciones por corrimiento de formato..

Otro grupo de cepas Jda esxta sistema son las que en al codon 96
del gen dJda hisQ46 tienen un triplete GGG que codifica para la
sintis!i de prolina en lugar de un triplete GAR que codifica
rara la sintesis de leucina en la cepa silvastre da S.
typhimurium LT2, Estas ceras ¢olo puedan ser ravartidas por
mutidgenos que actuan ‘5 un nivel de szstitucién &N ti par G/C,
como es el caso da la cepa TALIS3S, Mientras que las cepas con

una mutacidén sin sentido en &l codon 207 del gen de histidina,

‘hisG428 como las cepas UK814 v TALDZ pueden ser revertidas por
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transiciones AT v TA (Barrnes et al. 1984, Guttemplan y Hu
1984, Hartman et al, 19234). Las cepas hicsG46 presanrntan mayor

estabilidad en su gerotipo que las cepas hisB423, por lo cual se

——

han utilizade con mayor frecuencia para hacer un tamizado de
compuastos N-nitroso, que son capaces de introducir al APN
dafosque se traducen en. mutaciones por substitucidn de bases,

lo:s cuales ya se han descrito en la secciédn (4,1,),

Inicialmente las cepas de S, typbinurium dsarrolladas por Ames
no aran capaces de detactar ] efecto mutagénico de varios
compuestos carcinogénicos tales como derivados clorinados del
bencero, aflatoxinas, benzo-(a)-pirero entre otros. Sin embargo
este sistema fué mejorado mediante la introduccién de un
Plasmido, pPKmi0! que contiene los genes umuB v umuC que
promueven el mecanismoc de reparacién propenso a error (Macltan
et al. 1975, Maron y Ames 1983, Hartman et al, 19686). Asi el
sistema de Ames cuenta ahora con las cepas TA98 (hisD3052
PKm101),con mayor capacidad para detectar mutagénos que actian
por corrimiento de bases que su cepa homdloga TA1538 (h;sbgﬁgg .
DPe igual forma la cepa TAL100 (hisG46 pPKm101), fué obtenida &l
introducir el plasmido pKmi0l en la cepa TA1535 (hisG46),
darndole mayor sensibilidaed para detectar coﬁpuestos Capaces de
inducir mutaciones por substitucién de bases en el par G/C del

codon 96 del gen hisG. El sistema de Ames cuenta también con

:cepas con una alta capacidad para detectar transiciornias A/T

cono  es él casc de la cepa TAL02 (bgsGBQ7§, rKmn10l con una

mutecion hisG428 en el plasnmido pAgl). Sin embargoon, las cepas

que contiener el plasmido pKMIO01 por tenar un  mayor nimerc te



atn S i R A

gt b S e

b = o i iy

COPL1as de g aenes el s1stemna L cePalaCian DS RrORenso &
areor.  presantan una frecueencia de nmutacldn esponitareas mas altea
que las cepas carentes del mismo., Con algunos compuestas Como
lag nitrosaminas, las cepas con el plasmido no responden Jando
lugar a wuna frecuencia de reversidn mads alta que las cepas sin
rplasmido., Por lo anterior se preficere, en estos casos trabajar
con éstas ultimas ya qua cson de mas faAcil manajo y los

resultados en ellas mas claros.

Las cepas del sistema da Ames mas empleadas, TALIS3S5, TALSA37,
TA1538, TA98, TAL100 y TA102 al igual que la cepa UKS14
posean ademds una deleciédn del gen rfa que las hace nas
sehsiblas al paso de 1los compuestos por carecar de una
lipoprotaina de la pared celular. Otra caracteristica de estas
cepas eas vunu dalecidén an al gen uvrB inveolucrado en el sistema
de reparacidn por escisidén la cual se ha inbroducido Paramejorar
la aficiencia dal sistema en la deteccidn da compuestos capaﬁes
de daFar el ADN, ya quas el cistema de reparacién por
escision podria en gran parte eliminar al dako inducido por esos
compuestos (Gutterrlan y Hu 1984, Maron y Ames, 1983, Nagao y

Sujimura 1978).

La principal desventaja que prasenta el sistems de cepras de S.
typhimurium es que no pUede datectar numerocos compuestog mutagé-

nicos que como el acetilfaminoefluoreno, colorantes azo, etilma-~

- tanosulforato, ’Ciclofokfamida Yy nitrosamiﬁas requiaren de ser

previamente transformadas metatdlicanente para manifestar su

efecto mutagénico. Esta problema se ha resuelto mediarte la
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adicidn de la fraccidn 59 de higade de rata previamente inducido
coti alaurn compuests como arcoclor o fencbarbital, csegur se habia
descrito anteriormente. Se han empleado otros muchos métodos de
activacidn in itro como €] uso de hepatocitos integros de
higado de roedor o la activacidén cor diverscos tejidos animales
mejorande asi el uso del sistema de cepas de §, typhimurium

(Felton y Merbert, Jores et al., 1981, Roberfroid et al. 1981),

Este sistema de prueba de mutagénesis se ha empleado en muchos
laboratorios para detectar una gran variedad de compuestos, en
general se ha reportado que este sistema presenta una alta
reproducibilidad de los datos en diferentes experimentos
(Arnderson et al. 1984, MacPhee et al. 1984..McCoy et al. 1934),

Si bien e muy dificil correlacionar los datos obtenidos en

‘un sistema wmicrobiano como éste con los resultados de los

bicensayos aniﬁales de carcinogenicidad, este sistema ha sido
util para hacer un tamizado de compuestos potencialmente
cancerigehos. Después del estudic de varios grupos de
carcindgerios se ha aceptado que la pruaba de Ames tiene una alta

sensibilidad,  eésto significa que cerca del 90% de los

‘carcindgenos probados son mutagénicos y una alta especificidad

ya que cerca del 87X de los compuestos no cdrcinogénicos

probados Nno toh mutagénicos (Pool 1980, Rinkus vy Legator

1979). La sensitividad vy senéibilidad de las pruebas de Amaes
variar sin embargo entre los diferentes ﬁrupds de compuestos

quimicos estudiados. | En &) caso de estercvides ciclicoe y

-alifaticos, azq—naftoles. hidrazinas simétricas y tiocarbamilos,

se ha notado que el sistema es muy eficas..
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En el caso de las nitroszaminas se ha detectado que alrededor del
36% da los compuastos con conocida carcinogenicidad pueden ser
datectados por el sistema, empleando como mdtodo de activacion
la fraccién hepaAtica S9 de higado da rata previamente inducido
con aroclor., En cuanto a las nitrosoureas sa ha cbservado que
asta relacién de compuestos mutagénicos y carcinogénicos es mas
baja. Aunque an términos gaenarales se ha sefalado que la
relacidén entre mutagenicidad y carcinogenicidad es muy buena an
el caso de los compuestos N-nitroso, no sa ha observadoe una

buena relacidn cuantitativa en cuanto a potencia mutagénica

con este sistema, con raspecto a la potancia
carcinogénica conocida. Eztas discrepancias sae deban
esencialmente a las diferencias metabdlicas éntr. los

distintos sistemas de activacién in vitrg con respecto a lo que

ocurre in vive (Andraws et al. 1978, Andrews y Lijinsky 1980),
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5.1.2 SISTEMA DE CEPAS DE Salmeonella typhimurium Uvr-/Uvr+. =

Las <epas convencionales del sistema de Ames, por poseer una
delecidn en el pen uvri no  sor  capaces de eafectuar
correctamente la reparacién por escisiérn. En vista de que los
sistemas de reparacidén son muy importantes en el proceso de
iniciacidén de carcinogénesis, se han incorborado al ensayo de
Ames cepas homdlogas a las ya existentes pe}o en las cuales se
conserva intacto el gen uvrB vy al mecanismo de reparacién por
escisidn exento de error funciona adecuadamente. Por lo tanto
dichas capas sclo son capaces de detectar el efecto de
compuestos que producen en el ADN lesiones que no son
correctamente reparuadas. Entre las principales cepas de

Salmonglla typhimurjum Uyp+ que se han introducido al
sistemda de Ames estéanh la TA1975 que al igual que la TAIS3S

posee una mutacidn por susbstituciédn de baases en el codon 96

del gen hisG46. la cepa UTHB14 posee la misma mutacion por
substitucién de bases pero al igual que la TA100 contierne el
rlasmido pKM101. Entre las cepas UVR¢ se tienen tambiér cepas
caraces de detectar compuestos que produzcan corrimiento de
formato., La cepa TA1977 (bigCGO§2 ) contiene la misma delecidn
en el gen .hlgﬂ que la cepa TAL1538 pero carece de la delecidn
del gen uyrB., La cepa UTHI413 (hisD3052), Pkml101l, ec al igual
que la TA98, sencible a ser revertida por mutagénos que

ocacionen corrimientos de bases, siempre y cuando, estos no

- 77 -
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i0an  reparados correctamente., Finalmnente se cuenta con cepas
UvrB+ capaces da detectar mutdgenos que 1nduscan transiciones
A/T como es el caso da la cepa TA2638 (hisG428, FPKMIOL) vy la
cepa UKB28 ( hisG428).(Harvay y cole 1986). A pesar da la
dificultad de extrapclar los datos obtenidos en bacterias, se
considera que si el dalo inducido por algun compuesto en el ADN
Jde bacterias puade ser corregido, su riesgo es menor dado que

an el humano eaexisten mecanismos de raparacidn semejantas,

Si sa toma an cuanta la intervencidén de los mecanismos da
reparacién, puede clasificarse a los compuastos carcinogénicos
an tres gruposs el 'primero de ellos lo constituyan aquellos
compuastos cuyo efecto mutagédnico solo se observa cuando el
sistema de reparacidn por aescision funciona adecuadamante, como
as el caso de mitomicina € y algunas nitrosoureas. E]l sagundo
grupo aestdk formado por compuestos que son activos tanto en
cepas de Salmonella typhimurium Uvr- como Uvr+ en forma
dependiente de la dosxis como e@s el caso de la mercaptopurina y
al altimo grupo lo constituyen los compuestos que como la
ciclofosfamida no causan ningun dako genotdxico en las ceras
UvrBe aun a concentraciones altas. En base a esta
clasificacién sa ha propuesto que loge compuestos del primer
Qrupo represent;n un riesgo mayor para la salud, mientras que
aque!los del segundo y tarcer grupo son un riesgo menor. No
obstante debe considerarse que la ciclofosfamida debido a su

afecto citostético pdede sear un carcindgano para el humano

(Inman at al. 1983, Matnay et al. 1985).

- 78 ~ .



T el s Sk e AL e S P

S S b e e A e e, sk -

ESTA TESIS 9 DEOE

A

SilR 0 LA BIGLIOTECA

El empleo de cepas con diferente capacidad de reparacidn tales

came  las del sistema S, typhimpurium Uvr-/Uvr+ permite detectar

también mutaciones letales cuya falte de reparacidn induce a
la muerte celular, siempre y cuande se realicen en Paraleld las
pruebas de sobrevida., Otros sistemas bacterianoz que ;ontienen
cepas con diferente capacidad de reparacidn que han sido
también utiles para detactar el daRo genotdoxico de muchos
compuestos sch el de Escherichia ¢olj pol A+/polA- y el
Pacillus subtilis recA-/recA+ que miden dafo letal al ADN
(Nagﬁo et al, 1982, Noguti y Kada 1972), No obstante, el
SSstema de cepat de 8, typhirurium Uvr-/Uvr+ ha sido hasta
ahora el mejor normalizado al haberse estudiado con &1 mAs de

20, 000 compuestos.

- 79 -

i



b S St e e T et 515 i G N 0

o o ot

et A S 5

o k2 et .

i A0 T o

ety man AR 20

5.2 EXCRECION URINARIA DE PMUTAGENDS COMO UN METODD DE
DETECCION DE POBLACIONES EXPUESTAS A COMPUESTOS N~NITROSQ

Purante el procaeso de transformacién metabdlica jn vive los
compuéstos pracarcindgenos son convertidos an compuastos
diractamante activos, postariormente, tanto al compuasto
primario como sus natabolitos estan csujetos a las reacciocnes de
detoxificacién dentro de las cuales se encuentran la conjugacion
con moléculas mas polares que ayudan & la eliminacién de dichos
compuestos. Tal es el caso de la conjugacidn con glutation y
con al dcido glucurdnico, siendo también importante la

aliminacién da metabolitos en forma de compuestoe sulfanilicos.

La deteccidén en orina da compuestos carcinogénicos, o de sus
metabolitos, o la deteccidén de la actividad mutagénica de las

orinas =e han considerado como herramientas muy Utiles para

dotectar individuos que han ecstado expuastos a mutagenos y

carcindgenos quimicos. Ademas, el estudic de la excrecién

urinaria de mutdgencs an 6rinas an animales ha sido ampleaado
como un método para conccer las propiedades farmacocindticas y
el metabolismo dc,los compuestos (Bakar et al, 1986, De Serres

at al. 1936, Lawlor et al. 1937).

Considarando aue la formacidn endégena de compuestoe N-ritroso

es la mayvor fuente de exposicidn a eaeste tiﬁo de compuastos v la
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dificultad que se presenta para valorar su exposiciér Ohsina vy
Bartsh (1981) propusieron un métode mediante el uso da la
cromatografia de liquidos a alta presidn para la valoracidn
cuantitativa de los derivados N-nitroso formados in vive. Con
&stea procedimiento se@ pudo detectar la presencia de derivados
N-nitroso de la prolina en un grupo de voluntarios que habian
ingerido prolina y betabeles con un alto contenido de nitrato.
Posteriormente se ha reportado la excrecién urinaria de los
derivados N-nitrosados tanto devprolina como de hidroxiprelina y
sarcosina en ratas tratadas con el aminodcido .y nitrito de
sodio. La deteccién de los compuestos N-nitroso derivados de
prolina en 1la orina humana se ha propuesto como un método para
conocer el grado de nitrosacién endégena de este compuesto al
ser cohsumido con diferentes fuentes de nitritos y nitratos, an
vista de que se conhoce qua la N-nitroso prolina no es ni
mutagénica ni carcinogénica. Empleando este método se datectd
que los vegetales preservados en una zoha de alto riesgo de
cancer ,dé aso6fago en China provean una fuente muy importante de

hitritos v nitratos (Choshima et al. 1982),

El método analitico da Ohoshima y Bartsh se ha descrito
especialmente para detectar derivados N-nitroso de prolina,
hidroxiprolina vy s&rcocina, siendo aun muy dificil la valoracion
de la formacién enddgena de otro tipo de compuestos N-nitroso
que pueden ser peligrosos para la salud. Sin embargo, existen

otras alternativas como es el estudioc de la actividad mutaganiéa

"en Ja orina de animales expuestos a carcinégeros quimicos. Asi

por ejemplo, se pudo demostrar mediante el estudic de la .
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excrecidon urinaria de mutdgenos e=n ratones tratadeos con benzo
(a) pireno que la via principal de detoxificacién de aste
compuesto es su  conjugacidn con glutatidn (Banson &t al.
1973). Empleando el sistema de cepas de S, typhinurium ce pudo
daetectar en la orina de roedores el metabolito de la
2-amino-3,8-dimatil-amidazo quinoxalina (MeI@x), que esS un
carcindgano formado en el proceso da coccidén de las carnas

(Pariza et al. 1983, Hayatsu et al. 1937).

La detaccidn de mutdgenos en orinas mediante el sistema de cepas
de S, typhinurium se ha empleado para detectar poblacionas en
riecgo da cancer va sea por exposicion ocupacional o por
tratamientos coA drogas citostéticas, o en paerszonas con el
hdbito dal tabaquismo (Barale at al. 1986, Banowitz et al.
1986, Dvolihle et al. 1987, Everson et al. 1983, Lu et al,
1986).

El método de monitoreoc de mutigenos en orinas mediante el

gistema de cepas de 8. typhimurium His- presenta sin ambargb al

gran problaema de gque cuando hay brhzas de histidina an lis'

nuestras de orinas, espacinlmente humara, se& obtiene un
incramento sign}ficativo en al cresimiento de las colonias,

sienda en ocasiocnes muy dificil discriminar un verdadero efecto

mutagénico debido a los compuestos ahi precentes. Se han

propuesto  diferentes soluciores a este Pproblema, sierdo la més

aceptada el uso de columhas XAD-2 propuaesto por Yamasaky y Ames

eh 1977, Ezte método i embargao, se ha vizto que rio &z atil
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Fara cancentrar compuestos polares como la ciclafosfamida, razdén

por  la cual ze han propuesto métoadozs alterrnativos de extraccidn

e

Comd sot el uso de dizolivent

h{
llf

CUrAANICTLT come el clorurg de
metileno o el uso de resinas de poligozit-c-~18, que a su vez son
mds efectivas para retener compuestos polares, pero no son
capaces de retener los compuestos no polares  (Duverger et al,
1987.' Ohosima y Bartsh 1981). En otros estudios en los que se
trataron ratones con compuestos carcincgénicos, como es el caso
de la para-rosalnilina, la mutagenicidad de la orina se probd
sin previo método de concentracidn, En este casc,con la orina
de las ratas sin ningun tratamiento no ce obtuvo ningun
incremento significativo en el namgra de colonias observadas con
respecto a las revertantes espontaneas His+ de la elaca control.

Tonandose como criterio de un resultado positivo, aquellas

muestras de animales tratados que incrementarén dos o mas vecés

el numero de revartantes His+ con respecto al valor aobtenido
con el mismo numero de células expuastas a un volumern igual de

orina de los animales control (Lawlor et al., 1987).,
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1I1. MATERIAL Y METODOS

COMPUESTOS QUIMICOS

l.os siguientes medicamentos fueron donadas por compafias
farmacéuticas localizadas en Méxicor Mebendazol (Reaistro CAS
No. 31431-39-7- Ceclumbia), Hidroxinaftoato de Befenic (Reagistro
CAS No. 3318-50-6. Columbia), Dehidroemetina (Registro CAS No.
8570-25-0. Roche), Clorogquina (base) (Registro CQS‘NO. 54-05-07
Hiﬁtrop) Iodoclorohidroxiquinol.ina (Registro CAS No. 130-26-7,
Carnot), Pamoato de Pirantel (Regi#tro CAS No, 2204-24-06, ICN

Farmacéutica) y Hexahidrato de Piperazina (Registro CAS No.

110-85-0  Wintrop), Las  estructuras quimicas de estos
madicamentos estén representadas en la figura 3. EI nitrito de
" godio se obtuvo de Baker (Registro CAS No. 7632-00-0), el

iscbrbnto de sodio se obtuvo de Merck (r México

el Aroclor 1254 e obtuvo de Analabg Inc., la
Betu—g:ucofohidasa. NADP y Glucosa-6-fosfatc se obtuviaron de
sioma.  El Cloruro de Metileno, Fenol y Acido Sulfurico se

obtuviercor de Baker.
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MEDIOS DE CUL.TIVO

Se empled el nedio minimo de Vogel-Boner segun sa describe aen
Maron y Ames 1933, El agar grado bacterioldgico se obtuvo de
Difco, el caldo nutritivo se obtuvo de Oxoid, (Inglaterra) y de
Difco de Maxico, el Agar nutritivo al 1.54 se obtuvo de Difco da

México., Las sales inorgdnicas raequeridas an la preparacion del
medio minimo de Vogel Boner se obtuvieron de Paker (Méaxico).

(Var apéndice 1).

CEPAS BACTERIANAS

Las cepas de SCalmonslla Lyphimurjum TAISAS (his G46 dal rfa,
del. UvrB) vy Thl975 (this G46, del.rfa) fueron gcnoroSamento

donadas por al Dr. Brunce Amaes (Universidad de California,

Berkley CA 94720).
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REACCIONES DE NITROSACION IN VITRUO

Las reacciones de nitrosacidén jn vitro ce realizaron siguiendo
una modificacidén del método descrito por Murphay y Corb (1933).
Las reacciones se reqalizaron a 37°C entre 30 y 60 minutos en un
amortiguador de fosfatos (0.5M) a pH = 3.7, HCL (0,001M) a pH =
3.2, o amortiguador de citratos-HClI (0.2M) a pH = 4.2. Se
enplaafon diferentes relaciones meolares de nitrito de sodiot
férmacos (311 a 6:11) tomando en cuenta el tipo de grupcs amino
presentes que contiene el medicamento. El nitrito de sodio, el
medicamanto aminado y las mezclas de reacciéon entre el nitrito de
sodio y el medicamento se manejaron de la misma forma. Se
realizaron extraccionas con cloruro de metileno' evaporadndose
después a 350°C. Los gxtractos’se resuspendieron en Sml de agua
destilada antes de realizar las pruebss de mutagenicidad. Con el
fin de obtener ljs curvas dosis respussta se efectuaron de tres a

cinco diluciones decimales.
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DETERMINACIONES COLORIMETRICAS

La formacidn de compuestos N-nitroso se valoréd mediante la raac-
cidén colorimétrica de Lieberman descrita por Vogel (1974). El
anlace (-N-N=0) reacciona con fenol y écido sulfuarico, para dar
rojo de indofenocl que puade ser detectado colbriﬁttricamente.
Los valores de densidad éptica se determinaron a 590nm en un co-
lorimatro Baush and Lomb. Log resultados obtenidos se compararon
con la intensidad de color obtenida con una cu?va estandar

realizada con N-metil-N-nitrosoguanidina (apéndice 2).
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PRUEBAS DE MUTAGENICIDAD

Los ensayos de mutagenicidad se realizaron en la cepa de

almong typhimurium TAIS3S de acuerdo al método descrito por
Maron y Ames (1983). La fraccidn S9 se prepard con higados de
rata macho wistar de 200 a 200 9 de peso corporal, previamente

inyectada con una mezcla difenil policlorada (200 mg/ml) Aroclor

1254 en aceite de maiz (500 mo/Kg) segin se ha descrito

anteriormente (Cortinas de Nava et ;l. 1963).

Las bacterias se expusieronn a las diferentes diluciones de
nitrito o maedicamento, o & las diluciones d&cimgles de las

mezclas de reaccién entre el nitrito y laos medicamentos, en

presencia y en ausencia de la mezcla $9. Como controles

positivos se incluyeron N-metil-N-nitroso-guanidina, 10 9/caja

Ppatri, o ciclofosfamida con S9 200 g/caja petri. Se realizaron

dos txparinentos' por separado‘ampleando tres cajas p&tri en cada

unc de ellos.
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EFECTO DEL SISTEMA DE REPARACION

Para estudiar el efaecto del mecanismo de reparacidn por escisidn
sobre los der ivados mutagénicos de medicamentos antiparasitarios

Y nitrito de sodio, las pruebas da nmutagenicidad en la cepa

Salmonella typhimurium TVA13533, con nitrito de sodio, piperazina,
mabandazol y sus darivados nitrosados se hicieron en paralaelo con
la capa de Salmonella typhimurium TA197%, en la migsma forma que

sa describe en la seccidn anterior. Las pruabas de mutagenicidad
en ambas cepas se realizaron tambidén en paralelo con un ensayo de

sobrevida.

PRUEBAS DE SOBREVIDA

Un cultivo de 16 horas dea la bacteria se diluyd en solucidn

salina isoténica hasta una dilucién que contenia alrededor de 10

AT RN P NC S

cdlui;s por mililitro. 100 ul de este cultivo S& expusieron a
los compuestos tratados con la mezcla 59 antes descrita en un
tubo con 2 ml de caldo nutritive (DIFCO) CON AGAR AL (0.6%). EI
contenido de astos tubos sa vierte en agar nutritivo (DIFCO) y se
incuban las placas a 37°C durante 24 horas, contandosze después

las unidades formadoras de colonias.
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REACCIONES DE NITROSACION IN VIVO

Durante periodos de 3 a S dias, de acuerdo &l esquema terapéutico
de cada farmaco, se trataron grupos de cinco ratones machos de la
cepa CD-1 de 35+ 29 por via oral con: 1) Agua destilada, 2) Nitri-
to de sodio (20.40 y 80 m9/Kg), 3) Piperazina (65ma/Kg), 4) Cloro-
qQuina (base) (10 y S5 mg/Kg9), 5) Dehidroemetina (2Smg/Kg), 6)
Pamoato de pirantel (50m9/Kg), 7) Hidroxinaftoato de befanio
(1000mg/Kg), 8) Iodoclorohidroxiquincleina (200mg9/Kg9), 9) Ciclo-
fosfamida (20 mg/Kg), 10) Piperazina-nitrito de sodio (65-80,
65-40, 65-20 m9/Kg), 11) Maebendazol-nitrito de sodio ((3.5-80,
3.5-40, 3.5-20 mg/K@), 12) Cloroquina (base)-nitrito de sodio
(55-80, 55-40, 55-20 mg/Kg), 13) Cloroquina base-nitrito de sodio
(10-80, 10-40, 10-20 mp/Kg), 14) Hidroxinaftoato de befanio y ni-
trito de sodio (1000-80 mg/Kg), 15) Jodoclorohidroxiquinoleina
(200-80 mg/K@) y 16) Pamoato de pirantel-nitrito de sodio (55-80
mo/Kg) . Se trataron ratones hembra de la cepa CD-1 de 32+ 29
con: 1) agua destilada, 2) Nitrito de sodic (80 mg/Kg), 3) Hﬁbth~
dazol-nitrito de sodio (35-80 mg/Kg). En todos log casos los ani-
males se trataron con los medicamentos contenidos en un volumen

de de 0.5m]l a 0,2 ml de solucién de NaNOx,

Los animbles se mantuvieron en cajas metabdédlicas de policarbénato
dejdndoles agua y purina-mice-Chow pad-ljibitum. 6Ge recolectaron
muestras de orina antes de administrar el primer tratamianto y 24

horas después de cada tratamiento.
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REPARACION DE LAS MUESTRAS DE ORINA.

Las muestras se centrifugaron a 1000 repm durante 10 minutos en
una centrifugas clinica MSE. Posteriormente se esterilizaron por
filtracién en una membrana millipore 0.454 y se conservaron a

~20°C hasta su uso en las pruebas de mutagenicidad.

ENSAYO DE MUTAGENESIS CON UORINAS

La actividad mutagénica de las nuastras de orinas e astudiad an
Salmonel)la typhimurium TAIS3S en placas de medio minime de Vogal
Boher, segun se ha descrito por Maron y Amas (1983). Se tratd

la bacteria con 200 ul de orina en presencia de 200U de beta

9lucoronidasa contenidas an 100ul. Se incluyeron como'controlos.

la bacteria tratada solamante con bata-glucuronidasa, un volumen

igual da orina del mismo grupo de animales antes del tratamiento

.y como control positivo, N-matil-N-nitroso-guanidina 10 ug por

placa, asi como la orina de animales tratados coh

ciclofosfamida.
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ANALISIS MATEMATICO

La valoracidn de lot resultados de las pruebas de mutagsenicidad

en orinas se efectud comparandc los resultados entre los
diferentes grupos, sin tratamiento, con nitrito, con el

medicamento o cor &l nitrito v el medicamente administrados casi
simultaneamente mediante la prueba de t-student, Se considera
que  un  resultadoe es estadisticamente significativo cuando su
valor de P eastd comprendido entre 0,05 y 0,001, y que es
positive si incrementa dos o nmas veces @l numero de revertantes
inducidas con un volumen igual de orina de los animales sin

ningun tratamiento.
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INFLUENCIA DEL TIEMPO DE ADMINISTRACION DEL NITRITO DE SODIO CON
RESFECTO A LA AMINA.

Se trataron por via oral grupos de cinco ratones machos de la
cepa CD-1 de 35% 2 4 con nitrito de sodio (30 mg/Kg) quinca
minutogs antes, sinultineamente, gquince y treinta minutos después
de administrar mebendazol (35 mg/Kg) o cloroquina (base) (55
mng/Kg), por via oral durante fros diai. e facolectaron las
muestras ‘'da orina 24 horas antes dal primar tratamianto y 24
toras después de cada tratamiento. Se astudié la actividad
mutagénica de dichas muastras segun se ha dascrito
antariormente. Tomando como el 100X de la actividad mutagénica,
1la que se ha racuperado del grupo tratado con nitrito de sodio v
el madicamento simultdneamante y calculando el porcantaje de la

actividad mutagénica recuperada con los otros grupos.
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INHIBICION DE LA REACCION DE NITROSACICN DEL MEBENDAZOL IN VITRQ

Las reacciornes de nitrosacidm del meberdazol se realizaron en un
amortiquadordsa focfatos pH=3.7 durante 20°', Se enpled una
relacidn molar farmaco: nitrito de sodio (185). A laz mexclas
da reaccidh se afadid ascorbato de sodio en una proporcidn molar
nitrito de sodio-ascorbato, 1:0, 110,025, 111 y 112,
Simultaneamente se& procesaron en condiciones semejantes, el
mebendazaol, el nitrito de sodio, ascorbato de sodio, ascorbato
da sodic-nitrito de sodio, y mebendazol-ascorbato de sodio. Los
productos de Jlas reacciones se extrajeron con cloruro de
metileno. El solvente orgénico se evapord & S0°C. Las mezclas
se dizolvieron en 5 ml de agua destilada para realizar pruebas

de mutagenicidad y andlisis colorinétrico.

Las pruebas de mutagenicidad de los productos de nitrosacién del

mebendazol tratados <con ascorbato de sodic se reaulizaron
simultancamente con el método de incorporacion en agar (Maron y
Ames 1983) o con una modificaciorn del mizmo. Una alicuota de
100ul de un cultivo de Salmonella Ingimggiym'fﬂl535 3] puiicron
en presencia de la mezcla §9 con agitacidén a S00 rpm durante
60', después sce aRadieron 2 ml de una solucién de cloruro de
godio & 0,54 y agar al 0,64, a una temparatura de 45°C, El
contenido de este tuba se vertid en placas de medio minimo de
Vogel Borer vy se ircubaron a 37°C durarte 48 horas. Contaéndose

después el numero de revertantes hist,
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INHIBICION DE LA FORMACION DE MUTAGENOS DERIVADOS DE LA REACCIUN
ENTRE EL MEBENDAZOL Y EL NITRITO DE SQDIO IN VIVQ

Sa trataron ratonas machos da la cepa CD-1 de 3%9 ¢ 2 con: )
agua, 2) mebendazol (35mg/Kg), 3) Nitrito de sodio (80 m9/Kg),
4) Ascorbato de sodio (400 mg/Kg), 35) Mebendazol-nitrito da
sodio (35 -~ 80 m9/Kg), 6) Mebendazol-nitrito de sodio-ascorbato
de sodio (35-80-200) y (3%5-80-400). Los tratamiaentos se
adninistraron por via oral, preparande cada solucién por
separadb, y administrando al contenido de nitrito de scdio an un
volumen de 0.2 ml, mebendazol en 0.3 ml, ascorbato da sodio en
0.2 ml, log animalas controlas de trataron con 0.7 ml de agua
destilada.' Todos los tratamientos se diaron durante tras Jdias
consecutivos, raecolaectandose orinas de todos los grupos 24 horas
antes dael primer tratamiento y 24 horas después de cada uno de

los tratamientos,

l.Las muestras da orina se procesaron segun c<a& ha dascrito

anteriomentq. y sa probd la actividad mutagénica por el método

de incorporacién en agar de Salmorella typhimurium TALIS3S an

presencia de bets-glucuronidasa.
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EFECTO DEL TIEMFO DE ADMINISTRACION DE LA VITAMINA C CON
RESPECTO AL NITRITO DE SODIO EN LA INHIBICION DE LA FORMACION DE
MUTAGENDOS EN ORINAS

Se trataron ratones machos de la cepa CD-1 de 3%a ¢+ 2 con 1 1)
Agua, 2) Nitrito de sodio (80 mas/Kg), 3JI) Mehendazol (35 mg/Kg),
4) Mebendazol y nitrito de sodic (35 - 80 mg/Kg), 3) Mebendazel
Nitrito de sodio y ascorbato de sodio; administrando éste ultimo
vya sea simulténeamente con el tratamiento del compuesto aminado
y €l nitrito de sodio. quirce minutos antes, o bian, quince o
treinta minutos después del tratamiento, Las soluciones se
Prepararon vy se administraron segun se ha descrito en la seccién
anterior, recuperdndose las muestras de orinae .de la misma
forma. El porcentaje de actividad mutagénica obtenido en los
grupos de ratones tratados con ascorbato de sodio se calculéd
tomando. como ur: valor del 1002% el resultade observado en los
animales tratados  exclusivamente con nitrito de sodio vy

mebendazol .
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DETERMINACIONES ESPECTROFOTOMETRICAS Y CROMATOGRAFICAS DE LOS
DERIVADOS MUTAGENICOS DEL MEBENDAZOL. Y EL NITRITO DE S0DIO

Se dataerniné el aespactro de absorcién ultravioleta entre (220 -
IS0 nm) dol mabendazol, nitrito de sodio y el producto de

nitrosacidén clal mabendazol en un espectrofotdémetro Backman.

El prodiucto de reaccion de mebendazol y nitrito de sodio se
caractarizé mediante cromatografia de liquidos a alta pfesién.
@mp 1 eando uh detector especifico de fotoconductividad para
grupos sensibles de sufrir fotdlisis, que es el detector modele
968 de Tracor (2J4nmHif) sensibilidad 100X 3, Con un volumen de
inyaccién de 23ul. Se enmpled una columna de sphearasoloe 0003-2
(250~ x 4 6mm, Sum), y como fase mévil se empled (acetonitrilo,

19X, matanol 10%, H O 63X) con un flujo de 1.5 ml/min,.
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IV. RESULTADOS.

REACCIONES DE NITROSACION JIN VITRO.

En la tabla VI se presentan las condiciones identificadas como
Sptimas para llevar a cabo la reaccidn de nitrosacién de cinco
de las drogas estudiaddss, pipecrazina, mebendazol, cloroquina,
dehidroametina y pamoato de pirantel, en pH aAcido y temperatura

baja (37= C).

ACTIVIDAD MUTAGENICA DE LOS DERIVADOS N-NITROSO DE MEDICAMENTOS
ANTIPARASITARIOS

En la tabla VII se mucstran los resultados de mutaganicidad

obtenidos con el producto de la reaccidén de medicamentos que en

su molécula contienen grupos Baminc secundarios y/o terciarios
como sont piperazina, mebendazol, clorogquina y dchidroametlna,
asi como dcrivndés_ blrimidinicos como el pamoato de pirantel.
No se detects actividad mutagénica en productos de reaccion de

h!droxlniftoato de befenio, (una sal cuaternaria de amonio) o

‘derivados halogenados de la quinolina como la ijodoclorohidroxi-

quinolelna.' Las estrucutras de estos compuestos se ripresentln

en la figura 3.
Las figuras 4 y 5 representan las curvas dosis-respuesta
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obtenidas con los darivados hitrosados de piperazina vy
mebandazol respectivamente. Estos compuestos presentan un
afecto mutagénico mas evidente cuando el producto de la reacoidn
fué activado nmatabdlicamente con la fraccidn S9 del higado Jde
rata. La respuesta mutagénica en ausencia de activacidn

matabdélica solo se cbhserva a congentracionas muy altas.,

Las figuras 6 y 7 reprasentan las curvas dozis respuesta
obtenidas con los productos de la reaccidn de nitrosaciéon jn
vitro de cloroquina (base) y dehidroemetina, raspectivamentae.
En estos casos el efecto mutagénico unicamenta se observdéd cuando
@l compuesto fueé activado con la fracccion 59 del higado da

rata,

La figura 8 repraesenta la curva dosis respuesta obtenida con el
producto de reaccién antre nitrito de sodio y pamcato de
Pirantel. = En este caso no se encuntran diferencias entre la

actividad bioldgica en presencia o ausencia de la fraccién S$9.

o . et ey ety

e g b e b A R R kPRt 8



- S b M ‘ .

PIPERAZINA

HOROXINAFTOATO OE BEFENIO

OEHDROEMETINA CLOROQUINA

%
(| us
0CH, /

b w.

PAMOATO DE PIRANTEL
(00" OM ON 000" ]

JODOCHLORHIOROXIQUINOLEINA
1+

COGEENN &
-

FIG: 3, Cf

ﬁ-l-ﬂi-cﬂ.- Gl.- Gl.-l-ﬂl.-ﬂ. ‘
* ,




TABLA VI

T g7 e S s 8 2 100

'CONDICIONES PARA LA PRODUCCION IN VITRQ DE DERIVALGS N-N1TROSU
A PARTIR DE NITRITO DE SNDIO Y DIFERENTES MEDICAMENTOS ANTIPARASITARIOS

o NITRITO DE | TIEMPO DE  RENDIMIENTO CALCULADG o
MEDICAMENTO mo/mi sOD10 AMORT1GUADOR PH REACCION = DE ENLACES (-N-N=0O}
() (mM) : tMin,) )
S i
i
l
Picarazing 20 Citrato/HCI (0.2 M) 4.2 30 - 38
: 8¢ | N
0. 1) g
Mebendazo) . 160 Citrato/HCI (0.2 M) 4.2 60 38 L
146 (92.3) Fosfato de sodio (0,5 M) 3.7 60 -11] {
Cloroauine 4% HCI (0.001 M) 3.7 60 . 12 |
(base) (0. 63 Citrato/HCI (0.2 M) 4.2 60 12 §
o0 : - Fosfato de sodio (0.3 M) 3.7 60 17 O
. . _ |
Dehydroemetina 50 HCI (0,001 M) 3.2 6U 17 Lo
60 (0.7}
(0.1) _ .
Pancato de Pirantel 100 HCI (0,001 M) 3.2 60 o es
100 _ (1.4) Citrato/HCI (0.02 M) 4,2 60 ) 47
0.17) : Fosfato de Sodio (0.3 M) 3.7 6N 69
_ Todochlorhidroxieuinoleina 80 HWCI (0,001 M) ' 3.2 No se encontraron nive-
_ - 80 (1. 1) Citrato /HCI (0.2 M) 4.2 60 " las datectables dea en-
(0,17) ‘ _ . Fosfato de Sodic (0.3 M) 0,7 laces =N-N=0Q
Hidroxinaftoato de Befeni HCI (0,005 zm0 .2 - No se encontraron nive-
- 250 ) 120 Citrato/HCI (0.2 M) 4.2 60 les detectables da en-
(0.36) - (1.7¢ Fosfato de Sodio (0.5 M) 3.7 . ‘laces -N-N=Q :
a Concentraciones en la mezcla de reaccion.
b TYodas las reacciones se realizaron a 37°C. - o
¢ El rendimiento de uniones (~N-NsQ) fué calculado mediante el método colorimétrico de Leiberman, Los
valores se determinaron madiante una curva esténdsr de MING (apéndice 2) ' o
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MUTAGENIC IDAD DE FRODUCTOS GENRADUS MELIAGNTE LA REACCION ENTRE NITRIIQ v DIFERENTES

TABLA VII

102 -

MEDICAMENTOS ANTIPARASITARIOS EN Salmnonells typhimurim TAIS3IS
No, DE COLONIAS REVERTANTES HIS+/FLACA
MEDICAMENTOS NITRITO DE SODIO CON S99 . SIN &9
tma/tnl) (ma/ml) X s S.D, X t S.b,
- - £9. 00 4,70 Q3. 50 S0
§60.0 S7.50 11.08 47,00 7,39
Ll - BU. UU 32! l& bl- 14 Jb-E\U .."u 4.".'
Piperazina :
- 86 - 27.82 g.20 26.30 &, 57
Pirarazina
88 20.0 165.29 S0.10 72,25 16,80
Mebandazol
146 - 29.16 6, 48 19.00 5.88
Mebendazol ,
, 146 160,0 374,50 81.10 115,00 17.00
Cloroauina (base)
. 80 - 25,00 3.68 23,60 3,35
Cloroquina (base) ' :
A 80 S 45.0 164,35 30,74 44.00 6,60
Dehidrogmetina
‘Dehidroemetina
. 60 50.0 176,%0 44,6 52.8 B.61
Pasoato da Pirantel .
~ 100 - 29. 16 4,25 28.6 6,50
Pamoato de Pirantel ,
100 _ 100.0 148,50 43,00 127.4 32, 16
Iodochlorhidroxyqvinoleina : '
- Todochlorhidroxyquinoleina
' 80.0 80.0 T T
%0 8.0 33.30 1.80 T
0.9 0.8 41,16 .47 46.0 10,10
Hidroxinaftoato da Befenio _ v :
250 . - 31.80 2.11 0.5 5,80
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MEDICAMENTOS

(mg/mil)

TABLA VI1

Hldraxlnaftdato da befenio

<50 v
10 g/Cwmya Petry

a Cohcentraciones

NQ: Qg ;.mmiﬂﬁ ﬂﬁ!ﬁﬂl&lﬁq -
NITRITO DE SODXO CON 89 SRR -
(mg/ml) X & B.D, “
120, ' 3%, 60 9. 72 31,16
e - 1.069. 30

originales an -1. mizcla de reaccion, «l madicamento,

- madicamento-nitrito se trataron como se ha dJdescrito en material y metodos,

bx Fromadio de dos experimnent.os rqproducibl.;. (Tras ca)a patri por experimentd),

clL Toxicidad.

S. 28
S30. 07

nitrito

b4
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FIGURA 4

EFECTO HUTQGENICO' DEL PRODUCTO DE NITROSACION DE PIPERAZINA EN
Salmonalla  typhimurium TAIS35 - 0 - + 89, - - min 89,
- X =~ nitrito de sodio + §9. (Tratados como se describe en

materiales y métodos.  Control piprazina + €9 27.8 3 6.2,

Revision qspohtlnea 29.0 + 4.7,

“ 104 -
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FIGURA S

EFECTO MUTAGENICO DEL PRODUCTO DE LA REACGCION DE NITRGSACION DEL

MEBENDAZOL EN Salmonells typhimurium TA153S -0 -  con S9,

- - sin 89, - - nitrito de sodio’¢+ 59 (tratados segun se

describe en matiriali: Y métodos. Control Mcbéndazol t S9 29,6

- % 6.4, raversion espontinea 29.0 + 4.7.
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FIGURA 6

EFECTO MUTAGENICO DEL PRODUCTC DE LA REACCION DE NITROSACION DE

CLOROQUINA  (BASE) EN Salmonella typhimurim TAIS3S - - con
$9, - - sin 89, - - hitrito de sodio + §9, (tratados

como se describe en materiales y métodos. Cloroquina (basc) ¢

69 25.0 + -3,6, Reversioén eﬁponttn&a 29,0 ¢ 4.7,

- 108 -
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FIGURA 7

EFECTO HUThGENICO- DEL. PRODUCTO DE LA REACCION DE DEHIDROE"ETINQ
CON NITRITO DE SODIO EN Salmonalia typhimurim TA1S95 - O -

con §9, - - sin 89, - - nitrito de sodic con $9.

(Tratados como’ s describe en materiales v :mdtodoﬁ).'

Ddhidroﬁmotina + 89 32.1 ¢ 9.2, reversidn asponténea 29,0_1 4.7,
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FIGURA 8

EFECTO MUTAGENICO DEL PRODUCTO DE REACCION ENTRE EL PAMOATO DE

PIRANTEL Y NITRITO DE SODIO EN Salmorella typhimurim TA1535

- 0 -con89, - - sin 89, - - nitrito de sodio con

59, (tratados seg!m se describe er materiales y métodos).

Pamoato de pirantel 22.5 ¢ 5.5, Rever:zidén esponténea 37,0 ¢ 4.7
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REACCIONES DE NITROSACION IN VIVO

Los datos da la tabla VIII muestran quae los ratones tratados con
piperazina, cloroquina y mebendazol junto con nitrito de sodio
prasentaron un incremento estadisticamente cignificativo en la
exrecién da mutdgenos en forma de derivados glucurdnidos si se
comparan astos datos con los obtenidos con animales tratados con
los diferantas compuestos por separado, © con al grupo control,
Se observa también un ligero incremento en la excrecién de
mutidgenos en orinas da ratones tratados con nitrito de sodio y
dehidroematina, tanto en forma libre como conjugada., El grupao
de ratones tratados con pirantel y nitrito de sodio solo muestra
un ligaero incremento de muthganos conjugados con
teta-glucuronidasa, no siendo este estadisticamente
significativo =i se le compara con respecto a los tres grupos

controlas correspondientes.

Los datos de la tabla VIII muestran qua no se cbtuvo ningun dato
de actividad mutagénica an orinas de ratones tratades ni con
hidroxinaftoato de bafenio, ni con iodoclorohidroxiquinecleina,
cuando estos medicamentos fueron administrados con nitrito de

sodio.
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TABLA VIIL

EFEC U MUTAGENICU DE LA ORINA DE KATONES JTRATADUS PUOR VIA URAL CON
NITRIIQ DE SODIO Y DIFERENTES MEDICAMENTUS ANTIPARASITARIOS

LUMPLESTOS

qumn CONTROL ¢

N:I.N"..I.' VS grbey)

1 R FEL TR LT mg} e

LLIKOUUINR (55 m9/K9)

DEHLDROEMETINA (25 mg/Kg)

FAMATO DE PIRANTEL (50 m9/Ke)
FIPERAZINAS NaNO2 (63 1 60 mo/K9)
LLURODUINA: NaNO2. (55 1 80 mg/K9)

| DEHIDKUEMETINAT NaNOZ ¢ 25 1 90 ma/K9)
FRNUATC DE PIRANTEL 3 NaNO2 (50 : G0 mg/Ke)
- LILOFOSFAMIDA (20 m9/K9)

3 3 Dias de trntnntonto
v Promedio de tres placas por grupo

REVERTANTES/PLACA*

SIN B“GLIR.,LRDNIMSA

X

23.3 .
51,6

S0.0

CON B-GLUCURONIDASA

¥ ¢5
37. 3% 6.79
42.0 JU. 42
47,6 S 1.09
48,0 | 2.94
34.6 6.23
44.76 11.03
105.6 C11.67
101.6 | - 12.2
74,0 6.0

. 60,3 209

37%.0 63,7

% Promsedio da las revertantes inducidas por los ratoncl antes del tratamiento.

Reversidn espontanea = 30.6 ¢ 3.0 9 (con B-9lucuronidasa),

- 115 -

3.6
27,3

47.6

67. 3
67.%

4.0

30,33 ¢ 2,62 (sin B-glucuronidasal.

s

7.40
L-L
W08

.52

124
.89

7,58
8.8

720




COMPUESTOS

URINA CONTROL®¢
NaND2 (8O m9/Kg)
TOPOCLOROHIDROXIQUINOLEINA 1200 mg/Kg)
HILKOX [NAFTORTO DE BEFENIO (1000 mo/kg)

IDOCL QRONRIDROXIQUINOLEINA ¢ NaNO2
Vel m9 3 80 ma/kyg) -

HIDRUXINAFTOATO DE BEFENIO » NaNO3
(310u0  m3a t 80 mo/Kg)

! Diag da tratamiento
J wlacas por grupo

TABLA VIII

REVERTANTES/PLACA*

CON B-GLULCURON]IDAGA

o

28.0
46. 0
48.0
2. 6

8

1<.00
7.78
11.596
9.28

SIN B~GLUCURONIDASA

X

3.2
41.6
44.6
3%.3

- 20,3

33.3

ty ' Promedic de colonias r-vortahtcs inducaidas FOr la orina de los ratones antes del tratamjento
Reviatr si1dn espontanss ¢ 35,08 ¢ 4,08 (sin B-oluccuronidlla) 1.9 ¢+ 1,88 (con B-glucuronidasa)

.

J. 6

1.6

3,48
6,11

4.14

0.54
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CINETICA DE LA EXCRECION URINARIA DE MUTAGENDS EN  RATONES
TRATAPDS CON NITRITO DE SODIO Y MEDICAMENTOS ANTIPARASITARIOS.,

La excrecién wurinaria de mutAgenos en animales tratados con
Ppiperazina y cloroquina (base), simultianeamente con nitrito de
sodio no es considerable después de un solo tratamiento, pero
como s&€ nuestra en la figura 9, la activzdadv mutagénica
produéida ror al tratamiento de estos dos medicamentos aminados

con nitrito se acumula al incrementar el rumero de tratamientos.

Lo ratones tratados con meberdazol y nitrito de sodio excretan
mutagenos en la orina después de 24 horas dal eprimer
tratamiento, No observéndose un incremento notable en la
actividad mutagénica de ratones tratados durante un periodo de

tres dias, segun se puede observar en la figura 10.

Los tratamientos con pamoato de pirantel y dehidrogmetina.junto

coln nitrito de sodio, no producen un ircrenento de la actividad
mutagénica en orina durante un periodo de tras dias como puede

observarse en la figura 11,
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FIGURA 9

EXRECION URINARIA DE  MUTAGENOS

EN RATONES TRATADOS CON

PIPERAZINA Y CLOROGUINA  (BASE)  JUNTO CON NITRITO DE SODIO,

DURANTE TRES DIAS CONSECUTIVOS.
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Co_lom'as revertanies

%60 - ® PIPERAZINA-NO;
® PIPERAZINA
& Na NO@

0 o coroauNA-NO;
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FIGURA 10

DE MUTAGENOS EN RATONES TRATADOS CON

EXCRECION  URINARIA

MEBENDAZOL Y NITRITO DE SODIO DURANTE TRES DIAS,
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FIGURA 11}

EXCRECION URINARIA DE MUTAGENOS EN RATONES TRATADOS CON PAMOATO
DE PIRANTEL Y DEHIDROEMETINA CON NITRITO DE SODPIO DURANTE TRES

 DIAS.
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE NITRITO EN LA FORMACION DE
MUTAGENOS DERIVADOS DE MEDICAMENTOS ANTIPARASITARICS.

Los datos prasentados en las figuras 12, 13 y 14 muestran que la
excracion urinaria de mutidgenos en animales tratados con
piptfazinn. mebendazol y clorocquina respectivamente se
incremanta en forma directamente proporcional a la concentracion

de nitrito.

La tabla IX muestra que es posiblaea obtener un i1ncremento en la
excrecion urinaria de mutégencs en ratones tratados tanto a la
dosis terapéutica de cloroquina (base) (10 mg/Kg), como a una
dosis de 55 ma/K9, dopondidndo la respuesta esencialmente de la

concentracién de nitrito de sodio.

La tabla X wmuestra evidencias de que ean @] caso de ratones
tratados con mebendazol tanto a la dosis terapéutica (3.5

mg/Kg), como a una dbsis cercana & la DL ‘(35 ng/K9) se puede

obtener la formacién de mutigenos en orina, en forma depgndi.ntt |

a la concentracién de nitrito de sodio.
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FIGURA 12

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE NITRITO DE SODIO EN LA EXCRECION
URINARIA DE MUTAGENOS EN RATONES TRATADOS CON PIPERAZINA.
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FIGURA 13

EFECTO. DE LA CONCENTRACION DE NITRITO DE SODIO EN LA EXCRECION
URINARIA DE MUTAGENOS EN RATONES TRATADOS CON MEBENDAZOL
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FIGURA 14

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE NITRITO DE SOPIO EN LA EXCRECION
URINARIA DE MUTAGENOS EN RATONES TRATADOS CON CLOROBUINA  (BASE)
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TABLA X

EFECTU DE LA DOSIS DE NIMTRITL pE SODIUV N LA EXCRECION URINARIA DE
MUTAGENUS EN RATUNES TRATADUYS ORALMENTE CUN CLOROWUINA BASE

! EXPERIMENTO 1 - EXPERIMENTO 2
| REVERTANTES® REVERTANTES
RUPY No, BUSTANC TAS B. Lyphamurium =+ 5 [ GRUPO No. SUSTANCIA S. typhimiriue 2 5 o
- TAIS35 Th1S3%
- | 20.0 4.54 - - - : 24.6 6.40 -
B-olucuronxdnsai' 21.0 4.69 - - B-glucuronidasa 28.3 4.0 -
1 - flaroqu;na 34.9 S 74 - & Cloroquina | Jz2.8 %90 -
R - S5 maske)* (10 mg/ske) -
R | NANO2 (50 mo/kg) 30.6 3. 40 - 7 NaNOZ (BUM@/k) 26.6 2,56 -
i Cloroquina - NaNO2x _ Cloroqunn -~ NaNOZ2 _
g 4 (S5180) (Ma/KD) 104.6 12,2 (a)0.005 g (10180) (m9/K$)2 Qi S.40 (d) 0. (P
P ' . : _ ' e 0/2%
« (5% 1 40) 20,4 0.82 (b)0. 0GOS % (10140) 63,90 4,08 (£)0.00%
| | | < - | it
R (55 1 20) %7.6 6.02 (c)0.01 10 (10120) 39.2. 6.80  (h)0. 20
- : | o ' - (2)0.02%

Promedic da tres cCa)as

Mrans de tres ratones

200 w/caya B

Incremanto 1guanl o superior al doble de la reversiion espontines _ .

) Comparacicnes sstadisticast (&}, (b)) y (C) correiponden 8 iLas COmMpParacilones de los grupaos 3, 4 ¥ 5 al grupa | (control's
. (d), (f) v (9) a lag comparaciones entre los grupos 8, 9 v 10 con el grupc & (Su control);
(@), (9) @ (1) resultan de les comparaciones entre los grupos 8, 9 y 10 con los 9rupos
3, 4 v 5 respectivamante,
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TABLA X

A St o e b

EFECTO DE LA DOSIS DE NITRITO DE SODIU EN LA EXCREL ION URINARIA DE
MUTAGENUS EN RATONES TRATADOS ORALMENTE CON EL MEBENDAZOL

T A e ko i e e b7

EXPERIMENTO 1 EXPERIMENTOD
REVERTANTES® REVERTANTES “
GRUPO No. SUSTANCIAS . typhimurium ¢ 5 P GRUPD No. SUSTANCTA ¥,
' e mar i .
| % I
TA153S _- TA153%5
- 24,0 .Y - ) - e 30.0 134
b~glucuronidasa®® 3s.0 .05 - - b-glucuronidasa - - Ak -
1 Mebendazol €8 10,7 - 6 Mebendazol 39.6 ALk
(38 wo/ke)® | o | (3.5 ma/ke) | - -
2 S NaNO2 (80 m9/ke) 42,1 10,42 - 7 NaNO2 (8omg/kg)  43.6 3.50
Mebendazol-NaNO2*  110.6 9.2  (2)0.005 8 Mebendazo i -NaNO2 §6, 0 10,6 (d . u
{3% 1 80 ng/ky) : _ . (3.5 3 80 mgrka) : | {erii,
4 (35 1 40) £9.0 3.26 (b)0,005 9 (3.5 ¢ 40) | 62,3 7.12 1t)0. 005
. ' o ' @,
s . (3% ¢ 20) §4,2 3.40 (c)0.01 10 (3.% ¢ 20 60,6 9.934  hrt. s

R TR U

P

*  Promedio de tres cajas
* Orina de cinco r.toncs trntado: durante tres dias
s 200 u/care
Increamento igual o luporior al doble de la ravcrsién espontanea ' '
{ ) Comparaciones estadisticas: (a), (b) y (c) corresponden a las comparaciones de los grupos 3, 4 v 5 al grupo 1 (contrn!!-
(d)y (F) v (g) a las comparaciones entre los grupos S, 9 v 10 con el grupo 6 (sU control)

(@), (@) @ (i) ro:ultnn de las comparaciones entre los 9rupos 8, 9y 10 con los Irupos
3, 4y 3 rospcccivanontt. _
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INFLUENCIA DEL SISTEMA DE REPARACION POR ‘ESCISION EN LAS
MUTACIONES INDUCIDAS POR COMPUESTOS N-NITROSO DERIVADOS DE
PIPERAZINA Y MEBENDAZOL

Datos obtenidos en nuestro laboratorio indican que los derivados
N-nitroso de la pirerazina 8610 inducen mutaciones en la cepa de

Sulmonella Lyphimurjum TAI1975 UvrB+ & una concentracién diez

veces mayor que la requerida para inducir mutaciones en la cepa
de Salmonella typhjmurium TAIS3S UvrB-. No se observa un efecto
considerable en la induccién de mutaciones letales por este
compuesto en ambas cepas. Con respecto a los dorividos
mutagénicos del iobandnzol Y nitrito de sodio se observa que soﬁ
mutagénicos en las dos cepas de Salmonalla tLyphimurjium
Uvr=/Uvr+. E]l producto de la reaccién de nitrosgcién del

mebendazol a3 mis téxico en la cepa que no poses el sistema de

reparacién por escision. Oblervtndosn an los datos de la tabla

- XI un incr.qcntb en la sobrevida da la cepa Uvr¢ con respecto a

la Uvr-, oipuesta_a 1a misma dilucién de 1a mezcla de reaccidn,
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TRATAMIENTOS

MEBENDAZOL + S9
NaND ¢ S
MEBENDAZOL ¢ 10, 2%5uM)

NaND ¢ 59 (9, BSuM)
| (2.7 umd

TABLA XI

EFECTOS MUTAGENICOS DE DERIVADUS NITROSADOS DEL MEBENDRZOL EN CEPAS DE
SALMONELLA TYPHIMURIUM Uvr-/Uvre

0.0

29.6

9.0
51.0
67.3

« 1% Calculo de enlaces ~N~N=QO.

TAISITS  (Uvr=)
REVERTANTES/CAJA SOBREVIDA REVERTANTES/10

UFC/CAJA

$07.,0

590.0

852,0

366.90
363. 0
83.3

SOBREVIVIENTES

S.9
5.0
7.6
10.0

14.0
80.0

JFL Unidedes formadoras de colonias. Promedic da tres cajas FPetr),

TALIS7S (Uvre)

REVERTANTES/CAJA SOBREVIDA REVERTANTES/10

4.3

4/6

7.0

17.3

18.0
23.0

UF/CAJA

990.0

896.0

930.0

928. 0

915.0
799.0

SOBREVIVIENTES

V.4
0.3
0.7
1,8

1.9
2.8

g
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INFLUENCIA DEL TIEMPO DE ADMINISTRACION DE NITRITO CON RESPECTO
AL TRATAMIENTO CON CLOROCQUINA Y MEBENDAZOL

La formacidén de mutdgenos en la orina de ratones tratados con
cloroquina, sdélo se presentsa cuando ambas drogae se administran

simul tineamente segun 10 muestran los datos de la figura 15,

Los productos mutagénicos derivados de la reaccién jn vivo del
meabendazol y el nitrito de sodio se forman £i el medicamento y
el nitrito de sodio xon consumidos en un periodo no mayor de 15
minutos despuds del tratamiento con el compuasto aminado como lo
muestra la fiqura 16, si el nitrito de sodio es ingerido quince
minutos antex que el mebendazol, tampoco se 'r.cupor- la

actividad mutagénica en las orinas de los animales.

En la figura 17 se muestra qQue la . excrecidén urinaria de
mutdgenos en Jla orina de ratones tratados con mebendazol y
nitrito desaparace totalmente a las 48 horas después de haber

suspandido el tratamiento.

En la figura 18 se muestra que la excrecién urinaria de

- mutAgenos enh ratones tratados cori cloroquina (base) y nitrito de

s0dio se recupera hasta 72 horas desplLés de haber suspendido el

tratamiento.
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FIGURA 15

INFLL_!ENCIA DEL TIEMPO DE ADMINISTRACION DEL NITRITO DE SODIO CON
"RESPECTO A LA CLOROQUINA EN LA FORMACION DE MUTAGENOS EN ORINAS

DE RATON.
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FIGURA 16

* INFLUENCIA DEL TIEMPO DE ADMINISTRACION DEL NITRITO DE SOPIO CON
RESPECTO AL MEBENDAZOL EN LA FORMACION DE MUTAGENOS EN ORINAS DE

RATON
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TIEMPO DE ADMINISTRACION DEL NTRITO DE SODIO
EN MINUTOS ANTES Y DESPUES DEL MEBENDAZOL



17

FIGURA

' MEBENDAZOL Y NITRITO DE 80DIO0.
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COLONIAS REVERTANTES HIS+

8

2

B
@)

N
o

3 NITRITO DE SODIO
g  MEBENDAZOL
= MEBENDAZOL_NaNO,
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1

REVERSION ESPONTANEA

L
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DIAS DE TRATAMIENTO

Ly
24 48
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TRATAMIENTO
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FIGURA 18

ELIMINACION DE MUTAGENOS EN ORINA DE RATONES TRATADOS CON
CLOROGUINA (Base) Y NITRITO DE SODIO
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EFECTO DEL SEXO EN LA EXCRECION URINARIA DE MUTAGENCS EN RATUNES
TRATADOS CON MEBENDAZOL Y NITRITO DE SODIO

fLos resultados de la tabla XII indicarn que no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas en la excrecién

urinaria de mutagenos entre ratones macho o hembra, tratados con

mebendazol o con nitrito de sodio.

INHIBICION DE LA REACCION DE NITROSACION DEL MEBENDAZOL IN YITRO
E IN VIVQ

Los datos que se presentan en la tabla XIII Prosont;n evidencias
de que la reaccidn de nitrosacién del mebandazol es rapidamente
inhibida por la vitamina C en una concentracion equimolar de

nitrito de sodior ascorbato de sodio.

Los datos de la figura 19 muastran que la formacion de mutégenos
in yive es inhibida complatamante cuando te administran
cantidades de vitamina C enn una relacién molar (1:14) de nitrito

de sodio versus vitamina C.

La inhibicion de lu reaccidn de nitrosacién 1 mebendazol {n

vivo con la vitamina C, so0lo se lleva a cabo cuando dicha .

vitamina es administrada simulténeamente o hasta gquince minutos
después clal tratamiento con mebendazol y nitrito de sodio.
(Figura 20).
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TABLA 11

EFECTO MUTAGENICO DE LAS ORINASe DE RATONES MALMOS Y HEMERAS o ' |
TRATADOUS ORALMENTE CON MEFENDAZOL v NITRITO DE SODIO

- NUMERO DE REVERTANTES NUMERD DE REVERTANTE®

TRATAMIENTO ~ (ORINA DE MACHOS) P (ORINA DE HEMBRAS) 2
CONTROL | 24,6 (£1,9) - 24 (42,9
SOLVENTE _ 5.6 (+2.5) - 41.6 (£2,2)
NaNo2 (80 me/kg) 99,6 (31.6) (1) 0.z 37.6 (45.56) CRE
MEBENDAZOL (35 my/k@) 2%.6 (22.16) | (2) 0,005 | | |

' ' ' (3) 0,009 ' _ Y -.-'.'-.m'?
MEDENDAZO. ¢ NaNO2 110.6 (89,2) (4) 0,03 99.6 (219.4) 7 gL

{I5 ¢ 80 meg/ke)

s g

(¢) Desviacion estandar

& 200 ul de orina tratada con beta glucuronidasa

(1) Comparaciorss estadisticas entre machos tratados con N.NOZ y machos control _

(2) Machos tratados con mabendazol y nitrito vs machos tratados solo con mebencazol

(3) Machos tratados con mebendazol y nitrito vs machos tratados con nitrite

(4) Machos tratados con mebendazol y nitritco vs hembras tratadas con mebendazol y nmtriteo
(3) Hembras tratadas con nitrito v hembas control

(6) Hambras tratadas con mebendazeol vy nitrito vs hambras control

(7} Hambras fratadas con mebendazol v nitrito ve& hembras tratadas con nitrito de sodio
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TAELA SIIT

EFECTO INHIPLITORIQ DE LA NITROZACION DEL MEBENDRZIDL IN VITRO POR ADICIUN DE VITAMINA C

CALCULO DE fNLﬂCES - CALCULO DEL RENDIMIENTQ

X DE INHIBICION DE

LA REACCION

EXP. 1

53.0
74,0
100.0

EXP. 2

65.0
74.0
82.3
100.0

g, tyehimuriwn TA1335

REVERTANTES/CAJA
EXP. 1 EXP. 2 EXP. 1 ENP, 2
1 II :
12.8 16. 0 21,6 2l.e
17.0 16.3 20.6 A1, 0
173.0 497.6  388,0 528, 0
14.3 19.0 20.6 29,6
15.6 21,0 19,6 21.6
47.3 46,0 135.3 72,3
19.0 23,0 41,0 A7.0
14,0 14.0 17,0 54,0
15-0 2'.0 20-0 -1&':‘. 1 -
- 21.0 - 92 E

Las rescciones se realizaron en lnortlguador de fosfatos 0.5M pH 3.7 con 130 m9 de mebendazol. 170 mg de Nauoz (1 “M)

_ t~N=-N=0) DE LA REACCION
TRATAMIENTO tb) EXP. 1 EXP, 2 EXP. | EXF, 2
CONTROL | - - - -
ﬂEZCLﬂ 59 - - - -
CICLOFOSFAMIDA + 59 - - - -
(300 ug/CAJA)

&) NaNO2s VIV.C+89
(e2 W) ' - - - -
L) VITAMINA C + 69
(2 M - - - -
) MEBENDAZOL + NaNO2:
VIT, C ¢ 29 |
11 _ ’ . 51.0 16.0 21.40
1 ¢ 0.25 18 16.0 9.0 9.0
110,950 10 13.0 5.0 5. 45
: 0 1.0 ND. 0.9 - 0.37
i ¢+ 2,0 - ND. - ND.
‘a) Tratados como la mexcla de reaccién (var Métodos)
b)
c) Relacidn molar NaNo2 1 Vitamina C.
I Ensayo usual en caja de Petri: '
II Ensayo de raincubacion

ND. No detectable

IX

Promedio de tres cajas

o M A AT 3 M e - AP

£
£
v
Z
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FIGURA 19

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE VITAMINA C EN LA EXCRECIUN DE
MUTAGENOS EN LA ORINA DE RATONES TR(\TADOS CON MEBENDRZOL Y
NITRITO DE 6ODIO. |
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FIGURA 20

INFLUENCIA DEL TIEMPO DE ADMINISTRACION DE LA VITAMING C EN
LA EXCRECION DE MUTAGENOS EN LA ORINA DE RATONES TRATADOS CON
MEPENDAZOL Y NITRITO DE SODIO | | |
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CARACTERIZACION ESPECTROFOTOMETRICA Y CROMATOGRAFICA DE LOS
PRODUCTOS DE REACCION ENTRE EL MEBENDAZOL Y EL NITRITO DE S0DIO

Los rasultados de la tabla XIV muastran los picos mtximo; de

absorcién en el espactro ultravioleta, del mebendazol, el
nitrito de sodio y el producto de reaccidon entre el nitrito y al

mebendazol.

En la figuri 21 ic mnuastra la presencia de dos picos con los

tiempos relativos de retencion a los 6.3 y 8.0 minutos en el
producto de riacclon entre el mebendazol y el nitrito de sodio.
El nitrito dll 50dio presenta un pico con un tiempo relativo de
retencion de 5.9 wminutos. En mubcn&azol no pudo ser detectado
con aste método.
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TABLA XIV

ESPECTRO DE ARSORCION DE LOS PRODUCTOS DE LA

REACCION ENTRE EL MEBENDAZOL Y EL NITRITO DE SODIO

COMPUESTO

NaNO»

MEBENDAZOL

MEBENDAZOL - NITRITO

DE 80DIO

-~ 152 =~

PICOS MAXIMOS DE ABSORCION
EN EL ESPECTOR ULTRAVIOLETA

BER0 rm

225 nm 275 rm. 345 nm

o omt g A

e
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FIGURA 21

'CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS A ALTA PRESION (HPLC) DEL PRODUCTD DE
LA REACCION IN VITRQ ENTRE EL MEBENDAZOL Y EL NITRITO DE SODIO
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Respuesta

100 .-
o
"
®
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ac
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2 4 6 8 1012 14 2 4 6 810 12 14

Tiempo ( min.) Tiempo ( min)

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS: Si1STEMA DE BoMBAS 520 De WATERS, co-

LUMNA SPHERESOSLO 005-2 ( 250x4.6mM, SuM), FASE moviL: ( ACETONI-
TRILO 154: METANOL 108: Hy0 65% }: Fruso 1.5ML /MiN, DETECTOR DE

FOTOCONDUCTIVIDAD MODELO 965 De TrRAcor ( 254nMHG), SENSIBILIDAD
10Qx5. voLuMeEN DE INYECCION 25uL, lDENTIFICACION DE Picos: (1) NL
TRITO DE sop10, (2) v (3) COMPUESTOS N-NITROSADOS.
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V. DISCUSION

FORMACION DE COMPUESTOS N-NITRUSO DERIVADOS DE MEDICAMENTOS

ANTIPARASITARIOS

Los resultados que sSe presentan en aste trabajo indican que los

medicamentos antiparasitarios con grupos amino secundarios Yy

terciarios alifaticos como la clorogquina, o aquellos que tienen

grupos  amino secundarios heterociclicos como piperazina Yy
dehidroemetina, o tanto grupos amido sacundariocs aliféticos como
grupos anino secundarios heterociclicos como el mebendazol o
derivados pirimidinicos como el pamcato de pirantel, reaccionan

an presencia de un exceso de nitrito de sodio a pH &cido y 37°C.

Estos datos estidn de acuerdo cor reportes anteriores en e se
dascriba qQue l1os compuastos con grupos amino secundarios y

terciarios reaccionan con nitrito de sodio cuando éste se

encusentra an una concentracién igual al cuadrado de la concentra~

cién molar de la amina, a bajo pH y temperatura de 37°C.
Consecusntemente, aeste grupo de compuastos que pueden reaccionar

bajo estax condiciones con nitrito de sodic, constituyen una

fuente de precursores de nitrosaminas y nitrosamidas (Lijihskv

1974, Lijinsky v Singel 1975, Mirvish 1973).

En este ectudio no Se pudo detectar la formacidn de compuestos

N-nitroso, ni la actividad mutagénica e la mezcla de reaccidn



S
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de nitrito de sodio e hidroxinaftoato de befenio, un compuesto
que es quimicamente una sal cuaternaria de amonio. Fiddier at
al. (1972) vreportaron la formicidn de compliastos N-nitroso a
rartir da sales cuaternarias de amonio. Sin eambargo para
obtener dichos compuestos &ztos autores aemplearon una
éempcrltura de 78°C en condiciones de reflujo. En aste caso,
empleando condiciones fisiolégicas no fué posible datectar la
formacién do compuestos N-nitroso derivados da una sal

cuatdrnaria de amonio.

Aunque e ha descrito qua las aminas terciarias heterociclicas y
eNnBMinas tnrclirtns reaccionan con nitrito de sodio (Lijinsky y

Singar 1979), en aste trabajo no fué¢ posible dotcctir la

- formacién de un darivado u-hitroso de un compuestco halogenado,

derivado de amina terciaria como la iodoclorohidroxiquincleina

an las condiciones empleadas. En el caso de las quinolihas no

substituidas los compuestos N-N=0O pueden formarse aunjue son muy

inestables y dan lugar .s.ncialmcnt. a compuestos C-NO. En el
caso  de los derivados hologenados de las quincleinas el agente

nitrosante foacclona prefarentemente con los substituvtntﬁs

haleoganos  posiblemente : mediante un meacanismo  de ataqut._

nucleofilico (Acherson, 1967).
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ACTIVIDAD MUTAGENICA ‘DE LOS PRODUCTOS DE REACCION ENTRE EL
NITRITO DE SODIO Y MEDICAMENTOS ANTIPARASITARICS AMINADOS,

Ninguno de los compuestos estudiados produjeron mutaciones por
substitucion de bates en Salmonglla typhimurium TAISAS por si
s0los, io cual concuerda coh los resultados obtenidos
anteriormente en un estudio de la valoracién de la actividad
mutagénica de medicamentos antiparassitarios (Cortiras de Nava
et al. 1983), No cbstante, un excaso de nitrito de sodio en log
blancos de reaccidn y en las mezclas puede producir mutacionas
por substitucién de bases. Razdén por la cual se tuvo cuidado de
eliminar el exceso de nitrito de sodio litbre mediante un lavado

adicional con extracciones de agua y cloruro de matileno.

Anteriormente ha sido descrita la actividad mutagénica de la 1-4
dinitroso piperazine en cepas de Salmonells typhimurjum capaces
da detectar mutacionas por subtitucién de bases, presentando
esta producto solo una leve rosﬁuestu positiva a concentraciones
mias altas, la cual se incrementd al tratarse el compuesto con
homogenado de higado de rata o hamster (Zaiger y Sheldom 1978),
Los resultados presantados en el presente estudio muestran que
@l comportamiento del producto de la reaccién entre nitrito de
sodio y la piperazina en Gplmonglla typhipurium TA1S3S es muy
semejonte a) referido con la i-4-dinitrosoc-pirerazina en la

mismi cepa.
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La dehidroematina y la cloroguina (difosfato) solo 1nducen
mutaciones en las cepas TAIS3I7 y TR, lo cual sugieare qua estos
mnedicamantos son capaces de inducir mutaciones por corrimiento
de bases par sg. La dehidroametina requiere de la
transformacidén metabdlica para ser mutagénica, mientras jue la
cloroquina se comporta como un mutégeno directo. La cloroquina
(difosfato) y dehidroametina, se ha observado qu§ buedon ademas
inducir efectos genotéxicos en el ensayo de Egcherichia ¢oli
POlA-/pol A+ (Cortinas de Nava et al. 1983, Espinosa Aguirre et
al. 1987). Por otro 1lado se ha domostrad6 que aestos
medicamentos son capaces de inducir aberraciones cromosdémicas en
linfocitos humanos expuastos jin !1;;§ (Ostrosky-Wegman et al,
1984). En este trabajo Sse presentan evidencias de que estos
compuestos pbr céntanor grupos amino secundarios pueden producir
con nitrito de sodio compuastos N-nitroso del tipo de las
nitrosaminas, ya que son capaces de inducir mutaciones por
substitucion da basexs en Salmonslla typhimurjum despuées de ser
transformados metabdlicamente, siendo este comportamiento muy
similar a lo que se ha reportado con diferentes tirpos de
nitrosaminas (Rao at al., 1977, 1978, 1979, Zeiger y Shaldom
1978a, 19782, °

La actividad mutagénica del mcbindaiol 5@ presanta &n ausencia o

prasencia del homogenado de higado de rata, aunque su efeacto fué

més evidente después de la activacidén matabdolica., Esta res-
PUesta pPuede ser posiblamente el resultado de la reaccidon tanto

del nitrégenc secundaric heterocilico como del grupc amido secun

- 158 -



e i

IR

B e P o=+

dario alifatico de su molécula dando lugar a la formacidn de una
Mmtrozamida que puede ser activa sin homogenado hepatico. No
obstante. en vista de que las reacciones de nitrosacion se efec-
tuaror a PpH nayor & 3.0, &1 rendimiznts Je la formacidn de nitro-
csamida &= posible que sea menor al de nitrosamina, ya que segln
g2 ha informado (Kubaka &t &l. 1930, laz ratrosamdas se forman
preferentemente & pPH menor de 3I.0. Ezte efecto se ve adema:z
reflejado en el hecho de que €] producto de nitrosacidn del
mebendazol es evidentemente més activo después de haber gido
transformado metabdlicamente debidco posiblemante & la formacion
da una nitrosamina, Estos datox estén de acuardo también con
los antecedentes aque indican que las aminas secundarias
hetcrocicllcasv reaccicnan més facilmente que las amidas

secundarias alifaticas (Mirvish 1973).

La respuesta del pamoato de pirantel en presencia o ausencia de

1a activacién metabulica eas dificil de explicar aun3ue puade ser

"probablemente debida a la formacién da un compuaeto slmilgr al

grupo de las nitrosamidas formade ror ls ruptura del doble
enlace y formacidn de un grupc carbonilo adyvacente al

nitrégeno terciario heterociclico del anillo de pirperidina,

En e¢c=te estudio ro te pudo detectar actividad mutagénica en

" galmohella typhimurium TalS3S en el mezcla de reaccién entre el

nitrito de sodio y el hidrexinaftoato de befenio. Tutikaws et
al, (1978) describieron la formacidn de un compuesto

genotéxico
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en el ensayo de PBacillus subtilis recA+/recA- darivado da la
reaccién de nitrito de sodic & hidroxinaftoato de befenio. Sin
embargo, al no reportarse las condiciones de reaccidn empleadas
en ese trabajo no es posible hacer comparacionas con los datos

encontrados en el presante.

La iodoclorohidroxiquinoleaina no indujo mutaciones ni corrimien-
to de bases en Salmonella typhimurjum TAIS37, TASS y Tmsaé. ni
Por substitucion de bases en las cepas TAIS3T v TAI00. (Corti-
nas de Nava el al 1983), pero presentéd un efecto letal en E;;hg-v
gi;nij coli pPol A+t en lugar de fscherichia c¢lj rol A- (Espiﬁosa
Aguirre et al, 1987). En este estudio, aunque como ya se ha
mencibnado No ge detectd la formacion de compuestos N-nitroso y

la mezcla de reaccién fué muy toxica para la cepa de Salmonglla
typhisyrium TA1535.

lLos compuo:tos N-nitroso son bien conocidos por inducir
mutaciones por substitucion de bases debidas esencialmente a la
alquilacién del oxigeno en posicién 6 da la suanina. (Abbot y
Safhil 1979). La cepa de Salmonalla typhimurium TA1S53S ha sido
muy Util para ' reslizar un tamizado de actividad mutagénica de
diferentes grupos de nitrosaminas (Andew vy Kijinsky, Keerplan
et al. 1983, Rao et al. 1977, 1978, 1979). Por otro lado en muy
raras ocasiones te ha reportadc que los compuestos N-nitroso
éuadcn inducir mutacionas por corrimiento de bases (Rao et al.

1977, Murphay y Corb 1983)., En el prasente trabajo el uso de
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Salmonella typhimurium TAIS3S ha sido muy ntil para detectar

cuhles da los medicamentos

Meéxico pueden ser facilmente precursores

antiparasitaricos

compuestos mutaaénicos N-nitroso,
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FORMACION DE COMPUESTOS MUTAGENICOS DERIVADOS DE MEDICAMENTOS
ANTIPARASITARIOS Y NITRITO DE SODIO IN v;yg

La administracién oral de nitrito de sodic junto con
medicamentos que £ON sales cuaternarias de amonio
(hidroxinaftoato de befenio) o derivados halogenados de aminas
terciarias (iodoclorohidroxiquinoleina), no  incrementd  la
exraciéon urinaria de nmutagencs en fatonc:. Estox datos
presentan avidencias de Jque dichos medicamentos no constituyen
una 'fu.nt. importante de precursores de la formacion ondoodna'dc
derivados N-nitroso. Los hallazgos reportados aqui &nh estudics
realizados jn vivg correlacionan con los datos obtanidos en el
estudio sobre la nitrosacién de medicamentos aminados jn yvitro
(Arriaga Alba et al. 1987).

La excrecion urinaria da mutégenos en el caso de los animales

tratados con nitrito de sodio y dehidroemetina o pamoatc de
pirantel por via oral, no eas aestadisticamente zignificativa

cuando sa compParan astos reasultados con 10 grupos tratados con

nitrito da sodio © el medicameanto solo, siendo solamente
significativos cuando se comparan con el grupo de animales
control, Se observa ademis que los productos mutagénicos
formados no se acumulan, al no incrementarse su actividad
mutagénica daspués de varios tratamientos consecutivos., Estos
resultados pPuaden ser indicativos de que i bien estos

compuastos pueden reaccionar j(n vive con nitrito de sodio, el
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rendimiento de la reaccidén pudde ser miy bajyo, o 'la actividad
mutagénica de Jlos compuestos e muy leve, © posiblementa el
Producto se absorbe muy poco. En lo que sa refiere al pamoato
de pirantel se sabe qQue solo una parte de éste es absorbido
reteniéndos el resto en heces, razén por la cual la reaccién de
nitrosacién 1& vYivo de este compuasto debera ser mejor evaluada
en relacidn a su Influancia como un precursosr de compuestos
mutagénicos y carcinogénices N-nitroso en el céncer de colon.
Aunéuc. por otro lado, es de considerarse que an la értctica
terapdutica este compuesto solo se administra en una dosis unica
de un solo dia. En lo que concierne a la dehidroematina, al ser
administrada usualmente por via parenteral, se excluye el riesgo
de formacion de compuastos N-nitroso derivados de la misma, ya
Que asta reaccidon solo se lleva a cabo en el medio dcido del

oestimago.,

La administracion simultiénea de piperazina junto con nitrito de
sodio ha sido wmuy bien estudiada. Schneidar et al. (1977)

indujeron céncer en ratas tratadas con estos compuastos. Por'

otro lado se damostré que al tratar ratonecs hembras preffadas con

1~-4-dinitroso-piperazina se incramentéd posteriormente la
frecuencia de tumores en las crias de dichos animales al llegar
éstas a la edad adulta (Borsonyi et al. 1980). Los datos del
Pfos.ntc trabajo muestran evidencias de que la piperazina
reacciona jin vive con el nitrito da sodio, forméndose un

compuesto mutagénico que puade sar retenido en &l organismo,
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excretandolo dJdespués en forma dJde un derivado glucorédénido. La
dateccidon de mutigencs en la orina Jde ratones tratados con
pPiperazina y nitritro de sodic que sa& presenta en ecte trabalo,

Fuede seér un dato indicastive de que los organismos astuviaron

axpuestos a Jlos derivados nitrosados carcinogénicos dJe la

pipaerazina.

La cloroquina pgr sg se ha demostrado Jque &g un medicamento que
sa acumula por tiempo prolongado en el organismo, ret&niendose
los niveles plasmaticos terapduticos por mas de 133 horas
después de haber suspendido al tratamiento (Adeluci et al.
1981). El consumo de este compuasto se ha visto asociado con la
aparicion de anemia aplastica y laucemia an pacientes tratados
durante priodos prolongados a causa del Lupus eritematoso. FPor
otro lado s& ha demostrado que la cloroguina tiene una accidn
sinergistica coteratogénica con los rayox X (Yielding et al,
1976) y se ha visto que produce alteraciones auditivas y tumores
an hijos de madres tratadas durante la gaestacidén (Matz y Nauton
1968). En el prasente estudio se muestran aevidencias de que la
cloroquina administrada tanto a una dosis cercana a la DL (5%
mo/ke), como a'una dosis semejante & la dosis terapéutica para
el humano (10 ma/kg) junto con nitrito de zodio, Jenera an «l

arganismo un compuesto mutagénico que al igual que la clorogquina

Ear se se acumula eh el organismo, siendo excretado en orina

conjugado con #dcido glucurdnico, En este estudic se muestran

POr otro lado, evidencias de que para Jue ce lleve a cabo la
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reaccidn jn vivo entre la cloroequina y €l nmitrito de sodic, este

Ultimo debe ser 1ngeridc &n un lapso PO mayor de quince minutos
desruées del medicamento. Esto exr consecuancia de que la
cloroquina es absorbida muy répidamente en &l estémagoe (Adelus)
at al. 1981) y in reacciédn de nitrosacién ya no podrd llevarse a
cabo por no aestar los dos compuattos presentes en el mismo

momanto en el contenido del jugo géstrico.

El mebendazol por si solo no prasenta ningun efecto secundario
en los pacientes que lo ingieren (Keyston y Murdoch 1979).
Tampoco se ha reportado que ses capaz de inducir mutaciones en
cepas de Salmonslla typhipurium ni dafo genotdxico en cepas de
Escherichia ¢olj Pol A+/ PolA- (Cortiras da Nava el al 1983
Espinosa Aguirre et al. 1987). Sin embargo, se ha descrito que
el mebendazol produce alteraciones mitéticas (Styles 1973), y su
uso se ha desaconsejado durante el ﬁrimcr trimestre del embarazo
va que ademas hay evidencias de que este compuesta puede ser

teratogeno en ratas (De la Tour 1976).

En este trabaic se muestran avidencias de que al administrar por

via oral nitrito de sodio junto con mebendazol tanto a una dosis
caercana. a la DL (35 mg/kg) para el ratédn, como a una dusis
similar a la dosis terapéutica pera el humanc (3.5 m9/Kg) (en el
tfatnmionto’ contra aAscaris) se formaj>cn al gstomaqo compuestos

mutagénicos para animales d= amboé E@X0E, Este compuasto

mutagénico as absorbido, metabclizado v se excreta er: forma de
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un derivado glucurdnido sin que ocurra  una  acumulacion
importante dJdel metabolito mutagénico, siendo éste completamante
aliminado después de 43 horas de habar suspendido el
tratamianto, Esta raspuesta del dJderivadce mutagénico del
mab&ndazol y el nitrito de godio as muy‘ similar al
comportamiento farmacocingtico del compuasto original. an
efecto, se ha reportado que al 50% de la dosis del compuesto
adninistrada por via oral ec eliminada por orina despues de 24

horas (Dawston et al. 1984).

Para que sa lleve a cabo la reaccidon entre el medendazol y el
nitrito de sodio, al igual que en el caso de la cloroquina, &s
Necasario que ambos reactivos se encuentren simultanaamante er
el estdmago. Agi, si el nitrito de sodio se injiare quince
@iﬁutos antes ' de la amiha. 8010 aparece una paqueia parte de la
respuesta mutagénica porque aeste compuesto es répidamente
eliminado dea la cavidad del estémago (Linitas et al. 198¢).
En el caso del mebendazol qua as un compuesto muy poco solubla,
se retiene un pPOCO mMis en el estémago y se absorbe ﬁts
lentamente (Dawston y Watson 198%5), por lo cual al administrarsea
al nitrito de *' sodio posteriormente, aun se recurara el {00 Jde

ln_ actividad mutagénica observada si los dos cbmpugstos za

"administran sinultineamente, Sin embarg9o, al ingerirse =l

"nitrito de sgodio treinta mirnutos después que al compuest o

aminado ya no podrin formaree ningun derivado mutagénico.
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El mebendazcl es el medicamento de eleccién & cCasos Jde AsCaris
y helmitiasis multiples (Barrowan et al. 1934, Keyston et al.
1979). Ademas recientemente se ha empleado &n forma prolongada
y elevada por su eficiencia en casos de cirrosis (Diaz Jde Ledn
at al. 1980) vy en pacientes con problemas autoinmunes debtido
a sus propiedades inmunoregulatorias (Miller 1980), por lo cual
SU uUso se ha extendido en una gran parte de la poblacion. En

vista de estas razones y de las evidencias de que la pressncia

an l1a m0lécula de este farmaco de grupos amino y amido

secundarios hacen que sed un precursosr de la formacion de

compuestos N-nitroso mutagénicos, se ha seleccionado este

compuasto para realizar estudios orientades a plantear

gltcrnitsvas Para la evaluacion vy prcvoncién del riesgo
biclégico de 1la formacién jn vivo de compuastos mutagénicos

derivados de nitrito de sodio y madicamentos aminados.
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE NITRITD EN LAS REACCIONES IN VIVO
CON MEDICAMENTOS ANTIPARASITARIOS AMINADOS,

S5e conoce que la cinética de reaccidn de nitrosacidon in vjve
esta determinada por la concenrtracidédn de la amina, multiplicada
Porr la concentracién del nitrito a la segunda potencia. En
efecto e&n un estudio cuantitativo se damostréd que la frecuencia
de adencmas pulmonares inducidos en ratones'por el tratamiento
con  piperazina y nitrito de sodio diminuia al disminuir la
cantidad de nitrito de sodic disponible en al estémago ah
Fresencia de la amina (Greenblat y Mirvish 1973, Mirvish
1975) ., Los datos presentados en este trabajo muestran que
afectivamente. la cantidad de compuestos mutageénicos vy
carcinogénicos que son excretados e€n la orina, es directamente
Proporcional a la dosis de nitrito de sodic ingerido tanto en &l
caso de la piperazina como en el de la clorcquine (base) y del

mebendazol.
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EFECTO DEL SISTEMA DE REPARACION POR ESCISION SOBRE MUTACIONES
INDUCIDAS POR LOS COMPUESTOS N-NITROSO DERIVADOS DE MEDICAMENTOS
ANTIPARASITARIOS AMINADOS.

l.a reaccidn in vive entre el nitrito dea sodio y la piparazina
Fproduce un  compuaeste mutagénice quae es capaz de inducir céancer
en los animales de laboratorio, sin embargo, se ha demostrado
Jue la capacidad carcinogénica de este compuesto no QS muy
atents (Schreider et al. 1977). Por otro lado, se ha
Jizcut ido e la capacidad de un compuesto para  sar
carcinogénico estd muy relacionada con la capacidad de  un
organismo pPara reparar @l dafRo al ADN producido por dicho

comnpueste (Trosco y Chang 1984),

En rnuestro laboratorio 3ze han prasentado avidencias de 3uae el
producto de la reaccidn catalitica dcida entre la pirerazina y
=l nitrito de sodio induce mutaciones en la cepa de Salmo

typhimurium TA1535 UvrB- que pueden ser corregidas si al sistema

de rararacién por escisién funciona corrcctnmohtp como en la

cepa de Salmonella typhimurium TA1975 UvrB¢, cobservéndose que

=@ requieren dosis diez vaces mayores para inducir mutaciones &n

esta ultima cepa. Por otro lado, en el caso de los derivados

nitrosados del maebandazol se obsarva que son mutagénicos en las

dos cepas de Galmenalla tiphimurium hisG4é tanto Uvr- como

Uvr+, sin ambargo an las cepas con un sistema de reparacidn por

ascisidn integro se corrigen mutaciocnes letales inducidas por
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aste compuasto observindose una fracuencia de mutacidn menor que

@an el caso de las cepas que No sSONn capaces Jde reparar el dano

correctamente.

Por consiguiente, en este trabajo se presentan evidencias Jde que

el buen funcionamiento dal sistema dea reparacién por escision

constituye un mecanismo de defensa que presenta la célula para

rPoder reducir el dalo geanotdéxico por la actividad mutagénica de
los compuestos N-nitroso. En trabajos anteriores se ha safalado
Que el grupo de farmacos citotdxicos y antitumorales cuyo daifo
éundc 'lor reparado por la célula, empleando el sistema de cerasx
Salmonella tyrhimyrium UvrB-/UvrB¢, en una forma d.ptndicﬁto de
¥ dosis podrian represantar un riesgo menor para la salud éuc
aquallos cuyc dako aun a dosis bajas no puade ser corregide por
@l sistema de reparacién por escisién excento de errores (Imman

at al. 1983, Matney et al. 1983),
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EFECTO DE LA VITAMINA L EN LA REAUCIAN PE NITRUSACION DEL

MEBENDAZOL. .

La reaccién de nritrozacién ertre el nitrito de sodio ’Q
diferentes compuestos aminadoe puede ser inhibida por «l efectc
de varios componentes de la dieta, especialmente los que se
encueritran en los vegetales. Uno de &stos componentes que ha
mostrado ser més eficaz para disminuir el efecto mutagénico
inducido por la formacidn endégena dea compuestos u?nltroso as
sin duda la vitamina C (Barale et al. 1983), ademas de ser
capaz de disminuir la formacién de tumores en animaias tratados
con aminas Yy hitrito de godio (Mirvish 1986). En este trabajo
se mugztra que la reaccion de nitrosacién jn vitro del
mebendazol puede ser inhibida en mas de wun 80X cuando la
vitamina C estdé en una relacién molar de 13! respecto al nitrito
de sodio y la inhibicion es completa si la relacién molar se
incremarta a 112 da nitritoivitaninae C. Estos datos son muy
semjantea & 1o que se ha reportado anteriormqnto para la
inhibicion de la reaccién de nitrosaciéon de medicamentos
_lnt!parasitariol con gQrupos amino secundarios hetercciclicos

como es el caso de la piperazina (Mirvish 1972).

La administracion Ppor via oral de la vitamina C enn la
concentracion oéptima prara inhibir la reaccién de nitrosacidn
in  vitre del mebendazol, no logré reducir completamente la

excrecidon urinaria de mutégencs en los ratones tratados con este
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medicamento y nitrito da <o0dio, 1o que si ocurrid cuando se

adeinistré una concentracidn dos veceas mayor.

Los resultados obtenidos en esxte trabajo para lograr la
eliminacién completa de la -xcroci¢n de mutiagencs derivados Jde
la reaccion entre el mebendazol y el nitrito de so¢io an el
estéomago del raton, 'son similareas a 10 que se han rcporﬁado on
otros estudios en donde las dosis Optimas requeridas Para
inhibir 1a reaccion di dietilamina en perro y prolina en el
husano, con nitrito y nitrato, fueron tres y diez veces mayores
dea las requeridas para inhibir la reaccién de nitrosacién jn

vitro (Linitas et al. 1983, Leaf at al, 1987), Lo que indica

que la reaccion in vive ests determinada por varios factores

como  son la presencia simultinea del nitrito de zodio v la
vitamina C. En afecto, en este estudio se muestran datos qua
sugieran que la reaccion de nitrosacion del mebendazol rolo ez
inhibida cuando los reactivos nitrito de sodio y ascorbato de
sodioc se encuantran Fpresentes QQ conceantraciones suficientes vy
en el mismo nominto. que en aste Caso, no debe exceder de Juince
minutos despuds de haberse ingeridc los pracursores dael Frogucto

mutagénico. )
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CARACTERIZACION DE COMPUESTOS MUTAGENICUOS N-NITROSO DERIVADOS
DEL. MEBENDAZOL

Los derivados mutagénicos de piborazina, mebendazol, cloroquina
Y pPamoato de pirantel obtenidos en este trabaje pudiaron ser
detectados mediante la reaccidér colorimétrica de Lieberman. Sin
embargo, este método colorimeétrico puede Presentar
interferencias con dobles enlaces u otros grupos croméforos asi

como exceso de ionas nhitrito libres en el medio, por lo cual no
es eficiente para hacer una cuantificacion apropiada de los
compuestos mutagénicos. Mediante este método colorimétrico, no
fué posible detectar la presencia de enlaces (-N-N=U) an las
mezclas en que no  se obtuvo una respuesta mutagénica como las
provenientes del producto de reaccion eantre el nitrito de sodic
y el hidroxinaftcato de befenio ¢ la iodeclorohidroxiquiroleina,

o cual indica que no se formaron compuestos nitrosados.

Otra alternativa para identificar la formecién de enlaces N-N=0

la constituye el andlisis espectrofotométrico en el espectro

ultravioleta. Aunque este método No et muy exacto y los picos
miximos da absorcién pueden estar influenciados por el
disclvente en que se encuentre la muestra (Mirvish 1975). En
aste trabajo se encontré que el producto de reaccién entre al
mebendazol y nitrito de sodio presenté los picos ntxinﬁs e
absorcion a 225 y 345 correspondientes a los enlaces (-N-N) y

(-N=0) en medic acuoso respeetivamente, (Kukaba et al, 1984) v el nico
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de absorcién a 275 nin que correspondae pociblemente al grupo

imidazol (Dawston y Watson 1985).

Por ultimo, el método de cromatografia de liquidos a alta
Presion HPLC sea ha normalizado para la deteccién de numercsas
nitrosaminas voldtiles de bajo pesc molecular como la
dietilnitrosamina, dimetilnitrosamina, nitrosomorfolina v
nitrosoprolina. Este método preasenta la ventaja de que se

PuUaden separar &l compuasto para su postarior andlisis quimico y

es factible su cuantificacién en el caso de contar con un

astindar conocido.

Adaptando un datector especifico de fotoconductividad a un

sistema de liquidos a alta presién, en este trabajo fueé posible
reaalizar un andlisis preliminar del producto mutagénico dJde
nitrosacion del mebendazol (Butter y MacKindey 1984, Popovich et
al. 1979). Sa detectd que el producto mutagénico del mebendazol
Preseanta en este sistema dos picos con tiempos relativos de
retancién de 6.5 y 9.0 minutos quﬁ no sa& presentan en los
Preacursores dol. compuesto. El nitrito de sodio en este ostudib
pudo ser detectado con un pico de absorcidn a los 5.9 minutos,
mientras que .ol mebendazol no didé ninguna se&fal con este
detector. No obstante, la cuantificacién de estos compuestos no
se& pudo efactuar al no contrarse con un esténdar quimicamante
puro del compuasto mutagénico dasconocido, con 'los datos

praeasentados en aste trabajo solamente se plantean las tbases
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Para poder realizar posteriormente la caracterizacidn del

compuezto mutagénico y paras detectar mez adelante poblaciones
axpuestas a la formacidn de derivados N-nitroso de madicamentcs

antiparasitarios.
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CONCLUSJONES

En este trabajo se presentan evidencias de gue los
medicamentos antiparasitarios con grupos: a) amino
secundarios heterocfclicos ( piperazina, dehidroeme-
tina y mebendazol), b) amino secundqrios alifiticos

( cloroquina, mebendazol), c) amino terciarios hetero
cfclicos ( cloroquina, mebendazol), d) amido secunda-
rios alifdticos (mebendazol), e) derivados pirimidini
cos (pamoato Qde pirantélf, pueden reaccionar a tempe-
ratura fisiol6gica y pH bajo produciendo compuestos
mutagénicos capaces de inducir mutaciones por substi

tucién de bases, qué son probablemente compuestes N-

nitroso.

Se detecté que los medicamentos antiparasitarios que

reaccionan in vitro producen también in vivo la forma-
cipon de compuestos mutagénicos capaces de 1ndu¢it muta-
ciones por substitucién de bases. 51endo en este :caso
més significativa la respuesta.obtenida con piperazina,

cloroquina y mebendazol.

Se identificé que el mecanismo de reparacién por esci-
sibén, descrito en células humanas, puede ser capaz de
corregir' losr-dajfios alv ADN que se hayan inducido por;

A

compuestos mutagénicos y carcinogénicos producidos en la
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reaccidn entre el nitrito de sodio y medicamentos aminndos,

especialmente si 1a exposicidn a dichos compuestos no es muy

elevada,

Ye observd gque 1o formacidn de compuestos mutogénicos
derivados de medicamentos antiporasitarios aminados in vivo
depende de la concentpacidn de nitrito ingerida, ¥y del hoecho
de que ambos precursores se  encuentren presentes
simaltdneamente en el estdmago, Por lo cual la disminucidn
del contenido de nitritos en la dietn y la ingestion de un
medicamento aminado treinta minutos antes o despuds de
consumir alimentos ricos en nitritos y nitratos proveen una
alternativa para reducir el riesgo de 1la formacidn de
compuestos mutageénicos N-nitroso derivados de medicamentos

antiparagitarios aminados.,

fe presentan evidencias, adicionales a las ya enistentes, de
que el consumo de una dieta con alto contenido de vitamina G
05 una alternativa prdactica poara reducir la fnrmucidn de
compuestos N-nitroso derivados de mediéumentos aminados, en
caso de que éstos sean ingevidﬁs con nlimehtosrvicoa
en nitritos y oitratos, Aunque queda por determinar si 1a
vitamina €' no interfiere con la actividad farmacoldgicna de

los medicamentos antiparasitarios estudindos,

He establecen 1ldis bases preliminares para la deteccion de
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compuestos mutagénicos Nonitroso derivados
entre ol nitriteo de sodio y el meben
antihelmintico frecuentemente uawsado en

desarrollo.,
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APENDICE 1.

MEDINS DE CULTIVO

CALDO NUTRITIVO OXOInX

lisolver 2,5 g de medio en 100 ml de agus destilada,

Esterilizar en autoclave a 121 T/720 minutos.

CALDO NUTRITIVO DIFCO,

Disolver 0.8¢g de medio en 100 m) de agua destilada,

Esterilizar en autoclave o 121 °C/20 miputas,

CALDO NUTRITIVO DIFCO

Disolver 89 de caldo nutritivo difco en una suspensidn que
contenga 1% g de bacto agar en 1000 ml de agua.
Esterilizar en autoclave a 121°C/20 minutos, Vertir despuds

en placas de petrid,

* Ios cultivos de cepas de Salmonella typhimurium de Ames, para pruebas de
de mutagénesis deben incubarse en caldo oxoid ya que otros caldos pueden
contener mutagénos derivados del producto de pirrolisis de aminodcidos.
{Maron y Ames, 1983)
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AGAR SUAVE DE SUFERFICIE

HaCl 0.%59,
Bactp Agar 0.6 g

10 m) de solucidn de histidina-biotina-requerinientos

minimos
Agua destilada Coebips 100 ml,

Esterilizar en autoclave a 121°C/20 minutos

vertir en tubos con 2 ml ¢/u,

MEDIO MINIMO DE VOGEL BONER

Solucidn a) Glucosa 10 ¢ en 100 ml de agun
destilada,

Solucivn b) Bacto agar 7.5 g en 300 ml de agua
destilada,

Solucish ¢) 90 ml de agua destilada

Egterilizar las tres soluciones por separodo, a 121 °C/20
minutos,
Mezclar asépticamente las tres soluciones estériles y vertir

en cajas petri,
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SOLUCTON D sab s [ OOGE)D BONFR

Mezélnr en 600 ml de agua destilodal
~Mg(OH) 2 4 7H 0 10g
-Acido Citrico 100g
~K 2 HP04 (anphidro) S00q
- NaNH 4 HFO 4 4H50 17¢

Aforar 1a solucidn a 1000 ml, y esterilizar con cloroform

al 0.1%,

~SQLUCION DE HISTIDINA RIOTINA (Requerimientos mlnimos)

Histiding 0.007 g

Biotina 0.012 ¢
Aguo destiladn 100 m)
- 18} -
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Metil-Nitroso-guanadina
(Método de Liebevman)

SOLUCION MAURE 0,01 g/4 ml MNNG

W AN A AR B R D ek B I B Betu e Sedr i i Geek M0 Fodu Bt (ods Gae et A IPRE AN AN M BT S04 Wb e U b Py (ngp ww loek e B ey ed Soib (oo sl i) P ol dote ol Sl E 0 b tom mrar vied S Mad mes A e bvie Bop

Nl de 1la
Solucion

Madre H O g/ml Moles N-N=0/ml D0 a %90 nm

WM b o K WS EE B ek S B we mey e e i Wt e e M B Sar e Sy Bk e el e Tom Bad aamy Ml FEe g m o W S NS B PR Ee B G B B M Pt W6 rme st AW 0 Cts Msa WD e whe W) wer mu mm1 me

1.00 0, 0,002% 2.38 1 10 1.98
0.80 0,2 00,0020 1,90 3 10 1.95
0,460 0.4 0.0015 1.4 # 10 1.%0
0,10 0.9 0,00023 0,230 x 10 0,22
0.05 0.99 0.,00012% 0,192 x 10 _

O i e el O WE rew B Y Y M D VR RS P Bt A AR S SR N N B HT S M B T S AR D R P U P MM A SHE S NS S LS S M S5 B AR fH P W B BB el Bt W6 s sk W 8 e

-3 ) de fenol - 2N
-1 ml de solucivn madre-

~Estratificar con mucho cuidado 1 ml de Hp804 qeps
tapar el tubo, agitar con vortex, dedar reposar 10 minutos,

~Tomar las lecturas de 1,0, a 590 nm,
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