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I. INTRODUCCION Y OBJETIVOS. 

Los compuestos N-nitroso son considerados en la actualidad como 

un grupo importante de mutágenos químicos, además da posibles 

agentes etiológicos del cáncer en el humano. 	Se sabe, en 

efecto, que estos compuestos son capaces de inducir cáncer en 

más de 22 especies diferentes da animales de laboratorio, 

habiéndose descrito también una alta incidencia de cáncer de 

esófago. colon y estómago en lugares en los que como en China. 

Japón y este de Africa. se ingieren alimentos con alto contenido 

de compuestos U-nitroso o de sus precursores. 

Los compuestos N-nitroso pueden formarse durante la cocción y 

ahumado de los alimentos o encontrarse en bebidas alcohólicas y 

humo del tabaco. 	Sin embargo, se ha reportado que la mayor 

exposición de estos carcinógenos se debe a la formación endógena 

de los mismos en la cavidad ácida del estómago a partir de sus 

precursores. munas. ~idas y nitritos que pueden consumirse en 

bebidas. alimentos y medicamentos. La administración simultánea 

da medicamentos con grupos amino tales como la oxitetraciclina y 

la piperazina, se ha visto asociada. por ejemplo, con el 

desarrollo de cáncer en animales de laboratorio. 

Se ha encontrado a la vez, que los alimentos contienen diversos 

compuestos capaces de antagonizar el efecto de los mutágenos 

químicos o de prevenir la formación endógena de los mismos. 



Proveyendo así una alternativa natural para moderar el riesgo de 

exposición a los diferentes carcinógenos quimicos con los que el 

hombre está en contacto. 

En México y varios paises en vías de desarrollo, uno de los 

Principales problemas de salud lo constituyen las enfermedades 

Parasitarias por lo cual el uso de farmacos antihelminticas y 

amibicidas es muy frecuente. 	Entre los principales medicamentos 

antiparasitarios se encuentran algunos que como la piperazina, 

mehendazol, cloroquina, dehidroemetina, pamoato de pirantel, 

iodoclorohidroxiquinoleina e hidroxinaftoato de befenio presentan en 

su estructura grupos amino o amido. 	Esto puede dar lugar a la 

forMación de compuestos N-nitroso mutagénicos •y potencialmente 

carcinogénicos, de ingerirse los medicamentos junto con alimentos y 

bebidas ricas en nitritos. 

Lo anterior llevó a plantear la presente investigación tendiente a 

evaluar la capacidad de los medicamentos citados de reaccionar con 

nitrito in vivo e in vitro y dar lugar a la formación de compuestos 

N-nitroso mutagénicos. 

Al mismo tiempo el estudio se enfocó a detectar factores que 

favorecen o interfieren con la nitrosación de manera de presentar 

alternativas para prevenir la exposición de los pacientes a agentes 

genotóxicos. 



OBJETIVO GENERAL. 

Contribuir a evaluar y prevenir el riesgo de exposición a 

derivados nitrosados mutagénicos y potencialmente carcinogénicos 

provenientes de la nitrosación de medicamentos antiparasitarios 

aminados y nitritos provenientes de la dieta. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS. 

1. Determinar las condiciones que favorecen la reacción entre 

medicamentos y nitrito de sodio in vitro.. 

2. Evaluar la mutagenicidad de los derivados nitrosados. 

3. Valorar la actividad mutagénica de la orina de ratones 

expuestos a los medicamentos y nitrito por via oral, como un 

indicador de la nitrosación endógena. 

4. Caracterizar los factores que influyen en la formación 

endógena de los derivados nitrosados de los medicamentos. 

5. Determinar el efecto de la vitamina C sobre la nitrosación 

de medicamentos in vitro e in yivo, corno una alternativa 

para prevenir la formación de comPuestos mutagénicos. 



II ANTECEDENTES 

1. 	RELACION ENTRE CARCINOGENESIS Y MUTAGENESIS 

1.1 MODELOS DE CARCINOGENESIS OUIMICA 

El proceso de carcinogénesis es muy complejo y evidentemente es 

consecuencia de muchos factores que conducen a la proliferación 

autónoma de las células malignas. 	La etiología de este 

padecimiento aún es muy confusa y sólo se han planteado 

diferentes teorias para poderla explicar. 	El modelo de 

iniciación-promoción es uno de los más aceptados. De acuerdo 

con él se ha definido al proceso de carcinogénesis como la 

transformación de una célula normal en una célula maligna. Para 

que este proceso se lleve a cabo se han propuesto tres etapas 

consistentes en: 1) iniciación, 2) promoción y 3) progresión. 

El proceso de iniciación se refiere a la conversión de una 

simple célula normal en una célula pre-maligna en forma 

irreversible, mientras que la progresión ■e refiere a la 

amplificación de esta clona y al desarrollo de un estado 

invasivo, que avanza hasta dar lugar a la formación de 

metástasis (Trosko y Cheng, 1984). 

La iniciación del proceso de carcinogénesis puede ser producida 

por diferentes factores que sean capaces de fijar una mutación 



en forma heredable al ADN. 	Entre los principales agentes 

responsables de producir ese tipo de lesiones al ADN se han 

identificado factores físicos como las radiaciones naturales o 

inducidas, así como la formación de radicales libres generados 

en muchas ocasiones por los procesos metabólicos 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 ambientes laborales, mutágenos químicos 

provenientes de alimentos, medicamentos o tabaco. 

El daño producido 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 reparación. 

En efecto, una mutación al ADN es el resultado de la falta de 

reparación o de una reparación incorrecta que en ambos casos 

conducen a que una lesión al ADN pueda ser heredada de una 

célula a las células hijas. El daño producido al ADN puede o no 

causar alteraciones al fenotipo y puede permanecer en la célula 

como una lesión que le confiere el carácter premaligno. 

El daño al ADN no reparado, puede además de inducir mutaciones 

heredables, producir efectos letales los cuales se traducen en 

muerte celular. 	Este efecto citotóxico puede actuar como un 

estimulo mitótico, induciendo hiperplasia de las células 

inducidas hasta pasar una forma premaligna a una forma maligna. 

~Mb 



Consecuentemente el funcionamiento efectivo de los sistemas de 

reparación tiene un papel muy importante en las etapas de 

iniciación de carcinogénesis. Con base a estos hallazgos se ha 

considerado por un lado, que los fármacos citostaticos cuyo daño 

no puede ser corregido por el sistema de reparación por escisión 

son los más peligrosos para la salud, mientras que por otro, se 

ha mostrado que la presencia de sistemas de reparación propensos 

a error es necesaria para poner de manifiesto la actividad de 

algunos mutágenos quimicos o de agentes como la luz ultravioleta 

(Elledge y Waiker 1983, Inman et al. 1983, Trosko y Chang 1984, 

Trosko 1986). 

El principal mecanismo de reparación libre de error que se ha 

identificado tanto en cepas de Fschertchia coli, Salmonella  

typhimyrium, células de mamífero como los fibroblastos, así como 

en los seres humanos, gracias al estudio de pacientes con 

Xeroderma pigmentoaum, es el mecanismo de reparación por 

escisión. 	Para que este mecanismo de reparación se lleve a cabo 

se requieren varias enzimas como las correndonucleasas Uvr que 

hacen un corte en el extremo 5' de la base dañada mediante la 

hidrólisis de enlace fosfodiester. La Uvr endonucleasa es una 

enzima constituida por tres subunidades que son el producto de 

los genes UvrA, Uvr8 y UvrC. La UvrA realiza el reconocimiento 

- 6 



primario de la lesión, sin embargo a falta de alguna de estas 

otras dos subunidades no se puede realizar el corte. Se ha 

propuesto que la subunidad UvrB es probablemente la más 

eficiente en la escisión de la base daMada ya que es la que se 

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

Una vez escindido el nucleotido dañado 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 acción de la polimerasa usando 

como templete la hebra no ~lada y los extremos de las dos 

cadenas son unidos por la acción de una ligase (Sargenti y 

Smith, 1985). 

••• 



1,2 LOS COMPUESTOS N-NITROSO COMO INICIADORES DEL PROCESO DE 

CARCINOGENESIS 

Como ya se ha mencionado los compuestos nitrosados son capaces 

de inducir mutaciones al introducir grupos alquilos al ADN. En 

particular, la alquilación 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 

lesión está involucrada en la fase de iniciación del cáncer 

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

1975). 

En cuanto a su actividad carcinogénica, existen diferencias 

notables en el comportamiento de las nitrosaminas y las 

nitrosamidas. Estas l'Urnas por ser agentes alquilantes directos 

son capaces de inducir cáncer y tumores cerca del sitio de 

aplicación. 	Es por ello que la mayoría de las nitrosamidas 

producen tumores de piel después de su aplicación tópica o 

subcutánea. 	Mientras que al administrarse por vía oral, inducen 

tumores en el tracto digestivo, especialmente en el esófago, 

aunque pueden favorecer también el desarrollo de cáncer en la 

boca o en el estómago. 	Por otro lado, la administración de 

nitrosamidas por vía peritoneal induce cáncer de intestino o 

tumores en la cavidad peritoneal y la administración por vía 

parenteral da lugar en la mayoría de los casos a tumores 

pulmonares a excepción del grupo de las N-nitroso-alquil-ureas, 

8 



las cuales se han detectado como agentes neurocarcinógenos 

(Mirvish et al. 1987, Schmahl y Haba 1980, Preussman y Stwart, 

1987). 

Las nitrosaminas, al contrario, por no ser activas por si solas 

no producen tumores en el sitio cercano a su aplicación ya que 

deben ser transformadas metabólicamente. 	Asi pues, su via de 

administración no influye en su especificidad por algún órgano 

(organotropismo). 	La especificidad de las nitrosaminas por un 

sitio blanco depende más bien de factores tales como la 

naturaleza química del compuesto, la dosis empleada y la especie 

animal en la cual se administre el compuesto. 

Se sabe que el mecanismo de activación de las nitrosaminas es 

por lo general la c-alfa-hidroxilación y que la presencia de 

substituyentes del hidrógeno en posición alfa disminuye no sólo 

su actividad mutagénica sino su potencia carcinogénica. Asi, la 

M-nitrosopropil-amina es más activa que su isómero ff-nitrso-di- 

propilamina. 	Este efecto no sólo se ha demotrado con las 

nitrosaminas alifáticas, sino que se observo también con las 

nitrosaminas aromaticas; por ejemplo que la 1-4-dinitro-

sopiperazina es'más carcinogénica que la 2-6-dimet11-N-nitroso-

piperazina (Preussman y Stwart 1984, Poor et al.1980). Se sabe 

además qUe al incrementar el número de carbonos de la cadena 

lateral de las N-hidroxialquil-N-nitrosaminas aumenta su po- 

tencia 	carcinogénica (Maekawa et al. 1986). Las d-alquilaril 

9 ••• 



nitrosaminas son zarcinogenos muy potentes posiblemente por la 

formación de iones electrofllicos aromaticos o iones fenólicos 

formados después de la activación metabólica (Preussman 1983). 

En estudios de carcinogénesis in vivo se ha encontrado que a 

dosis altas se puede reducir el tiempo de inducción de un tumor 

hasta un punto en el cual el compuesto no sea tóxico o no llegue 

a saturar las vías de activación metabólica. Sin embargo, otros 

trabajos señalan que el efecto de le dosis empleada no es solo 

cuantitativo sino que en muchos casos puede dar lugar a 

diferencias cualitativas en cuanto al tipo de tumores 

producidos. 	Por ejemplo, la N-nitrosodietilamina a dosis altas 

induce preferentemente tumores hepáticos en las ratas mientras 

que a dosis bajas en los mismos animales induce tumores de 

lengua y faringe, siendo muy escasos los tumores hepáticos. Con 

nitrosaminas cíclicas se ha encontrado también que las 

diferencias de dosis producen variaciones en eel organotropismo 

del compuesto, como es el caso de le h-nitroso-dimetilfenilamina 

que a dosis bajas induce preferentemente adenocarcinomas de la 

nariz y a dosis altas produce además papilomas de esófago 

(Crampton 1980, Ouess y Noel 1977, Lijinsky 1982a, Lijinsky y 

Taylor 1978). 

Las diferencias descritas en el organotrópismo en distintas 

especies obedece en parte al tipo de metabolismo del animal en 

que se estudie. La dietilnitrosamina, por ejemplo, induce 

1 
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cáncer de hígado en diferentes especies pero no en el hamster 

chino; en ratón no induce cáncer de riñon lo que si ocurre en la 

rata, puerco y pollo en. los. cuales genera adenocarcinoma de 

riñón (Schanhl y Habs 1980, Liiinsky et al. 1987). Se ha 

señalado que la susceptibilidad a los carcinógenos está 

influenciada por la edad del animal en estudio, incrementándose 

la resistencia a las nitrosaminas con la edad de las ratas 

(Liiinsky y Kovatch 1986). 

Aunque la carcinogenicidad de los compuestos a-nitroso ha sido 

suficientemente demostrada en estudios en animales, no ha podido 

ser corroborada en el ser humano. 	Existen en efecto, pocas 

evidencias directas de que este grupo de compuestos sea 

directamente responsable del cáncer en el hombre. En el caso de 

las a-nitrosoureas que se emplean como agentes antitumorales se 

ha reportado la aparición de leucemia no linfática 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 riesgo de adquirir .  cáncer de lengua, por el 

consumo de rapé (Prokopozyk et al. 1987). 

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

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

1) (8ogovsky y Sogovsky 1981). Existen datos que indican que el 

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

que los animales, puede también ser sensible al efecto 
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carcinogéni.o de los compuestos j-nitroso. En efecto, se ha 

visto que tejidos humanos tales como bronquios y ,esófago, 

metabolizan 	las 	bnitrosaminas 	produciendo 	derivados 

alfa-hidroxilados capaces de producir la alquilación de las 

bases de ADN de las células de dicho tejido (Harris et al. 1977. 

Preusaman 1983). 
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TABLA I 

CARCINOGENICIDAD DE COMPUESTOS a-NITROSO 

COMPUESTO PROBADAS 	POSITIVAS 	NEGATIVAS 

NI TROSAM I NAS : 

SIMETR ICAS 

ASIMETRICAS 

DINI TROSAM INAS 

CICLICAS 

NI TROSAM IDAS 

NI TROSOUREAS 

NI TROSOOUANI DI NAS 

N I TROSOUR E TAMOS 

OTRAS NI TROSAMIDAS 

TOTAL DE COMPUESTOS 
u-NITROSO 

49 

80 

4 

41 

68 

4 

8 

12 

0 

AL _ Al 

204 173 ( 85%) 31 

55 53 2 

8 5 3 

13 13 0 

86 79 ( 92%) 7  

290 252 ( 87%) 38 

FUENTE : ( PREUSSMAN 1983). 
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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 

exposición del ser humano a los compuestos U-nitroso 

potencialmente carcinogénicos, la constituye su formación dentro 

del organismo al reaccionar nitritos 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 sólo de alrededor de 2 mg por 

persona (Preussman 1983, Lijinski, 1982). 

En animales de experimentación se ha comprobado que la formación 

endógena de nitrosaminas puede dar lugar al desarrollo de cáncer 

si se exponen a ellas en forma continua (Tabla II) (LiJinski 

1980). 

En los estudios de carcinogénesis inducida por la formación de 

compuestos ft-nitroso in vivo, ha sido mby dificil demostrar la 

formación de tumores con compuestos cuya reacción de nitrosación 

ocurre lentamente debido a que normalmente el nitrito se 

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

dichas condiciones de ensayo, los dos reactivos no llegan 

fácilmente a estar en el estómago simultáneamente y en 

concentraciones adecuadas. 	Así por ejemplo, aunque es bien 
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conocida 	la carcinogenicidad de los derivados ff-nitroso de 

dietilamina, piperidina, tiociclo-hexilamina, N-metilacetamida, 

citrulina y metilguanidina, no se ha podido demostrar la 

formación de tumores en roedores tratados con nitrito y dichos 

compuestos (DrUckey et al. 1973, Mirvish et al, 1975, Lijinsky 

1980). 

En lo que concierne a las poblaciones humanas, existen 

evidencias indirectas de que el .consumo de precursores de 

nitrosaminas o de las propias nitrosaminas constituyen un factor 

Importante en el riesgo de cáncer. 	Al estudiarse 

comparativamente dos regiones de China con alto y bajo riesgo de 

cáncer de esófago en el hombre y los animales domésticos se 

encontró que el contenido de nitrosaminas especialmente en los 

vegetales fué muy superior en las regiones de alto riesgo. 

Además, el contenido de aminas secundarias y especialmente de 

nitrito en el suelo y los granos fué del doble de lo que se 

detectó en el área de bajo riesgo (Lu et al. 1986, Yang et al. 

1980). 	En otros estudios se ha señalado que el contenido de 

nitrito y nitrato en lugares con alto riesgo de cáncer como 

Colombia, es muy elevado (Cuello et al. 1976). 	El cáncer 

nasofaringeo se ha visto también que es muy frecuente en la 

región cantonesa de China, en Túnez y en grupos esquimales del 

este de Groenlandia. 	En estos lugares se encontró que en los 

alimentos que las poblaciones consumen con una frecuencia mayor 

de tres veces por semana hay un alto contenido de nitrosaminas y 
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sus precursores, especialmente en los pescados preservados de 

China y Groenlandia y en carnes de carnero de Túnez (Poirier et 

al, 1987). 

El tabaquismo es posiblemente el factor etiológico del cáncer en 

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

nitrosaminas propias del tabaco pueden formarse en la saliva de 

personas con el hábito de mascar tabaco y rapé en un área 

central de Rusia {Zardie et al. 1985, Selinsky et al. 1987). 
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TABLA II 

AMINAS QUE PRODUCEN CANCER DESPUES DE LA REACCION 
DE NITROSACION IN vivo 

COMPUESTO ORGANO AFECTADO REFERENCIA 

MORFOLINA HIGADO 123 

METILBENZILAMINA ESOFAGO 123 

HEPTAMETILAMINA PULMON, ESOFAGO 123 

HEPTAMETILENENEMINA PULMON, ESOFAGO 129 

CLORODIAZEPDXIDO TRAQUEA, SISTEMA NERVIOSO 123 

TOBULTAMIDA ESTOMAGO, MIGADO 123 

AMINOPIRINA HIGADO 123, 224 

MONUROM ESTOMAGO, HIGADO 123 

DISULFIRAM ESOFAGO 123 

OXITETRACYCLINA MIGADO 123, 225 

LUCANTONA MIGADO 123 

METAPIRILENO HIGADO 123 

METIL-DODECIL-AMINA VEJIGA 123 

THIRAM ESTOMAGO 123 

PIPERAZINA PULMON, ESOFAGO 219 

METIL-UREA SISTEMA NERVIOSO CENTRAL, 
PULMON, ESOFAGO 

155 

ETIL-UREA SISTEMA NERVIOSO CENTRAL, 
PULMON, ESOFAGO 

155 
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TABLA II 

COMPUESTO 	 ORGANO AFECTADO 	 REFERENCIA 

N-MET/LANILINA 
	

PULMON 	 155 

CIMETIDINA 	 ESTOMAGO 	 203 



2. 	ANTIMUTAGENESIS 

2.1 DEFINICION Y CLASIFICACION DE ANTIMUTAGENOS 

El término antimutágeno se refiere a un factor o compuesto que 

es capaz de reducir la frecuencia de mutación tanto natural como 

inducida. 	Sin embargo, en el estudio del fenómeno de 

antimutagénesis deberá tenerse la precaución de diferenciar la 

antimutagénesis verdadera de la aparente. Debe entenderse por 

antimutagénesis verdadera la reducción del número de revertantes 

o mutantes, sin que ésto se deba a una reducción falsa debida a 

la muerte celular (Clarke y Shankel 1975). 

En la naturaleza existen un gran número de mutágenos que actúan 

por diferentes mecanismos, lo mismo ocurre con los 

antimutágenos. 	Estos últimos han sido clasificados de acuerdo a 

sus diferentes mecanismos de acción en dos grupos principales: 

desmutógenos y bioantimutágenos. 	El término desmutágeno se 

refiere a compuestos químicos o procesos bioquímicos que actúan 

fuera de la célula, mientras que el término bioantimutágeno se 

ha empleado para designar aquellos compuestos o factores que 

intervienen intracelularmente cuando el daño al ADN inducido por 

un mutágeno ya ha sido producido. 

Dentro del grupo de los desmutágenos se encuentran inactivadores 

químicos o enzimáticos de los mutágenos, procesos de 
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inactivación física por la adsorción del mutágeno a un compuesto 

de alto peso molecular, compuestos o factores que impidan la 

activación metabólica de un pro-mutágeno y finalmente aquellos 

factores que impiden la formación de los mutágenos a partir de 

sus 	precursores. 	Dentro del grupo de los bio-antimutágenos se 

encuentran 	aquellos 	que 	promueven 	la reparación inespecífico, 

como 	es 	el caso 	de la 	reparación 	por un 	mecanismo de 

recombinación de 	dos segmentos 	del 	ADN. Otro 	tipo de 

bioantimutágenos puede actuar 	estimulando los 	procesos de 

reparación libres de error o inhibiendo el proceso de reparación 

SOS propenso a error, asi como incrementando la fidelidad de la 

ADN polimerasa en los procesos de replicación (Kada 1981, Rada 

et al. 1986). 

Los compuestos antimutagénico■ pueden también actuar como 

anticarcinógenos, por lo que se ha planteado que la amplia 

distribución de anticarcinógenos en la naturaleza es una forma 

natural de moderación a la exposición a mutágenos y 

carcinógenos 	(Ames 1983). 	Entre los anticarcinógenos se 

distinguen dos grupos de compuestos que son lo■ bloqueadores y 

los 	supresores o antipromotores. Los primeros impiden que un 

carcinógeno sea. biotransformado y llegue a la célula blanco y el 

segundo grupo son los que impiden que una vez que el proceso de 

carciongénesis se ha iniciado se desarrollen los subsecuente■ 

pasos de promoción y. progresión (Hayatsu et al. 1981, Kenedy y 

Litte 1978, Moon et al. 1983, Wattenberg 1978, Wattenberg 1983). 
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La mayoría de los antimutágenos y anticarcinógenos conocidos han 

sido encontrados entre los componentes de la dieta. Existiendo 

por otro lado evidencias de que una dieta rica en vegetales está 

frecuentemente asociada a una baja incidencia de cáncer. Asi se 

demostró que el riesgo de cáncer de colon es menor en personas 

que consumen frecuentemente col, brócoli y frijol. 

Posteriormente, se aisló de la semilla de frijol un compuesto 

proteico con un peso molecuar de 8000 daltons, demostrándose 

que esta proteína 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. 19821  1983). Otros compuestos de 

la dieta que como los retinoles y las flavonas son capaces de 

atrapar radicales libres del oxigeno pueden igualmente 

interferir con el proceso de inducción de carcinogénesis en 

animales de laboratorio. Los retinoles por su parte son capaces 

de disminuir 	las enzimas que incrementan 	el fenómeno de 

promoción del cáncer estimulado con ésteres de forbol, como es 

el caso de la ornitina descarboxilasa. A su ves los compuestos 

del tipo de la flavonas inhiben la formación de las oxigenases, 

enzimas que son responsables de la aftivación de lo■ hidrocar-

buros aromáticos como el benzo-(a)-pireno (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 

anticarcinógenos más• importantes que gracias a sus propieda-

des antioxidantes es capaz de inhibir el cáncer de 
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glándula 	mamaria, recto y vejiga en animales de laboratorio. 

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

Además de los antimutágenos y anticarcinógenos ya mencionados en 

vegetales verdes y frutas se han detectado un gran número de 

compuestos que como la clorofila, carótenos, tocoferoles, 

esteroles vegetales, sales de selenio, flavonoides metilados, 

isotiocianatos aromáticos muestran actividad antimutagénica en 

pruebas realizadas In vitro, tales como los sistemas bacterianos 

de 11. typhimurium y K, colk (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 aquellos que como el cloruro de cobalto, 

presente en la placenta humana estimulan los mecanismos de 

reparación por recombinación. 	Otros iones metálicos como el 

platino, a bajas concentraciones inducen el mecanismo de 

reparación por escisión. 	En los vegetales se han detectado 

también otros compuestos como el ácido tánico, pirogalol y 

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 mutágenos, tal es 
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el caso de la hemina que se conoce que puede impedir in vitro  

la activación metabólica de derivados mutagénicos productos de 

la pirólisis de aminas aromáticas. También se ha demostrado que 

en las muestras de heces humanas se encuentran presentes algunos 

compuestos como los ácidos grasos linolénico y linoleico que 

son capaces de antagonizar el efecto mutagénico de numerosos 

compuestos como el benzo-(a)-pireno, productos de pirólisis del 

triptófano, ■etil-imidazo quinolinas y aflatoxina 8 en cepas de 

typffilmurlum,  posiblemente mediante la inhibición de su 

activación metabólica (Hayatsu 1981, Hayatsu et al. 1981). 
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2.2 SUBSTANCIAS QUE INHIBEN LA FORMACION DE LOS COMPUESTOS 

N-NITROSO 

La formación de los compuestos N-nitroso puede ser inhibida por 

diferentes compuestos que se encuentran naturalmente 

distribuidos en las plantas, dentro de los cuales se ha 

encontrado que la cafeina, ácido cafeico, alfa-tocoferoles 

(Vitamina E), ácido ascórbico (Vitamina C) pueden inhibir la 

formación in vitro de compuestos N-nitroso o pueden así mismo 

inhibir la formación de tumores en los animales tratados con 

nitrito de sodio, aminas, amidas o ureas. 

Se demostró que en una reacción la vitro.  en Jugo gástrico 

sintético, el ácido cafeico y el ácido ferülico reaccionan en 

forma equimolar con el nitrito de sodio funcionando de este modo 

como bloqueadores de la reacción de nitrosación. La presencia 

de substituyentes en el anillo del ácido cafeico. como ocurre en 

el caso de terbutil hidroxianisol y del trolox, disminuyó la 

eficiencia de los compuestos fenólicos para reaccionar con el 

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

.de la cafeina se pudo demostrar también en su capacidad de 

reducir tumores• en ratones 

nitrosomorfolina o en ratas 

de sodio. El ácido gálico es 

tratados con nitrito de sodio y 

tratadas con aminopirina y nitrito 

otro compuesto fenOlico, capaz de 

inhibir la formación de los compuestos 

(Mirvish et al. 1975, Kuenzing et al. 1984). 

ft-nitroso vivo,  
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FUENTE FORMULA COMPUESTO REFERENCIA. 

114, 160 .VERDURAS ACIDO GALICO 

153, 157, 160 PRUTOS CITRICOS 

HUEVO, CARNES, ACEI- 157 

TE DE MAIZ 

TE NEGRO, CAFE 114, 160 

LEGUMBRES Y VEGETA- 3.14 

LES. 

VERDURAS 3.3.4 

VERDURAS 114 

ACIDO-ASCORBICO 

ALFA-TOCOFEROL 

ACIDO CAFEICO 

ACIDO FERULICO 

HIDROXITERBUTIL-

ANISOL. 

TROLOX 

CM CNODON 

Oli 

COI ONCOOS 	• 

00054 
ola 

CNA
0  —a 

os 

so a 
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El alfa-tocoferol que es el principal componente de la vitamina 

E es un fenol altamente lipofilico que puede inhibir la reacción 

entre compuestos aminados y nitrito de sodio en fase orgánica o 

en emulsiones, o en una matriz de lípidos. El alfa tocoferol 

reacciona con nitrito de sodio reduciendo el nitrito a monóxido 

de nitrógeno (Fig. 1). 	Se ha demostrado que este compuesto 

puede inhibir fuertemente la formación de fj-nitrosobutil amida a 

partir de ff-butilamida. 	Se han descrito otros fenoles como el 

4-metil-catecol que inhibe la reacción de nitrosación a 

concentraciones muy altas, pero por el contrario, a 

concentraciones muy bajas reacciona con ácido nitroso formando 

compuestos nitro que catalizan la reacción de nitrosación. En 

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

completamente substituido no pueden ocurrir lay reacciones 

catalíticas. 	Por otro lado se ha demostrado que la vitamina E 

inhibe In zjul la reacción entre la morfolina y el nitrito, 

además , gracias a su efecto antioxidante puede inhibir la 

formación de tumores de piel, decreciendo los niveles de 

ornitina descarboxilasa, glutatión libre y disulfóxido de 

glutatión, 	todos ellos compuestos involucrados en la promoción 

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

tocoferol sea carcinogénico por sí solo, sin embargo, existen 

eVidencias de que puede promover el cáncer de colon inducido por 

dimetil hidrazina (Mirvish 1986, Perchellet et al. 1985, Toth y 

Patiel 1983). 
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El ácido ascórbico reacciona con el nitrito de sodio mediante 

una reacción de óxido-reducción formándose monóxido de nitrógeno 

y ácido dehidro-ascórbico (Fig. 2), ocurriendo esta reacción 

especialmente a un pH menor de 5.0. La reacción entre el ácido 

ascórbico y el nitrito de sodio se lleva a cabo mediante un 

ataque electrofilico del agente 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 la vitro que este compuesto puede inhibir la 

formación de diferentes compuestos N-nitroso. Sin embargo, se 

ha visto que el monóxido de nitrógeno formado durante la 

reacción con el ácido ascórbico y el nitrito, al reaccionar con 

el agua regenera el ácido nitroso en la mezcla de reacción, 

razón por la cual se ha visto que para inhibir la nitrosación de 

~irme secundarias, que es más rápida que con las terciarias, se 

requiere de una relación molar de (1:2) de (nitrito : ácido 

ascórbico, mientras que en el caso de las aminas terciarias como 

la oxitetraciclina, una relación equimolar de vitamina C: ácido 

ascórbico (1:1) inhibe en un 100% la reacción de nitrosación 

(Bunton et al. 1959, Mirvish 1972). 

El ácido ascórbico puede, además, inhibir la actividad 

mutagénica de La N-metil-N-nitrosoguanídina en presencia de 

iones cuproso (Cu♦). 	Se sabe que la generación de peróxido de 

hidrógeno durante el proceso de auto-oxidación del ácido 

ascórbico es capaz de producir la descomposición del compuesto. 



Pudiendo esta reacción ser inhibida por un agente quelante como 

el EDTA. Sin embargo, el ácido ascórbico no es capaz de 

disminuir La vivo  las mutaciones inducidas por la MNNG en g. 

tsrphimurium  TA100 en el ensayo via el hospedero en ratón (Norkus 

y Kuremzing 1985). 

A pesar de lo anterior se ha demostrado que el ácido ascórbico no 

solo bloquea la reacción de nitrosación ín vitro,  sino que al ad-

ministrarse a animales tratadoovcon nitrito de sodio y compuestos 

animados como la aminopirina, dimetilamina, metilurea, y prolina, 

se inhiben tanto las mutaciones detectables en bacterias por el 

ensayo via el hospedero como la frecuencia de tumores inducidos 

por la nitrosación endógena de compuestos animados (Barale et al. 

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

En un estudio realizado 'en perros se puso en evidencia que /ft 

vivo  se requiere una relación molar de (3:1) de ascorbato de so-

dio con respecto al nitrito de sodio para lograr un 71% de 

inhibición de la nitrosación 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 reacción lft vitro,  no 

fué capaz de disminuir los niveles de excreción urinaria de 

M-nitrosoprolina a la linea basal encontrada antes de que un 

grupo de voluntarios ingirieran 	prolina y nitrito (Leaf et al. 

1987). 	 Estos resultados indican que la inhibición de 

las reacciones de nitrosación in VIVO  parecen 
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estar influenciados por diversos factores como el pH, solubili-

dad de los compuestos y la rapidez de absorción de cada uno de 

ellos (Linitas et al. 1982). 

Aunque el efecto de la vitamina C sobre mutágenos ya formados se 

ha discutido mucho, existen sin embargo evidencias, de que la vi-

tamina C es capaz de alargar el periodo de inducción de cáncer, 

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

boratorio tratados con dimetilhidrazina, dietilmetileetrol y di- 

metilnitrosamina. 	Paralelamente se han reportado datos que aso- 

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

de estómago, esófago, laringe, boca y cervix (Mirvish 1986). 

Sin embargo, el empleo de la vitamina C para prevenir el efecto 

de mutágenos químicos debe tomarse con mucha reserva ya que se ha 

demostrado que como resultado de la generación de peróxido de 

hidrogeno y radicales libres en el proceso de autooxidación de 

este compuesto, el ácido ascórbico es capaz de inducir rompi-

mientos en la cadena del ADN. (Shamberger 1984). Además, existen 

evidencias de que la sal sódica del ácido ascórbico puede actuar 

como promotor del cáncer de vejiga e incrementar el cáncer de 

nariz inducido •por el tabaco, ami como el cáncer de esófago 

inducido por dietilnitrosamina (Fukushiaa •t al. 1986, Mirvish 

1986, Shamberger 1984). Lo expuesto no anula la posibilidad 

de emplear 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 compuesto 

mutagénico particular. 
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3, 	GENERAIIDADES SOBRE ,,OMPUESTOS U-NITROW 

3.1 DFINICION DE COMPUESTOS U-NITROSO 

Los compuestos U-nitroso constituyen un grupo extenso de 

productos químicos cuyo interés de estudio surgió desde 1956 

cuando Mac Gee y Barnes pusieron en evidencia la capacidad 

carcinogénica de la R-nitrosoldimetilamina. Posteriormente se 

detectó la capacidad carcinogénica de diferentes compuestos 

químicamente asociados como son la nitrosometilurea y 

N-nitrosodietilamina. 	Con estos estudios se puso de manifiesto 

la actividad biológica de los compuestos h-nitroso, 

incrementándose el interés por el estudio de sus posibles 

implicaciones en el cáncer humano, asi como en la igentificación 

de las formas de exposición a estos agentes (Preussman y 

Stewart 1984). 

Los compuestos N-nitroso se definen químicamente como el 

producto de la reacción catalítica a pH ácido entre el ion 

nitrito y diferentes compuestos nitrogenados. Estos compuestos 

se subdividen en nitrosaminas y nitrosamidas de acuerdo con el 

compuesto nitrogenado que ha dado lugar a su formación. Se 

denominan nitrosaminas los productos de la reacción del nitrito 

con aminas secundarias alifáticas (dialquilaminas, diaril y 

dialcorilaminas), aminas terciarias alifáticas y aminas 

secundarias y terciarias heterociclicas, derivados pirimidinicos 

y enaminas. Las nitrosamidas son, por su parte, el producto de 
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la 	reacción 	de 	N-alquilureas, 	N-alqul-carbamatos, 

hidroxilaminas, hidrazinas, hidrazonas y N-alquilamidas (Chow 

1973, Fielder et al. 1972, Lijinsky et al. 1972, Mirvish 1975). 

La reacción de nitrosación de los compuestos aminados que dan 

lugar a la formación de compuestos N-nitroso, (Tabla IV) se 

lleva a cabo con agentes nitrosantes como óxidos de nitrógeno, 

(NO, Nom) .cloruro o bromuro 4* nitrilo. (NOC11  NOBr), sulfuro 

de nitrilo 	y de tetrafluoroborato de nitrilo (NOF4B04 ), 

(Mirvish 1975, Preuseman y Stewart 1984). 
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3.2 CINETICA DE LA FORMACION DE COMPUESTOS U-NITROSO 

La cantidad de producto N-nitroso que se pueda formar a partir 

de sus precursores, ya sea en una reacción In vitro  o in vivo  

depende de la constante de la reacción y de su origen. La 

reacción de nitrosación ocurre en varios pasos, en el primero, 

el nitrito de sodio es convertido en ácido nitroso. 

Posteriormente, el ácido nitroso es convertido en alguna de las 

especies reactivas como son el anhídrido nitroso (N203), 

nitrosil-tiocianato (ON-NCS), halogenuro de nitrilo (NOX), o 

ácido nitroso protonado (Haftiga*$ IMitrvámh I970"). 

El agente nitrosante puede reaccionar con aminas alifáticas 

primarias, sin embargo, esta reacción genera upa monoalquil 

nitrosamina que es muy inestable y se descompone dando lugar a 

un alqueno y un alcohol (Rakoff, 1974). 	La nitrosación de 

aminas secundarias alifáticas o aromáticas es una de las 

principales fuentes de compuestos R.-nitroso y esta reacción 

puede ocurrir durante el cocimiento de los alimentos o en 

procesos de fermentación. La reacción entre el ácido nitroso y 

las aminas secundarias, a la inversa de las aminas primarias, 

produce compuestos ft-nitroso muy estables. Esta reacción, en la 

mayoría de los casos, ocurre mediante la formación de anhídrido 

nitroso a partir de dos moléculas de ácido nitroso de acuerdo 

con las siguientes reacciones. 
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+ H
+ 1) NO2— 

2) 21-1NO2 

3) R2NU + N203  

HNO
2 

Ns203 + H2O 

R2N—N=0 + HNO2  

    

     

4) v = K1(R2NH)(HNO2)2  

5) y + K2  (R2NH) (—NO2) 2 

La velocidad de la reacción de nitrosación de aminas secundarias 

es proporcional a la concentración del anhídrido nitroso por lo 

cual la constante de la reacción está determinada por la concen-

tración de la amina a la primera potencia y por el cuadcrado de 

la concentración del nitrito, de acuerdo a las ecuaciones 

anteriores. 	El pH óptimo para que se lleven a cabo estas 

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

pH del Jugo gástrico cercano a 3.5 pueden darse las condiciones 

para que la nitrosación de aminas secundarias se efectúe la 

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

En vista de que las aminas terciarias carecen de un hidrógeno 

libre, fácilmente 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 reacción 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 

nitrosación desalquilativa que se lleva a cabo de acuerdo con 

las siguientes reacciones (Liiinsky et al. 1972b). 

N203  + H20 

R2NCH2R' 	N203 u 	 N=0 

R2N-CH2R' 

-R' CH=O + R NH2 

R2N-N=0 + H2  

= K( -NO2)3  

La reacción es más lenta que la nitrosación de aminas 

secundarias siendo su pH óptimo entre 3.5 y 5. Se ha reportado 

que la temperatura óptima para esta reacción es entre los 90 y 

100°C. 	Sin embargo se ha encontrado que algunas fármacos que 

como la aminopirina contienen en su molécula grupos amino 

terciarios, pueden transformarse en nitrosaminas en condiciones 

fisiológicas. 	El rendimiento de estas reacciones en condiciones 

suaves puede ser como en el caso de la aminopirina de un 40% y 

en el caso de la oxitetracilina hasta de un 659. (Liiinsky et al. 

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

Las reacciones de nitrosación de sales cuaternarias de amonio no 
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R2N=CHR' 

R2NH + NO2  



1 

han sido muy estudiadas. 	Fiddler et al. (1972) detectaron la 

formación de dimetilnitrosamina a partir de clorohidrato de 

tetrametil amonio y de sales cuaternarias presentes en productos 

naturales como la carnitina, betaina y acetilcolina a pH m 5.0 y 

a una temperatura de 78°C. Siendo el rendimiento de reacción 

muy bajo en la mayoría de los casos, debido a que primero debe 

efectuarse la demetilación de un grupo para formar una amina 

terciaria que posteriormente es nitrosada mediante un mecanismo 

semejante al de dealquilación nitrosativa descrito para las 

aminas terciarias. 

La nitrosación de ureas, carbamatos y amidas secundarias 

alifáticas ocurre frecuentemente en la naturaleza, pudiéndose 

realizar durante los proceso■ de cocción de los alimentos. 

Estas amidas se generan por la reacción entre aminoácidos y 

ácidos grasos de alimentos, reaccionando posteriormente con el 

nitrito de sodio presente en los mismo■ (Kubaka y Grey 1980a, 

1980b). 

La reacción de amidas, carbamatos y guanidinas, depende de la 

concentración de nitrito y del grado de ionización del ácido 

nitroso más que el de la anida. 	Kabuke y aray (1980) 

determinaron que la reacciónn de nitrosación d• amidas se lleva 

a cabo con mayor eficiencia a un pH entre 1 y 2.5, disminuyendo 

considerablemente el rendimiento de la reacción al bajar la 
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concentración de iones hidrógeno, por lo cual a pH cercano a 3 

el rendimiento de la reacción es muy bajo. 	La energía de 

activación para esta reacción es de 10 Kca/mol, por lo cual el 

rendimiento de la reacción se puede duplicar incrementando la 

temperatura de 30 a 40*C. 	La velocidad de la reacción de 

nitrosación de anidas está determinada por las siguientes 

reacciones: 

HNO. • H. 	 H2N04' 

M. 

RNH.COR' 	H2NO2 	y RN(N0)COR 	H O 

v 	K (RNH.CORI)(HNO )(H+) 

W(FINH.COR')(-NO )(H+) 

Las reacciones de nitrosación de compuestos nitrogenados, 

(einas y anidas) pueden llevarse a cabo en la cavidad del 

estómago del hombre y de los animales. Existen evidencias que 

sugieren que la reacción 1111 vivo,  sigue una cinética semejante a 

la que se ha reportado para la reacción in £itr9. Aunque, 

debido a la dificultad de cuantificar los compuestos f1-nitroso 

formados y a los diferentes factores que pueden modificar una 

reacción In vivo  es dificil conocer con precisión la cinética de 

estas reacciones. 	No obstante, Oshima y Bartsh (1981) 

detectaron que la formación la vivo en humanos, de N-nitroso 

praline a partir de nitrito y prolina sigue la cinética de las 
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reacciones de nitrosación de aminas secundarias observada In 

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

la reacción de nitrosación In vivo, a bajo contenido de nitrito 

está determinada por la 	concentración de este fón a la 

primera potencia. 	En otro■ estudios, tanto en animales como en 

pacientes con vagotomia fué dificil hacer una correlación del 

contenido de estos compuestos ti-nitroso, pero se demostró que el 

contenido de estos compuestos es mayor cuando los valores de pH 

se encontraban entre 1.5 y 4.0 (Barnard et al. 1984, Barale•et 

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

La formación endógena de compuestos nit.rosados puede verse 

influida por múltiples factores que pueden actuar como 

catalizadores o inhibidores de las reacciones de nitrosación de 

aminas. 	De ahí que se recomiende tomar en cuenta este hecho 

cuando se evalúe la nitrosación de cualquier tipo de amina ja 

ykyq (Bartsh et al. 1936). A la vez, el empleo de inhibidores 

de la nitrosación se considera una alternativa viable para 

Prevenir la exposición a compuestos que pueden constituir un 

riesgo para la salud humana. 

Dentro de lot catalizadores de la reacción de nitrosación se 

encuentran aniones nucleofilicos tales como los iones 

halogenuros especialmente, I-, Cl- Br-, y el ion tiocianato 

(NCS-) 	Dentro de estos agentes catalíticos se ha considerado 

que el ion tiocianato tiene un papal muy importante en la. 

modificación de la cinética de la reacción la vivo  ya que éste 

se encuentra normalmente en altas concentraciones en la saliva 

humana 	(Boyland et al. 1971, Fan y Tanenbraun 1973, 1974). El 

tiocianato en la mezcla de reacción genera el agente nitrosante 

ON NCS, especialmente si el pH del medio está comprendido entre 

y 3. La reacción de catálisis del tiocianato se representa 

mediante la siguiente ecuaciOns 

HNOm+ Ho 	NCS- 	 ON.NCS HbO 
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En cuanto a la reacción de catálisis in viyo, no ha podido 

determinarse con precisión la influencia del ion tiocianato en 

la nitrosación endógena de aminas, sobre todo en las condiciones 

que privan en el estómago en donde el pH del jugo gástrico es 

cercano a 3.5. 	Se sabe, sin embargo, que la administración de 

tiocianato no ha logrado incrementar la frecuencia de tumores en 

animales tratados con nitrito de sodio, aminas o amidas (Mirvish 

1975). 	Aunque por otro lado, en presencia de este ion en 

algunas ocasiones se han recuperado concentraciones de 

compuestos N-nitroso mayores a las esperadas como resultado de 

las reacciones de nitrosación In vivo (Challis et al. 1982). 

Los iones halogenuros 1-, Cl- y Sr- catalizan la reacción 

mediante un mecanismo muy semejante al tiocianato, incrementando 

la concentración de iones nitrosantes dentro de la reacción. 

según se representa en la siguiente ecuacióni 

HNO + H• x. 	NOM Ha0 

Se ha determinado que de los halogenuros, el bromo es el más 

activo y que el cloro tiene poco efecto sobre la reacción. A 

pesar de ello. su presencia puede tener más influencia en la 

formación de los compuestos U-nitroso in vivo debido a que es 

ingerido abundantemente con los alimentos en forma de cloruro de 

sodio (Boyland 1972). 
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Algunos fenoles que se encuentran en los vegetales pueden 

combinarse con los agentes nitrosantes para catalizar la 

reacción de nitrosación por medio del ácido nitroso. aunque un 

exceso de fenal puede por el contrario inhibir la reacción 

(Pignatelli et al. 1980). 

 

  

1 
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3.4 FUENTES DE PRECURSORES DE LA FORMACION ENDOGENA DE 

COMPUESTOS N-NITROSO 

3.4.1 WENTES DF NITITQ$ Y plITRAIOS  

La principal fuente de iones nitrosantes es el nitrito de sodio 

el cual puede ingerirse como tal o provenir de la reacción de 

reducción del nitrato. El nitrato se encuentra normalmente en 

le saliva. variando su concentración de una persona a otra. 

Este nitrato de la saliva pasa al estómago e intestino delgado 

en donde es absorbido y llega al torrente sanguíneo. Se ha 

demostrado que los iones cloruro y tiocianato tienen un papel 

muy importante en el transporte activo del ion nitrato, 

encontrándose que al elevarse el contenido de tiocianato se 

incrementa el contenido de nitrato en estómago y plasma. Otra 

parte del nitrato presente en la saliva es convertido in situ a 

nitrito por la flora bacteriana de la cavidad bucal, pasando 

este nitrito directamente al estómago. El nitrato que ha pasado 

de la saliva al estómago puede ser reducido a nitrito mediante 

la actividad nitrato-reductasa de las bacterias. Generalmente 

cuando el pH del estómago se encuentra en valores de 1 a 3 las 

cuentas bacterianas son muy bajas, pero éstas incrementan 

después de ingerir 	los alimentos asi como el valor de pH del 

jugo gástrico, aumentando con ello la concentración del nitrito 

y de los compuestos N-nitroso 	(Bernard et al. 1981, Hart•man 

1982, Parks et al. 1981). 
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La actividad nitrato-reductasa de las bacterias se ha visto 

asociada a una enzima con un grupo molibdeno que es inducíble en 

presencia de nitrato, especialmente en condiciones anaeróbicas. 

Se ha detectado, ademOs, la presencia de una enzima bacteriana 

en gpcherichia qoli semejante a la nitrato-reductasa que 

cataliza la reacción de nitrosación en presencia de sus 

Precursores (Calmels et al. 1997). 

El nitrito y el nitrato presentes en la saliva pueden ingerirse 

con los alimentos como las carnes embutidas, vegetales que han 

sido abonados con nitratos, granos y aguas. 	De ellos los 

embutidos representan probablemente la principal fuente de 

nitritos y de nitratos, llegando a contener hasta 160 p.p.m. de 

nitrito en jamones y hasta 400 p.p.m en tocino y cecina. Los 

vegetales, por su parte, aunque son una fuente importante de 

nitritos y nitratos tienen sin embargo numerosas substancias que 

Pueden inhibir la reacción del nitrito con las aminas y amidas. 

Otra fuente importante de nitr•it.os y nitratos la constituye el 

agua. 	Asi, se ha relacionado una incidencia alta de cáncer en 

lugares en donde el contenido de estos iones es muy alto como 

en 	China 	y. Colombia (Bernard et al 1982, Cuello et al. 

1976, Yang 1980). 
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3.4.2 FUENTES DE COMPUESTOS NITROSABLES  

Los alimentos, medicamentos y pesticidas son las principales 

fuentes de aporte de compuestos nitrogenados que pueden ser 

nitrosados (tabla IV). Los alimentos, en particular, constitu-

yen una fuente importante y probablemente la más conocida de 

precursores de compuestos N-nitroso. Así por ejemplo, en pesca-

dos se han detectado aminas volátiles, mientras que en el jamón 

se ha encontrado M-propilamina e isopropil-amina en carnes, como 

la de puerco contienen aminoácidos libres nitrosables como 

prolina, tirosina alanina. ácido glutámico, ácido aspártico y 

cisteina, N-metil glicina e hidroxiprolina 	Aunque los 

aminoácidos esenciales pueden ser nitrosados,, no existen 

evidencias de que puedan ser carcinogénicos (Lakritz •t al. 

1978). 	La creatinina presente en pescados secos y jamón asado 

ha sido identificada como un precursor de la metilurea. Este 

compuesto se forma a partir de un intermediario de la 

nitrosometilurea (Mirvish y Cairnes 1981). En los cereales como 

avena, maíz y arroz se han identificado pollaminas como 

cadaverína, espermina y putrefaccina (Maja 1978). 

Otra fuente importante de exposición a precursores de los 

compuestos N-nitroso la constituyen los pesticidas entre los 

cuales se encuentran compuestos nitrosables que dan lugar a la 

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

bisdialquil tiocarbamil disulfato (Mirvish 1975). 
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DIALQUILAMINA 

DIARILAMINA 

ALCARILAMINA 

COMPUESTO 

TABLA 1V COMPUESTOS NITROGENADOS QUE PUEDEN DAR LUGAR A 

LA GORMACION DE DERIVADOS N-NITROSO, 

FORMULA 	 REFERENCIA 

AMINA TERCIARIA 
HETEROCICLICA 

WALQUILUREAS 

ft-ALQUILCARBA-
MATOS 

N-ALQUILAMIDA 

AMINA TERCIARIA 

ALIFATICA 

AMINA SECUNDARIA 
HETEROCICLICA 

WHIDROXILAMI-
NAS 

HIDRAZINAS 

H 
1 

R¥N - 

71, 155 

NH2 
0= C 

0-R 
	 152, 159 

0=C .° 
NH-R 

*% 0-R 

C -NH2 

N -R 

OH N 

H 
R.- N - N112 

152 

152 

196 

152 

R -N -C) 

FI 

R-N-R" 
1 

N 
Ii 

N 

44, 51 

44 

151 

71 

117 154 
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TABLA 1V. COMPUESTOS NITROGENADOS QUE PUEDEN DAR LUGAR A 

LA FORMACION DE DERIVADOS N-NITROSOe (continúal 

COMPUESTO FORMULA 	 REFERENCIA 
111111.1••=«. 

  

  

HIDRAZONAS 	 N-CM:N-N% 	 152 

GUANIDINAS 	 R- 152 

0 
N% 

CIANAMIDAS 	 R—NHC— NH N' 	 152 
 

OLIGOAMINAS 	 R-N-R R 
II 	,R 	 167 

NH 	NH 
INDOLES 1.74, 175 

.0 A 
DERIVADOS DE [¥¥C N — RCOON  

A 
PROLINA 	

113 
 4 

R-ALQUILTIOUREAS RIN 
1 
C.

,N—N 

%"' N —A 

64 

BIS-DIALQUIL TIO-

CARBAMIL DISULFUROe 

e R, II 

N — C- 5i.$.—C—N, 

HIDROXICIALQUILUREASe 0.—Cj'II—RON 
1 51H 	ft 
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Diversos medicamentos que se emplean frecuentemente han sido de-

tectados como una fuente de precursores de compuestos N-nitroso 

(tabla V). La administración de estos medicamentos junto con ni-

trito de sodio ha logrado en muchos casos inducir cáncer en los 

animales de laboratorio corno 	es el caso de la piperazina, 

oxitetracilina, cimetidina y otros. El riesgo que representa la 

nitrosación de medicamentos como agente etiológico en el cáncer 

del humano no ha sido hasta ahora evaluado debido a la compleji-

dad de factores que afectan las reacciones lin vivo, además en la 

práctica debe considerarse que estos fármacos se administran sólo 

por-  periodos cortos 	(Lijinsky 1980, 1982, Schmall y Habs 1980, 

Schneider et al. 1977). 

La exposición a compuestos nitrosables no solo puede provenir de 

fuentes exógenas corno los alimentos, medicamentos y pesticidas, 

sino que se ha demostrado que durante el metabolismo de algunos 

compuestos se producen aminas secundarias conocidas como precur-

sores de compuestos M-nitroso. Por ejemplo, en el metabolismo de 

las lecitinas se produce colina, 	que a su vez puede ser 

descarboxilada para forMar dimetilamina. La flora del intestino 

.tiene• un papel muy Importante en la producción de aminas 

ruitrosables, las bacterias pueden generar piperidina y 

pirrolidina a partir de ornitina, cadaverina a partir-  de la 

descarboxilación de la lisina. 	-No se conoce en que medida la 

formación de aminas secundarias dentro del organismo, contribuye 

a la generación endógena de compuestos N-nitroso ni se conoce su 

repercusión sobre la salud (Johonson 1977). 
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3.4.3 FUENTES EWGENAS DE COMPUESTOS N-NITROSO 

Los compuestos carcinogénicos N-nitroso se han detectado en 

diferentes fuentes a las cuales el hombre está e:puesto. 

Posiblemente la más importante la constituyen los alimentos Y 

las bebidas. Entre los alimentos en donde se han encontrado con 

mayor frecuencia se encuentran los embutidos, algunos quesos. 

leche descremada en polvo, pescado, cerveza, whisky y algunas 

bebidas alcohólicas del este de Africa (Commoner et al. 1978, 

De Serres et al. 1986, Lijinsky 1983, Scanlan 1983, Sen et al. 

1979, Sujimura 1978). 

Los, productos preservados son una fuente muy importante de 

nitrosaminas y de sus precursores ya que durante su manufactura 

son tratados con nitrito de sodio. Existen diferentes trabajos 

en los que se ha reportado la presencia de N-nitrosopirrolidinal  

N-nitrosodimetilamina y N-nitrosopiperidina en carnes y tocinos 

variando las concentraciones desde 0.025 hasta 0.55 ug/Kg Ulaker 

et al. 1986 Filder 1975, Fine et al. 1982, Poirier et al. 1987, 

Sugimura y Sitto 1983). 

Los compuestos mutagénicos que se han encontrado en alimentos 

pueden formarse durante los procedimientos de cocción, 

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

almacenamiento de los productos. Existen evidencias de que las 

reacciones de nitrosacíón pueden ocurrir dentro de la matriz 
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lipiria de las carnes mediante un mecanismo de reacción de 

radicales 1 ibres, más que por una reacción ióruca corno sucede en 

medio acuoso 	(Coleman 1978, Bharuka et al. 1979). En cuanto a 

los pescados, debido a su alto contenido de aminas nitrosables 

corno dimetil y trimetilamina han sido objeto de numerosos 

estudios. 	Sin embargo, se han detectado niveles muy bajos en el 

contenido de N-nitosodimetilamina y solo en pocas de las 

muestras estudiadas, debido posiblemente a que este compuesto es 

volátil y se pierde en el mismo proceso de cocción. Por otro 

lado se ha reportado que la concentración de nitroso 

dimetilamina puede ser cuatro veces mayor en pescados horneados 

en horno de gas con respecto a los que se han horneado en un 

aparato eléctrico, debido posiblemente a que durane la cocción 

en gas se producen óxidos de nitrógeno que reaccionan con las 

aminas (Fine 1982, Matsy et al. 1980, Pariza et al. 1983). 

Además de las carnes y pescados se ha reportado que los 

productos lácteos como quesos y leche en polvo descremada pueden 

contener compuestos N1--nitroso como la N-nitrosodietilamina. En 

algunos lugares de Europa se aNade nitrato a los quesos para 

prevenir el crecimiento de especies de plestridium. Al reducirse 

este nitrato se produce nitrito que puede dar lugar a la 

formación de compuestos N-nitroso, habiéndose detectado 

nitrosaminas en quesos, leches y mantequillas de dichos paises 

(Fine 1982, Gough et al. 1978¡ Graso et al. 1979). 
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Los compuestos W-nitroso se han detectado también en algunos de 

los aditivos y saborizantes de alimentos como la salsa de soya y 

la pimienta blanca o negra. Asi, el uso de estos saborizantes 

en alimentos curados con nitratos y nitritos representa una 

fuente adicional de exposición a compuestos N-nitroso (Osawa et 

al. 1981, Sujimura y Sato 1983). 

Las Principales fuentes de exposición de Nitrosaminas 

nitrosamidas en bebidas lo representan las bebidas fermentadas. 

En la República Federal Alemana se detectaron nitrosaminas en el 

70% de las muestras comerciales, otras de estas bebidas en donde 

se han encontrado nitrosaminas son el whisky, las bebidas 

alcohólicas del Africa y el ron 	(Fine 1982, Scanlan et al. 

1980, Spiegelhalder et al. 1979). 

Si bien los alimentos y bebidas representan la forma de 

exposición a nitrosaminas y nitrosamidas más importante y más 

frecuente en la población en general, cualitativamente no es la 

más significativa. 	La exposición ocupacional a nitrosaminas, 

aunque restringida a una parte de la población es importante 

debido a las altas concentraciones que estos compuestos pueden 

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

por ejemplo, la N-nitroso-difenilamina se emplea como un 

retardante de la vulcanización, este compuesto a su vez puede 

intervenir en reacciones de transnitrosacion dandó lugar a la 

formación de varios compuestos carcinogénicos N-nitroso. En 
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este 	tipo de fábricas se ha detectado en el ambiente la 

presencia de nitrosodifenilamina. nitrosodimetilamina Y 

nitrosomorfolina. 	También en la industria del curtido se han 

detectado niveles altos de nitrosaminas y en industrias químicas 

en donde se trabaja con aminas (Fine 1982). 

El tabaco, que se ha identificado como uno de los principales 

factores etiólógicos del cáncer en el humano es una de las 

principales - fuentes 	de exposición exógena de nitrosaminas 

volátiles en los fumadores activos y pasivos. Recientemente se 

han detectado M-nitrosomorfolina y M-nitrosodietálamina en 11:.1, 

concentrados de los tabacos. 	La cantidad formada de 

nitrosaminas depende del cdntenido de nitrito en el tabaccG Se 

ha reportado que el incremento del nitrito desde un 0.5% hasta 

un 1.0% de 1960 hasta 1980 ha incrementado el potencial 

carcinogénico del tabaco debido a la formación de derivados 

M-nitroso 	de 	la 	nicotina 	y de la • nornicotina. 	Estas 

nitrosaminas especifitas del -tabaco pueden formarse durante la 

práctica de fumar o de mascar tabaco y se ha puesto en evidencia 

que son carcinogénicas en animales de laboratorio (Hoffman y 

Manis 1981, Hoffman et al. 1982). 

2 
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TABLA V 

MEDICAMENTOS DETECTADOS COMO PRECURSORES DE LA 
FORMACION ENDOGENA DE COMPUESTOS N-NITROSO 

FARMACO ACTIVIDAD REFERENCIA 

FENILMETRAZINA ANOREXIGENO 130 

MORFOLINA ANESTESICO 124 

PIPERAZINA ANTIPARASITARIO 124 

AMINOPIRINA ANALGESICO 127, 131 

CLORFENILAMINA ANTIHISTAMINICO 124 

CICLIZINA ENFERMEDAD MOTORA 124 

DEXTROPROPDXIFENO TRANQUILIZANTE 124 

HEXAHIDROAZIFENIL- AGENTE ANTIHISTAMINICO 124 
NITROPIOFENO 

HYCANTONA ANTIESQUISTOSOMIASIS 124 

LUCATONA ANTIESQUISTOSOMIASIS 124 

METADONA NARCOTICO 124 

METAPIRILENO ANITIHISTAMINICO 124 

NIQUETAMIDA ESTIMULANTE 132 

OXITETRACICLINA ANTIBIOTICO 131 

QUINACRINA ANTIMALARIA 124 

TOLAZAMIDA HIPOGLUCEMIA 130, 131 

ANTIPIRINA ANALGESICO 132 

HIDROCLORATO DE 
PROPANOLOL 

BLOQUEADOR BETA 
ADRENERGICO 

43, 195 

HIDROCLOROTIAZIDA ANTIHISTAMINICO 13 

DIFENILHIDRAMINA ANTIHISTAMINICO 1:3 
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TABLA y 

MEDICAMENTO 	 USO TERAPELITICO 	 REFERENCIA 

METAFENILENO 	ANTIHISTAMINICO 	 13 

N-OXIDO DE DIMETIL EMULSIFICANTE 	 13 
DODEC I LAMINA 

CIMETIDINA 	 ANTIULCEROSO 	 202 
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4. PROPIEDADES MUTAGENICAS DE COMPUESTOS a-NITROSO 

4.1 MECANISMOS DE MUTAGENESIS DE COMPUESTOS 1N-NITROSO 

Las nitrosaminas y nitrosemides difieren en lo que respecte a su 

actividad mutagánica. 	Existe información abundante seinalando 

que. por lo general, las nitrosaminas son pro-mutágenos que 

requieren ser activados metabólicamente para inducir 

mutaciones. 	De ahí que, en sistemas biológicos carentes de las 

enzimas encargadas de su biotransformación se requiera acoplar,  

homogenados de tejidoi que contengan dichas enzimas (por lo 

general hígado de rata). Por el contrario en pruebas in vivo en 

roedores e insectos. son activados endógenamente (Colo •t al. 

1981. 1962; Pr•ussman y Stewart. 19641. 

Las nitrosemidas por el contrario son compuestos químicamente 

activos y pueden ser detectados prácticamente en cualquier 

sistema de prueba sin necesidad de ser biotransformades 

(Lijinsky y Andrews 1979, Montesano .1973, Neal• 1976, Shank 

19751. 

La actividad mutagánice de los compuestos N-nitroso se debe 

especialmente a su capacidad de alquilar el ADN. 	Las 

principales alquilaciones inducidas por estos compuestos ocurren 

en los átomos de nitrógeno de las posiciones 3, 6 y 7 de la 

guanina, las posiciones 1, 3 y 7 de la adenina, la posición 3 de 
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la timidina, así coro en los grupos 

Stewart 1984, Shank 1975). 

fosfatos (Preussman y 

Mediante técnicas de 

la metilación en la 

incorporación errónea 

transcripción in vitro se ha detectado que 

posición 7 de la guanina no induce la 

de bases por la ADN polimerasa. pero la 

3-meti1-citocina o la 3-etil-citocina dan lugar e una 

substitución de bases. La alquilación en *l átomo de oxigeno de 

la posición 6 de la guanina no sólo altera el apareamiento 

correcto de las bases sino que ademé; altera la estabilidad y 

por consecuencia las propiedades fisicoquimicas de la doble 

hélice. 	La alquilación del oxigeno 6 de la guanina se ha 

comprobado que es uno de los mecanismos de inducción de 

mutaciones in vitro. específicos de los compuestos tí-nitroso. En 

efecto, cuando un Polinuclebtido de poli (dGdC) se trató con 

nitrosometilurea y se empleó posteriormente en estudios de 

transcripción in vitr9 no se pudo detectar la incorporación de 

dAMP. 	Dicho efecto no pudo ser demostrado al utilizarse otros 

agentes alquilantes que no eran derivados de los compuestos 

Wnitroso. 	Posteriormente se demottró la persistencia de la 0 

Met; en el ADN después del tratamiento con Wnitrosometilurea. 

Wnitrosoetil-urea o N-nitrosodimetilamina 	(Abbot y Saffhit 

1979. 6oth y Rajewsky 1974. Kleíhues y Margison 1974), Preussman 

y Stewart 1964). 

Las 	alquilaciones en la adenina y timidina producidas por 
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compuestos Wetil-nitrosos y 1-metil-nitrosos también pueden ser 

traducidas en substituciones de bases; Gutterplan y Chau-Hu 

(1934). demostraron que la actividad mutagénica de 

N-nitrosoetilurea y M-nitroso-metilurea. asi como la 

Wnitrosopirrolidina es efecto de la formación de aductos tanto 

en el par GC corno en el par de bases AT. 



4.2 MUTAGENICIDAD DE NITROSAMINAS 

Empleando la cepa de Escherichia  coli  WU3610, Elespuru y 

Lijinsky (1976) detectaron la actividad mutagénica de siete 

nitrosaminas cíclicas después de ser biotransformadas. Sin 

embargo, estos autores no reportan haber encontrado una buena 

correlación entre los datos de carcinogenicidad y mutagenicidad 

de las nitrosaminas cíclicas. 	Posteriormente Araky et al., 

(1984) manifestaron que el empleo de cepas de gscherichia 	 

(WP2) es más sensible para detectar el efecto da 

N-nitrosodialquilaminas y alquilarilnitrosaminas que para las 

nitrosaminas cíclicas. 	Por su parte, el sistema de cepas de 

kaleenalla tvPhimuriYM 	parece ser más sensible para la 

detección del efecto mutagénico de éstas 41timas. 

La capacidad mutagénica de diferentes grupos de nitrosaminas con 

diferentes estructuras químicas se ha podido valorar en varios 

estudios empleando el sistema de cepas de Salmonella twPhimuriurv  

descrito por Ames en 1973. 	Dada la capacidad alquilante de 

estos compuestos y la consecuente generación de substituciones 

de bases las cepas TA1535 y TA100 de 	tyPhimurium 

susceptibles de ser revertidas por dicho mecanismo, son las más 

sensibles para detectar la actividad de las nitrosaminas. 

Las nitrosaminas alifáticas, por ejemplo, aunque son más activas 

en el sistema de cipos de gscherichia cosi,, también se ha visto 
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que pueden inducir mutaciones en la cepa de Salmonella TA1535 

especialmente empleando el método de preincubación de la 

bacteria en presencia del compuesto y la fracción 69 del hígado 

de rata (Araky et al. 1984, Rao et al. 1979a). El empleo de la 

cepa TA1535 en el estudio de 16 nitrosaminas alifáticas 

asimétricas también confirmó que son mutagénicas, aunque en el 

caso de las nitrosaminas alifáticas simétricas la correlación 

entre mutagenicidad y carcinogenicidad no fué tan buena. 

La capacidad mutagénica de las Wnitrosopiperidinas puede ser 

bloqueada si se encuentran grupos metilos en la posición alfa 

con respecto al enlace (-N-N00). Por el contrario, la 

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

incrementa su efecto mutagénico, encontrándose que la 3, 4 

bromonitroso piperidina actea como un mutágeno directo en la 

cepa de 801monell. tvphimurium TA1535 (Rao et al. 1977b, Zeiger 

y éheldom 1978a). 

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

PiPeridina, también inducen mutaciones por substitución de bases 

en las cepas de. 22. tvPhimurium, pero en este caso se observa que 

las metilaciones de las posiciones 2 y 6 de la 1-4 

dinitrosopiperazina no inhiben la actividad mutagénica del 

compuesto (Rao et al. 1978, Zeiger y Sheldon 197$b). 

Otro de los factores que influyen en la mutagenicidad de las 
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nitrosaminas cíclicas es el tamaPio del anillo, habiéndose 

determinado que las nitrosaminas de 6, 7 y 8 carbonos presentan 

mayor potencia mutagénica que las de menor número de carbonos. 

No obstante, la actividad de la M-nitrosoazetidina, 

N-nitrosopirrolidina y N-nitrosopiperidina puede detectarse 

fácilmente empleando el método normalizado de mutagenicidad 

descrito por Ames 11973), y McCann et al. (1975), mientras que, 

la 	nitrosohexametilenamina, 	nitrosoheptametilenamina, 

nitrosooctametilenamina, y nitrosododecametilenamine, solo 

pueden evaluarse mediante una modificación de la técnica; 

incubando la cepa con homogenado de hígado de rata previamente 

tratada con fenobarbital (Rao et al. 1979a). 

Los derivados N--nitroso de la anilina, por su parte, son capaces 

de inducir mutaciones por substitución de bases esencialmente en 

la cepa TAD» de 22., 1whimurium (c.f. 4.1). La presencia de 

substituyentes en la posición del anillo varia la estequiometria 

y la configuración electrónica del compuesto incrementando 

también su potencia mutagénica (Jimo 1984). 

Aunque en la mayoría de los casos los compuestos N-nitroso sólo 

inducen mutaciones por substitución de bases, existen en la 

literatura reportes sobre algunos de estor compuestos con 

estructuras especificas que pueden actuar también por un 

mecanismo de corrimiento de bases. Es asi que Murphay y Corb 

(1983) 	demostraron que a partir de las oligoaminas se obtienen 
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derivados NHnitroso que en su mayoría solo acta an por el 

mecanismo de substitución de bases. Sin embargo, se encontró 

que un radical N-butilo o 'N-propano adyacente a un grupo 

N-nitroso secundario puede dar al compuesto la capacidad de 

inducir mutaciones por corrimiento. 

La mayor parte de los derivados N-nitrosados del indol y 

compuestos relacionados con triptofano y beta-carabinol 

indujeron mutaciones por substitución de bases en S. tyPhimuriüm  

a excepción de los productos de nitrosación del 1-metil-indol o 

del indo1-5-piruvato 	(Ohiai et al. 1981). 	Otro grupo de 

compuestos N-nitroso que pueden actuar por los dos mecanismos de 

mutagénesis. substitución o corrimiento de bases, lo constituyen 

los derivados Wnitroso-metil-benzil-amina ya que éstos no solo 

se comportan como agentes alquilantes sino que también pueden 

ser agentes benzilantes. 	Este grupo de compuestos, además es 

capaz de inducir lisogenia del fago lambda en Escherichia coli  

(Wiessler et al. 1983). 
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4.3 MUTAGENICIDAD DE NITROSAMIDAS 

Las nitrosamidas a diferencia de las nitrosaminas se comportan 

como ya se ha mencionado, como mutágenos y carcinógenos 

directos. 	Dentro de este grupo de compuestos son de gran 

interés los derivados N-nitroso de ureas y guanidinas que por 

sus propiedades citostáticas se han empleado como drogas 

anticarcinogénicas. 	La nitrosometil-urea y la 1-3-bis-cloro- 

etilurea se han utilizado, por ejemplo, en el tratamiento de la 

leucemia, enfermedad de Hodgkins, linfomas y carcinomas de 

células bronquiales. 	Estos agentes se comportan como alqui 

lentes y pueden también producir entrecruzamientos. (Preussman 

Stewart 1984). 

La actividad mutagénica de este tipo de alquilantes puede ser 

detectada en cepas de Q,  typhim4riym his- sensibles de ser 

revertidas mediante un mecanismo por substitución de bases. 

Incrementando su potencia mutagénica con el tomarlo del 

substituyente n-alquilo (Lijinsky y Andrews 1979). 

El empleo de cepas de Ly coii  Arg- ha sido también muy efectivo 

Para mostrar la capacidad mutagénica de varias nitrosoureas como 

las N-alquil, Whidroxialquil, N-aloalquil y N-carboxialquil 

nitrosoureas, 	tanto en cepas eficientes como deficientes en el 

sistema de reparación por escisión. La actividad mutagénica en 

las cepas con un mecanismo de reparación intacto en una serie de 
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N-alquil-nitroso-ureas incrementó al aumentar el tamaño de la 

cadena, mostrando además la dependencia del sistema de 

reparación para manifestar su actividad mutaagénica. 	Al 

estudiar una serie de M-hidr•oxialquil-nitroso-oreas se 

obtuvieron resultados similares que con las alquil-nitroso- 

ureas. 	Por otro lado, la presencia de grupos hidroxi (-OH), 

halogenuros, carboxi (COOH) y carboximetilo (COOCH0, ensMilimwribm 

la potencia mutagánica de las nitrosoureas en cepas deficientes 

en el sistema de reparación (Hakura et al. 1985, Kahda et al. 

1987). 
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4.4 MECANISMOS DE ACTIVACION DE NITROSAMINAS 

Ya se mencionó que la capacidad carcinogénica de las 

nitrosaminas, asá como su efecto mut.agér,ico solo se presentan si 

éstas son activadas se ha postulado, que el efecto de uno de 

estos compuestos sobre un órgano específico está determinado en 

parte por la capacidad de ese tejido para activarlo o 

eliminarlo, así como por su capacidad de corregir el dallo 

inducido al ADN. También se ha postulado que la sensibilidad de 

una especie a un carcinógeno determinado puede estar relacionada 

con la capacidad de dicha especie para poder activar al 

compuesto. 

Se sabe que las N-alquilnitrosamtnas son activadas por un 

mecanismo de oxidación mediante el sistema de monooxigenasas 

dependiente del citocromo P-450, el cual puede ser inducido por 

etanol, acetona y compuestos clorinados. La activación de las 

dialquilnitrosaminas ocurre mediante un mecanismo de 

alfa-C-hidroxilacióni  con la formación de un compuesto carbonilo 

(aldehido o tetona) y un ión dialquildiazonio. La activación 

mediante este Mecanismo puede ser inhibida en una atmósfera de 

bajo contenido de oxigeno producida por una atmósfera de CO o 

N 	o por la presencia de citocromo C, que interrumpe la cadena 

oxidativa o por la carencia del 	cofact.or NADP+. La enzima 

responsable de la activación y metabolismo de la 

Wnitrosodimetilamina 	es la h-nitroso-dimetilamina-demetilasa, 
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(0 MeG) del ADN del pulmón de la rata (Blensky et. al. 1987. 

Razzauk et. al. 19802. 

Con el fin de establecer una relación órgano-especie, en cuanto 

a activación metabólica se refiere, se han realizado numerosos 

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 difícil lograr una correlación adecuada entre los 

resultados de estudios de carcinogénesis con las pruebas 

mutagénesis acopladas a la activación metabólica In vitro.  En 

efecto, Longo et al. (1986) demostraron mediante la determina 

clón acetaldehido, 	que la dietilnitrosamina , que es un 

carcinógeno para el tejido nasal del hamster, pero no de la 

rata, es metabolizado con mayor eficacia por los tejidos del 

hamster. 	Así mismo se encontró que compuestos hepatocarcinógs 

nos como dietilnitrosamina y dgmetilnitrosamina requieren ser 

activados por tejido hepático íntegro o con la fracción 89 de 

hígado de ratas no inducidas para poder inducir mutaciones por 

substitución de bases en Q tvphimurium TA1535. En el caso de 

la Wnitroso-metil-benzil-amina y N-nitroso-hidroxibutil-amina 

que son carcinógenos de esófago y vejiga no se logró activarlas 

con el tejido de hígado de rata sin inducción (Rummen y Pool 

19842. 	Otros estudios reportan que las nitrosaminas cíclicas 

pueden ser activadas por tejidos de nariz, pulmón, e hígado de 

conejo, así como con el tejido nasal de la rata sin encontrarse 
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MODELO DEL METABOLISMO DE NITROSAMINAS ALIFATICAS 
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ntnguna relación órgano especifica; como tampoco se encontró 

esta relación en el caso de las propil nitrosaminas, las cuales 

non activadas indistintamente con tejidos de rata, ratón o 

harnster para producir mutaciones en S. typhimurium o en células 

de mamífero V-79 (Dahl 1975, Mori et al. 1986, Siriani y Huang 

1987). 

Las diferencias en el metabolismo de drogas en distintas 

especies pueden deberse en gran parte a la diversidad de enzimas 

que intervienen en las vías metabólicas. Así, por ejemplo, se 

ha reportado que la N-nitrosopropil amina no es activada por 

tejidos de animales inducidos con 3-metilcolantreno, pero si con 

fenobarbital. 	La N-nitrosometilamina, por su parte, solo es 

activada con células hepáticas previamente inducidas con Aroclor 

(Anderson et al. 1985, Mori et al. 1985b). Se ha descubierto 

mediante el uso de anticuerpos monoclonales, que los citrocromos 

P-450 inducidos en el ratón con etanol o con acetona no son 

inmunológicamente idénticos (Ko et al. 1987). 

El metabolismo de las nitrosaminas tanto en pruebas in y¡tro 

como In vivq se•ve afectado por muchos otros factores, además de 

la gran diversidad de enzimas. 	Tal es lo que sucede con las 

sales biliares, especialmente el ácido litocólico, que 

incrementan la actividad de mutágenos directos corno la N-metil- 

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

Parte, 	Pueden incrementar el riesgo de exposición a 
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carcinógenos 	(Rc'gers 19E3, Willpart y Roberfroid 1986). 

Mientras que los iones de cadmio aumentan la potencia mutagénica 

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

reparación por escisión: 	observándose dicho efecto 

especialmente en cepas de 	 typhimurium (Uvr+), 

independientemente de que porten el sistema de reparación 

propenso a error S.Q.S. 

En los estudios de metabolismo In vitro se ha encontrado que 

algunos de los disolventes frecuentemente usados como el 

dimetilsulfóxido. forman una interfase con el medio acuoso 

impidiendo asi la activación metabólica de los compuestos 

a--nitroso, especialmente en el caso de las dialquilnitrosaminas 

(Morí et al. 1935). Un método de que se ha reportado como muy 

eficaz para el estudio de nitrosaminas.• en particular a bajas 

dosis. es el ensayo via el hospedero. Con este ensayo se ha 

obtenido mejor correlación de los datos de mutagenicidad y 

carcinogenenicidad de las alquilnitrosaminas que con los métodos 

de activación je vitro medaante el uso de hepatocitos u 

homogenados de hígado de rata y de la cepa de le  tyPhimurikim 

TA1535 (Keerlan et al. 1993f. 



5. METODOS DE ESTUDIO PARA LA VALORACION DEL RIESGO DE 

EXPOSICION A COMPUESTOS N-NITROSOS 

5.1 SISTEMAS DE PRUEBAS PARA DETECTAR MUTAGENOS Y CARCINOGENOS 

Más de veinte alnos de experimentación han permitido 

identificar 	que una 	gran mayoría de los compuestos 

carcinógenicos en bioensayos animales o que se han identificado 

como carcinógenos para el humano gracias a diferentes 

investigaciones epideniológicas. son capaces de inducir 

mutaciones. Estos compuestos se encuentran distribuidos en la 

-„,naturaleza ya sea en ambientes ocupacionales, como agentes 

terapéuticos, en el humo de tabaco y de los motores de 

combustion, asi como en los alimentos. (Ames 1983) 

La determinación de la mutagenicidad de Muestras de agua, aire, 

componentes de los alimentos, medicamentos, emisiones de la coa 

bustión de energéticos constituye hoy en día una herramienta 

4til para identificar situaciones peligrosas para el ser humano 

y desarrollar medios de control o prevención de riesgos. De ahí 

que las pruebas de mutagénesis de corta duración sean 

consideradas como una exalente opción en el area de monitoreo 

ambiental. 	Estas pruebas, a diferencia de los bioensayos 

animales son más rapidas y poseen una alta sensibilidad que las 

hace costo-efectivas. Además miden efectos biológicos que son 

relevantes para la salud humana y en algunos casos pueden 
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detectar actividad mutagénica a concentraciones por debajo de 

las que pueden detectarse los eompuestos responsables por 

métodos químicos anal iticos. 

En la actualidad se cuenta con diferentes tipos de pruebas con 

capacidad para detectar diversos dallos al ADN. Entre ellas se 

encuentran pruebas cuyo propósito es valorar alteraciones gené-

ticas relevantes para la carcinogénesis humana como son 

aberraciones cromodómicas numéricas y estructurales. Entre estas 

pruebas se puede citar el análisis cromosómico de células de 

mamífero en cultivo o la dererminación de micronOcleos e 

intercambio de cromatidas hermanas inducidas in vtu  en médula 

oses o sangre de roedores . Estas pruebas son de una gran 

capacidad predictiva de riesgo ya que se ha visto que tienen una 

gran sensibilidad,( apacidad para detectar como positivos a 

agentes carcinogénicos) 	y una gran especificidad (capacidad 

para detectar como positivos a agentes no-carconogénicos). Sin 

embargo estas pruebas requieren del analisis microscópico de un 

gran numero de células y en algunos casos de reactivas costosos, 

como la bromodeoxiuridina empleada en el estudio de intercambio 

de cromatidas hermanas, por lo cual son más caras que las 

Pruebas realizadas en sisstemas bacterianos. (Brusick 1988, 

Brockmsn y De MWrini 1988). 

El empleo de las pruebas bacterianas tiene la ventaja sobre las 

pruebas de mamiferos, 'no solo de reducir costos, sino que por la 

rapidez con que se obtienen los resultados permiten reducir el 

tiempo de estudios de tamizado de compuestos mutagénicos y 
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carcinogénicos. Por otro lado, con el empleo de algunos de los 

sistemas bacaterianos se puede tener un conocimiento más 

predictivo del tipo de dallo genetico que están produciendo los 

compuestos, facilitandose también el estudio de su metabolismo Y 

farmacocinética. 

Entre los sistemas de pruebas bacterianos más frecuentemente 

usados se cuenta con el sistema de pacilus subtilis RecA-/RecA+ 

que solo detectan dallo genoletal Y no mutaciones puntuales. En 

cuanto a su sensitividas y especificidad el primero de estos 

sistemas no es aun bien conocido. En cuanto al sistema de 

Qat, se conoce que tiene una alta especificidad y baja 

sensibilidad. Por otro lado, el sistema de cepas de Salmonella  

tmEhimurium His- (ensayo de Ames), es sin duda el mejor 

conocido. Debido a su alto valor predictivo se le ha considerado 

como un exelente recurso para detectar carcinógenos electrofíli-

cos. Por otro lado, como se describe a continuación este sistema 

posee un amplia gama de opciones para poder detectar diferentes 

mecanismos de acción de los agentes potencialmente 

carcinogánicos. (Asshby y Tennant 1988 ). 
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5.1.1 SISTEMA DE CEPAS DE Salmonella typhimurium DE AMES 

El sistema de Solmonolla  twhimurium introducido por Ames et al 

(1973) cuenta con diferentes cepas His- que Pueden ser 

revertidas a su fenotipo original por la acción de un gran 

~mero de compuestos mutagénicos y carcinogenicos que actuare 

por diferentes mecanismos 

A partir de la cepa silvestre de Q typhimutium LT-2 se 

construyeron las cepas, TA1537 (hisC3076  uvre),  que contiene 

la inserción de una citocina en el gen hisQ, mietrras que la 

cepa TA1538 (hisD9052, uvra ) que presenta la deleción de un par 

GC en el gen fLs1, y la cepa bilD30018 contiene por su parte una 

citocina adicional en el gen hisp. Estas cepas pueden por lo 

tanto ser revertidas al fenotipo orininal His+ por compuestos 

capaces de inducir mutaciones por corrimiento de formato.. 

Otro grupo de cepas de este sistema son las que en el codos 96 

del gen de hált140 tienen un triplete GGG que codifica para la 

síntesis de prolina en lugar de un triplete GAG que codifica 

para 	la 	síntesis de leucina en la cepa silvestre da 1. 

tyPhtmurium LT2. Estas cepas solo pueden ser revertidas por 

mutágenos que actúan a un nivel de substitución en el par G/C. 

como es el caso de l'a cepa TA1535. Mientras que las cepas con 

una mutación sin sentido en el colon 207 del gen de histidina. 

hisG44 como las cepas UK814 y TA102 pueden ser revertidas por 
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transiciones AT 	TA (Barnes et al. 1984, Guttemplan y Hu 

1984, 	Hartrnan et al. 1934). Las cepas hisG46 presentan mayor 

estabilidad en su genotipo que las cepas hisG428, por lo cual se 

han utilizado con mayor frecuencia para hacer un tamizado de 

compuestos N-nitroso, que son capaces de introducir al ADN 

dallosque se traducen en. mutaciones por substitución de bases.. 

los cuales ya se han descrito en la sección (4.1.). 

Inicialmente las cepas de 	tvphimuriuni dsarrolladas por Ames 

no eran capaces de detectar el efecto mutagénico de varios 

compuestos carcinogénicos tales como derivados clorinados del 

benceno, aflatoxinas, benzo-(a)-pireno entre otros. Sin embargo 

este sistema fué mejorado mediante la introducción de un 

plásmido, pKm101 que contiene los genes umup  Y 	umve que 

Promueven el mecanismo de reparación propenso a error (Macean 

et al. 1975, Maron y Ames 1983, Hartman et al. 1986). Asi el 

sistema de Ames cuenta ahora con las cepas TA98 (hisD3052 

Pl(m101),con mayor capacidad para detectar mutagénos que act4an 

por corrimiento de bases que su cepa homóloga TA1538 (hisD3052). 

De 	igual forma la cepa 	TATÚO (bis 94P pKm101), fuá obtenida al 

introducir el plásmido pKm101 en la cepa TA1535 (hísG41), 

dándole mayor sensibilidad para detectar compuestos capaces de 

inducir mutaciones por substitución de bases en el par G/C del 

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

cepas con una alta capacidad para detectar transiciones A/T 

corno es el caso de la cepa TA102 (hisG8976, pKm101 con una 

mutación big0428 en el plásmido pAq1). Sin embarg000, las cepas 

que contienen el Oil mido pKM101 por tener un mayor numero te 
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k;optas 	de lcis genes de.. 	 ceparbkj-wh 	1.,openso a 

er,c1r. presentan una frecueencia de mutación úsPontane mas alta 

que las cepas .:arentes del mismo. Con algunos COMPUeStOS corno 

las nitrosaminas, las cepas con el plásmido no responden dando 

lugar a una -  frecuencia de reversión más alta que las cepas sin 

plásmido. Por lo anterior se prefiere, en estos casos trabajar 

con éstas últimas ya que son de más fácil manejo y los 

resultados en ellas más claros. 

Las cepas del sistema de Ames más empleadas. TA1535, TA1537, 

TA1538. TA98, TA100 	y TA102 	al igual que la cepa UK814 

poseen además una delación del gen eta que las hace más 

sensibles al paso de los compuestos por carecer de una 

lipoproteina de la pared celular. Otra característica de estas 

cepas es una delación en el gen uvrp involucrado en el sistema 

de reparación por escisión la cual se ha introducido pararnejorar 

la eficiencia del sistema en la detección de compuestos capaces 

de datar el ADN. Ya que el 	sistema de reparación por 

escisión podría en gran parte eliminar el dallo inducido por esos 

compuestos 	(Gutterplan y Hu 1984, Maron y Ames, 1983, Nagao y 

Sujimura 1978). 

La principal desventaja que presenta el sistema de cepas de  8. 

typhimuriup es que no puede detectar numerosos compuestos mutagé- 

Micos que como el acetil-amino-fluoreno, colorantes azo, etilme-

tanosulfonato, ciclofo'sfamida y nitrosaminas requieren de ser 

previamente transformadas metabólicamente para manifestar su 

efecto mutagénico. 	Esta problema se ha resuelto mediante la 
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adición de la fracción S9 de hígado de rata previamente inducido 

con algún compuesto como aroclor o fenobarbital, según se habla 

descrito anteriormente. Se han empleado otros muchos métodos de 

activación in vitro  corno el uso de hepatocitos íntegros de 

hígado de roedor o la activación con diversos tejidos animales 

mejorando así el uso del sistema de cepas de S. t.yphimuriun  

(Felton y Merbert, Jorres 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 

(Anderson et al. 1984, MacPhee et al. 1984, McCoy et al. 1984). 

Si bien es muy difícil correlacionar los datos obtenidos en 

un sistema microbiano como éste con los resultados de los 

bioensayos animales de carcinogenicidad, este sistema ha sido 

útil para hacer un tamizado de compuestos potencialmente 

cancerígenos. 	Después del estudio de varios grupos de 

carcinógenos se ha aceptado que la prueba de Ames tiene una alta 

sensibilidad, ésto significa que cerca del 90% de los 

carcinógenos probados son mutagénicos y una alta especificidad 

ya que cerca del 87% de los compuestos no carcinogénicos 

probados no son mutagénicos 	(Pool 1980, Rinkus y Legator 

1979). 	La sensitividad y sensibilidad de los pruebas de Ames 

varían sin embargo entre los diferentes grupos de compuestos 

químicos estudiados. 	En e) caso de esteroides cíclicos y 

azo-naftoles, hidrazinas simétricas y tiocarbamilos, 

se ha notado que el sistema es muy «ices.. 



En el caso de las nitrosaminas se ha detectado que alrededor del 

86% da los compuestos con conocida carcinogenicidad pueden ser 

detectados por el sistema, empleando como método de activación 

la fracción hepática $9 de hígado de rata previamente inducido 

con aroclor. 	En cuanto a las nitrosoureas se ha observado que 

esta relación de compuestos mutagénicos y-carcinogénicos es más 

baja. Aunque en términos generales se ha seAalado que la 

relación entre mutagenicidad y carcinogenicidad es muy buena en 

el caso de los compuestos N--nitroso, no se ha observado una 

buena relación cuantitativa en cuanto a potencia mutagénica 

con este sistema, con respecto a la potencia 

carcinogénica conocida. Estas discrepancias se deben 

esencialmente a las diferencias metabólicas entre 	los 

distintos sistemas de activación in vitro  con respecto a lo que 

ocurre in vivo (Andrews et al. 1978, Andrews y Lijinsky 1980). 



5.1.2 SISTEMA DE CEPAS DE Salmonella typhimurium Uvr-/Uvr+. 

Las cepas convencionales del sistema de Ames, por poseer una 

deleción en el gen uvrE no son capaces de efectuar 

correctamente la reparación por escisión. En vista de que los 

sistemas de reparación son muy importantes en el proceso de 

iniciación de carcinogénesis, se han incorporado al ensayo de 

Ames cepas homólogas a las ya existentes pero en las cuales se 

conserva intacto el gen uvrp y el mecanismo de reparación por 

escisión exento de error funciona adecuadamente. Por lo tanto 

dichas capas solo son capaces de detectar el efecto de 

compuestos que producen en el ADN lesiones que no son 

correctamente reparadas. Entre las principales cepas de 

Salmonella 	tvPhimurium Uzr+ 	que se hen introducido al 

sistema de Ames estánN la TA1975 que al igual que la TA1535 

posee una mutación por susbstitución de baases en el codon 96 

del gen hisG46. la  cepa UTH814 posee la misma mutación por 

substitución de bases pero al igual que la TA100 contiene el 

plásmido pKM101. Entre las cepas UVR+ se tienen también cepas 

capaces de detectar compuestos que produzcan corrimiento de 

formato. La cepa TA1977 (hisC3052 contiene la misma delación 

en el gen hilk  que la cepa TA1538 pero carece de la deleción 

del gen uyrp. La cepa UTH1413 (MID30511), Pkm101, es al igual 

que la 	TA98,sencible a ser revertida por mutagénos que 

ocacionen corrimientos de bases, siempre y cuando, estos no 
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t. 

vean reparados correctamente. Finalmente se cuenta con cepas 

Uvref capaces de detectar mutágenos que induscan transiciones 

A/T como es el caso de la cepa TA2638 (hisQ428, PkM101) y la 

cepa U)(828 	i hisG42Q).(Harvey y colla 1986). A pesar de la 

dificultad de extrapolar los datos obtenidos en bacterias, se 

considera que si el dailo inducido por algún compuesto en el ADN 

de bacterias puede ser corregido, su riesgo es menor dado que 

en el humano existen mecanismos de reparación semejantes. 

Si se toma en cuenta la intervención de los mecanismos de 

reparación, puede clasificarse a los compuestos carcinogénicos 

en tres grupos( el primero de ellos lo constituyen aquellos 

compuestos cuyo efecto mutag4nico solo se observa cuando el 

sistema de reparación por escisión funciona adecuadamente, como 

es el caso de mitomicina C y algunas nitrosoureas. El segundo 

grupo está formado por compuestos que son activos tanto en 

cepas de SaJmonsllt  typhumagft Uvr- como Uvr+ en forma 

dependiente de la dosis como es el caso de la mercaptopurina y 

el último grupo lo constituyen los compuestos que corno la 

ciclofosfamida 	no causan ningún daño genotóxico en las cepas 

Uvr13+ aún a concentraciones altas. 	En base a esta 

clasificación se ha propuesto que los compuestos del primer 

grupo representan un riesgo mayor para la salud, mientras que 

aquellos del segundo y tercer grupo son un riesgo menor. No 

obstante debe considerarse que la ciclofosfamida debido a su 

efecto citostitico puede ser un carcinógeno para el humano 

(Inman et al. 1983, Matney et al. 1985). 
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ESTA TESIS lig DEBE 

SALIR DE LA bi¿LiüTECii 
El empleo de cepas con diferente capacidad de reparación tales 

como las del sistema S. tvPhimurium Uvr-/Uvr+ permite detectar 

también mutaciones letales cuya falta de reparación induce a 

la muerte celular, siempre y cuando se realicen en paralelo las 

Pruebas de sobrevida. Otros sistemas bacterianos que contienen 

cepas con diferente capacidad de reparación que han sido 

también útiles para detectar el daIo genotóxico de muchos 

compuestos son el de gscherichia poli pol A+/polA- y el 

	 subtiiis recA-/recA+ que miden dallo letal al ADN 

INagao et al. 1982, Noguti y Kada 1972). No obstante, el 

sistema de cepas de 	hophimurium Uvr-/Uvr+ ha sido hasta 

ahora el mejor normalizado al haberse estudiado con él más de 

20,000 compuestos. 



5.2 	EXCRECION URINARIA DE MUTAGENOS COMO UN METODO DE 

DETECCION DE POBLACIONES EXPUESTAS A COMPUESTOS U-NITROSO 

Durante el proceso de transformación metabólica ¡ti y4vo los 

compuestos precarcinógenos son convertidos en compuestos 

directamente activos» posteriormente, tanto el compuesto 

primario como sus metabolitos están sujetos a las reacciones de 

detoxificación dentro de las cuales se encuentran la conjugación 

con moléculas más polares que ayudan a la eliminación de dichos 

compuestos. 	Tal es el caso de la conjugación con glutatión y 

con el acido glucurónico, siendo también importante la 

eliminación de metabolitos en forma de compuestos sulfanilicos. 

La detección en orina de compuestos carcinogénicos, o de sus 

metabolitos, o la detección de la actividad mutagénica de las 

orinas se han considerado como herramientas muy Otiles para 

detectar individuos que han estado expuestos a mutágenos y 

carcinógenos químicos. 	Además, el estudio de la excreción 

urinaria de mutágenos en orinas en animales ha sido empleado 

como un método para conocer las propiedades farmacocineticas y 

el metabolismo d• los compuestos Maker et al. 1986, De Serres 

et al. 1986, Lawlor et al. 19873. 

Considerando que la formación endógena de compuestos u-nitroso 

es la mayor fuente de exposición a este tipo de compuestos y la 
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dificultad que se presenta para valorar su exposición Ohsima y 

Bartsh (U981) propusieron un método mediante el uso de la 

cromatografía de líquidos a alta presión para la valoración 

cuantitativa de los derivados N-nitroso formados in vivo.. Con 

este procedimiento se pudo detectar la presencia de derivados 

N-nitroso de la prolina en un grupo de voluntarios que habían 

ingerido prolina y betabeles con un alto contenido de nitrato. 

Posteriormente se ha reportado la excreción urinaria de los 

derivados Wnitrosados tanto de prolina como de hidroxiprolina y 

sarcosina en ratas tratadas con el aminoácido , y nitrito de 

sodio. 	La detección de los compuestos N-nitroso derivados de 

Praline en la orina humana se ha propuesto como un método para 

conocer el grado de nitrosación endógena de este compuesto al 

ser consumido con diferentes fuentes de nitritos y nitratos, en 

vista de que se conoce que la 1-nitroso prolina no es ni 

mutagénica ni carcinogénica. Empleando este método se detectó 

que los vegetales preservados en una zona de alto riesgo de 

cáncer . de esófago en China proveen una fuente muy importante de 

nitritos y nitratos (Ohoshima et al. 1982). 

El método analítico de Ohoshima y Bartsh se ha descrito 

especialmente para detectar derivados ti-nitroso de prolina, 

hidroxiprolina y sarcocina, siendo *Cm muy difícil la valoración 

de la formación endógena de otro tipo de compuestos 1-nitroso 

que pueden ser peligrosos para la salud. Sin embargo, existen 

otras alternativas como es el estudio de la actividad mutagénica 

en la orina de animales expuestos a carcinógenos químicos. Asi 

por ejemplo, se pudo demostrar mediante el estudio de la 
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excreción urinaria de mutágenos en ratones tratados con venza 

(a) pireno que la vía principal de detoxificación de este 

compuesto es su conjugación con glutatión 	(Renson et al. 

1978). 	Empleando el sistema de cepas de 2, typhimyrium se pudo 

detectar en la orina de roedores el metabolito de la 

2-amino-3.8-dimetil-amidazo quinoxalina (MeiGx), que es un 

carcinógeno formado en el proceso de cocción de las carnes 

(Pariza et al. 1993, Hayatsu et al. 1937). 

La detección de mutágenos en orinas mediante el sistema de cepas 

de 11. typhtmurium  se ha empleado para detectar poblaciones en 

riesgo de cáncer ya sea por exposición ocupacional o por 

tratamientos con drogas citostáticas, o en personas con el 

hábito del tabaquismo 	(Barale et al. 1996, Benowitz et al. 

1986, Dvolihle et al. 1987. Everson et al. 1993, Lu et al. 

1986). 

El método de monitoreo de mutágenos en orinas mediante el 

sistema de cepas de S. typhimuriun His- presenta sin embargo el 

gran problema de que cuando hay trazas de histidina en las 

muestras de orinas, especialmente humana, se obtiene un 

incremento significativo en el cresimiento de las colonias, 

siendo en ocasiones muy difícil discriminar un verdadero efecto 

mutagénico debido a los compuestos ahí presentes. 	Se han 

Propuesto diferentes 'soluciones a este problema, siendo la más 

aceptada el uso de columnas XAD-2 propuesto por Yamasaky y Ames 

en 1977. 	Este método sin embargo, se ha visto que no es ütil 
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Para concentrar compuestos polares como la ciclofosfamida, razón 

por la cual se han propuesto métodos alternativos de extracción 

como son el uso de disolventel organics com.:. el cloruro de 

metileno o el uso de resinas de poligosit-c-18, que a su vez son 

más 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 carcinogénicos, como es el caso 

de la para-rosalnilina, la mutagenicidad de la orina se probó 

sin Previo método de concentración. En este caso.con la orina 

de las ratas sin ningUn tratamiento no se obtuvo ningun 

incremento significativo en el numero de colonias observadas con 

respecto a las revertantes •spontaneas His+ de la placa control. 

Tomandose como criterio de un resultado positivo, aquellas 

muestras de animales tratados que incrementarón dok o más veces 

el numero de revertantes His+ con respecto al valor obtenido 

con el mismo número de células expuestas a un volumen igual de 

orina de los animales control (Lawlor et al. 1987). 
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III. 	MATERIAL Y METODOS 

COMPUESTOS OUIMICOS 

Los siguientes medicamentos fueron donados por compaNias 

farmacéuticas localizadas en México: Mebendazol (Registro CAS 

No. 31431-39-7- Columbia), Hidroxinaftoato de Befenio (Registro 

CAS No. 3818-50-6, Columbia), Dehidroemetina (Registro CAS No. 

3570-25-0, Roche), Cloroquina (base) (Registro CAS No. 54-05-07 

Wintrop) Iodoclorohidroxiquinoleina (Registro CAS No. 130-26-7, 

Carnot). ~mato de Pirantel (Registro CAS No. 2204-24-06, ICN 

Farmacéutica) y Hexahidrato de Piperazina (Registro CAS No. 

110-85-0 Wintrop). 	Las estructuras químicas de estos 

medicamentos estén representadas en la figura 3. El nitrito de 

sodio se obtuvo de Baker (Registro CAS No. 7632-00-0), el 

ascorbato de sodio se obtuvo de Merck (f 	México 	)p 

el Aroclor 1254 se obtuvo de Analabs Inc., la 

Beta-glucoronidasa. NADP y Glucosa-6-fosfato se obtuvieron de 

Sigma. 	El Cloruro de Metileno, Fenol y Acido Sulfúrico se 

obtuvieron de Baker. 
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MEDIOS DE CULTIVO 

Se empleó el medio mínimo de Vogel-Boner según se describe en 

Maron y Ames 1983. El altar grado bacteriológico se obtuvo de 

Difco, el caldo nutritivo se obtuvo de Oxoid, (Inglaterra) y de 

Difco de México, el Agar nutritivo al 1.5X se obtuvo de Difco de 

México. 	Las sales inorgánicas requeridas en la preparación del 

medio mínimo de Vogel Sonar se obtuvieron de Baker (México). 

(Ver apéndice 1). 

CEPAS »ACTERIANAS 

Las cepas de Salmonella tvphimurjum TA1535 (his G46 del rfa, 

del. UvrB) y TA1975 Chis G46, del.rfa) fueron generosamente 

donadas por el Dr. Brunce Ames (Universidad de California, 

Oerkley CA 94720). 



1 

REACCIONES DE NITROSACION IN VITRO 

Las reacciones de nitrosación in vitro se realizaron siguiendo 

una modificación del método descrito por Murpbay y Corb (1983). 

Las reacciones se regalizaron a 37°C entre 30 y 60 minutos en un 

amortiguador de fosfatos (0.5M) a PH la 3.7, HCL (0.001M) a pH 

3.2, o amortiguador de citratos-HC1 (0.2M) a pH IE 4.2. Se 

emplearon diferentes relaciones molares de nitrito de sodio: 

fármaco: (3:1 a 6:1) tomando en cuenta el tipo de grupos amino 

presentes que contiene el medicamento. El nitrito de sodio, el 

medicamento *minado y las mezclas de reacción entre el nitrito de 

sodio y el medicamento se manejaron de la misma forma. Se 

realizaron extracciones con cloruro de metileno' evaporándose 

después a 50•C. Los extractos se resuspendieron en 5m1 de agua 

destilada antes da realizar las pruebas de mutagenicidad. Con el 

fin de obtener las curvas dosis respuesta se efectuaron de tres a 

cinco diluciones decimales. 



DETERMINACIONES COLORIMETRICAS 

La formación de compuestos N-nitroso se valoró mediante la reac-

ción colorimótrica de Lieberman descrita por Vogel (1974). El 

enlace (-N-N■4) reacciona con fenol y ácido sulfúrico. para dar 

rojo de indofenol que puede ser detectado colorimétricamente. 

Los valores de densidad óptica se determinaron a 590nm en un co-

lorimetro eaush and Lomb. Los resultados obtenidos se compararon 

con la intensidad de color obtenida con una curva estándar 

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 

$almonella typhimurium TA1535 de acuerdo al método descrito por 

Maron y Ames (1983). 	La fracción 59 se preparó con hígados de 

rata macho wistar de 200 a 200 g de peso corporal, previamente 

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

1254 en aceite de maíz (500 mg/Kg) seg0n se ha descrito 

anteriormente (Cortinas de Nava et al. 	1983). 

Las bacterias se expusieron a las diferentes diluciones de 

nitrito o medicamento, o e las diluciones decimales de las 

mezclas de reacción entre el nitrito y los medicamentos, en 

Presencia y en ausencia de la mezcla 59. 	Como controles 

positivos se incluyeron N-metil-Wnitroso-guanidina, 10 g/caja 

patri, o ciclofosfamida con 59 200 g/caja Petri. Se realizaron 

dos experimentos por separado empleando tres cajas patri en cada 

uno de ellos. 

- AR 



EFECTO DEL SISTEMA DE REPARACION 

Para estudiar el efecto del mecanismo de reparación por escisión 

sobre los derivados mutagénicos de medicamentos antiparasitarios 

Y nitrito de sodio, las pruebas de mutagenicidad en la cepa 

SaImpriíslla  tyPhimurium TA1535, con nitrito de sodio, piperazina, 

mebendazol y sus derivados nitrosados se hicieron en paralelo con 

la cepa de Salmonellk tvPhimurium TA1975, en la misma forma que 

se describe en la sección anterior. Las pruebas de mutagenicidad 

en ambas cepas se realizaron también en paralelo con un ensayo de 

sobrevida. 

PRUEBAS DE SOBREVIDA 

Un cultivo de 16 horas de la bacteria se diluyó en solución 

salina isotónica hasta una dilución que contenia alrededor de 10 

células por mililitro. 	100 ul de este cultivo se expusieron a 

los compuestos tratados con la mezcla S9 antes descrita en un 

tubo con 2 ml de caldo nutritivo (DIFCO) CON AGAR AL (0.6%). El 

contenido de estos tubos se vierte en agar nutritivo (DIFCO) y se 

incuban las placas a 37*C durante 24 horas, contándose después 

las unidades formadoraí de colonias. 
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REACCIONES DE NITROSACION IN VIVO 

Durante periodos de 3 a 5 días, de acuerdo al esquema terapéutico 

de cada fármaco, se trataron grupos de cinco ratones machos de la 

cepa CD-1 de 35+ 2g por via oral con: 1) Agua destilada, 2) Nitri-

to de sodio (20.40 y 80 mg/Kg), 3) Piperazina (65mg/Kg), 4) Cloro-

quina (base) (10 y 55 mg/Kg), 5) Dehidroemetina (25mg/Kg), 6) 

Pamoato de pirantel (50mg/Kg), 7) Hidroxinaftoato de befenio 

(1000mg/Kg), 8) Iodoclorohidroxiquinoleina (200mg/Kg), 9) Ciclo-

fosfamida (20 mg/Kg), 10) Piperazina-nitrito de sodio (65-80, 

65-40, 65-20 mg/Kg), 11) Nebendazol-nitrito de sodio ((3.5-80, 

3.5-40, 3.5-20 mg/Kg), 12) Cloroquina (base)-nitrito de sodio 

(55-80, 55-40, 55-20 mg/Kg), 13) Cloroquina base-nitrito da sodio 

(10-80, 10-40, 10-20 mg/Kg), 14) Hidroxinaftoato de befenio y ni-

trito de sodio (1000-80 mg/Kg),, 15) Iodoclorohidroxiquinoleina 

(200-80 mg/Kg) y 16) Pamoato de pirantel-nitrito de sodio (55-80 

mg/Kg). 	Se trataron ratones hembra de la cepa CD-1 de 32+ 2g 

cona 1) agua destilada, 2) Nitrito de sodio (80 mg/Kg). 3) Piaban-

dazol-nitrito de sodio (35-80 mg/Kg). En todos los casos los ani-

males se trataron con los medicamentos contenidos en un volumen 

de de o.5m1 a 0.2 ml de solución de NaN0a. 

Los animales se mantuvieron en cajas metabólicas de policarbonato 

dejándoles agua Y Purina-mice-Chow ad-libitum. Se recolectaron 

muestras de orina antes de administrar el primer tratamiento y 24 

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

Las muestras se centrifugaron a 1000 rpm durante 10 minutos en 

una centrífuga clínica MSE. Posteriormente se esterilizaron por 

filtración en una membrana millipore 0.45u y se conservaron a 

-20*C hasta su uso en las pruebas de mutagenicidad. 

ENSAYO DE MUTAGENESIS CON ORINAS 

La actividad mutagénica de las muestras de orinas se estudió en 

Salmon011  tkebtourium. TA1535 en placas de medio mínimo de Vogel 

Sonor o  según se ha descrito por Maron y Ames (1983). Se trató 

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

glucoronidasa contenidas en 100u1. Se incluyeron como controles 

la bacteria tratada solamente con beta-glucuronidasa, un volumen 

igual de orina del mismo grupo de animales antes del tratamiento 

y como control positivo, d-metil-Wnitroso-guanidina 10 Usa por 

Placa, así como la orina de animales tratados con 

ciclofosfamida. 
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ANALISIS MATEMATICO 

La valoración de los resultados de las pruebas de mutagenicidad 

en orinas se efectuó comparando los resultados entre los 

diferentes grupos, sin tratamiento, con nitrito, con el 

medicamento o con el nitrito y el medicamente administrados casi 

simultáneamente mediante la prueba de t-student. $e considera 

que un resultado es estadísticamente significativo cuando su 

valor de P está comprendido entre 0.0.5 y 0.001, y que es 

Positivo si incrementa dos o más veces el numero de revertantes 

inducidas con un volumen igual de orina de los animales sin 

ningún tratamiento. 
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INFLUENCIA DEL TIEMPO DE ADMINISTRACION DEL NITRITO DE SODIO CON 

RESPECTO A LA AMINA. 

Se trataron por vía oral grupos de cinco ratones machos de la 

cepa CD-1 de 35+ 2 g con nitrito de sodio (80 mg/Kg) quince 

minutos antes, simultáneamente, quince y treinta minutos después 

de administrar mebendazol (35 mg/Kg) o cloroquina (base) (55 

m9/K9), por via oral durante tres días. 8e recolectaron las 

muestras 'de orina 24 horas antes del primer tratamiento y 24 

horas después de cada tratamiento. 	Se estudió la actividad 

mutagénica de dichas muestras segón se ha descrito 

anteriormente. 	Tornando como el 100X de la actividad mutagénica, 

la que se ha recuperado del grupo tratado con nitrito de sodio y 

el medicamento simultáneamente y calculando el porcentaje de la 

actividad mutag4nica recuperada con los otros grupos. 



• A 

INHIBICION DE LA REACCION DE NITROSACION DEL MEBENDAZOL IN VITRO 

Las reacciones de nitrosación del mebendazol se realizaron en un 

amor•tiguadorde fosfatos pH=3. 7 durante 20'. 	Se empleó una 

relación molar fármaco: nitrito de sodio (1:5). A las mezclas 

de reacción se aNadió ascorbato de sodio en una proporción molar 

nitrito de sodio-ascorbato, 1:0, , 110.025, 1:1 y 1i2. 

Simultáneamente se procesaron en condiciones semejantes, el 

mebendazol. el nitrito de sodio, ascorbato de sodio, ascorbato 

de sodio-nitrito de sodio, y mebendazol-ascorbato de sodio. Los 

productos de las reacciones se extrajeron con cloruro de 

metileno. 	El solvente orgánico se evaporó a 50•C. Las mezclas 

se disolvieron en 5 ml de agua destilada para reajizar pruebas 

de mutagenicidad y análisis colorimétrico. 

Las pruebas de mutagenicidad de los productos de nitrosación del 

mebendazol tratados con ascorbato de sodio se realizaron 

simultáneamente con el método de incorporación en agar (Piaron y 

Ames 1983) o con una modificación del mismo. Una alícuota de 

100u1 de un cultivo de 2a1ma►3g, 	TyPhimuriym TA1535 se pusieron 

en presencia de la mezcla 59 con agitación a 500 rpm durante 

60', después se ■Cadieron 2 ml de una solución de cloruro de 

sodio a 0.5% y agar al 0.4, a una temperatura de 15*C. El 

contenido de este tubo se vertió en placas de medio minimo de 

Vogel Soner y se incubaron a 37°C durante 48 horas. Contándose 

después el número de revertantes hin,. 
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INHIBIC/ON DE LA FORMACION DE MUTAUENOS DERIVADOS DE LA REACCION 

ENTRE EL MEDENDAZOL Y EL NITRITO DE SODIO IN VIVA  

Se trataron ratonas machos da la cepa CD-1 da 35g ± 2 con: 1) 

agua, 2) mebendazol (35mg/Kg), 3) Nitrito de sodio (80 mg/ Kg), 

4) Ascorbato de sodio (400 mg/Kg), 5) Mebendazol-nitrito de 

sodio (35 - 80 mg/Kg), 6) Mebendazol-nitrito de sodio-ascorbato 

de sodio (35-80-200) y (35-80-400). Los tratamientos se 

administraron por vía oral, preparando cada solución por 

separado, y administrando el contenido de nitrito de sodio en un 

volumen de 0.2 ml, mebendazol en 0.3 ml, ascorbato de sodio en 

0.2 ml, los animales controles de trataron con 0.7 ml de agua 

destilada. 	Todos los tratamientos se dieron durante tres días 

consecutivos, recolectándose orinas de todos los grupos 24 horas 

antes del primer tratamiento y 24 horas después de cada uno de 

los tratamientos. 

Las muestras de orina se procesaron según se ha descrito 

anteriomente. y se probó la actividad mutagénica por el método 

de incorporación en agar de blimpnella• typhimirium TA1535 en 

Presencia de bate-glucuronidasa. 



EFECTO DEL TIEMPO DE ADMINISTRACION DE LA VITAMINA C CON 

RESPECTO AL NITRITO DE SODIO EN LA INHIBICION DE LA FORMACION DE 

MUTAGENOS EN ORINAS 

Se trataron ratones machos de la cepa CD-1 de 35g 2 con a 1) 

Agua, 2) Nitrito de sodio (80 mg/Kg), 3) Mebendazol (35 mg/Kg), 

4) Mebendazol y nitrito de sodio (35 - SO mg/Kg), 5) Mebendazol 

Nitrito de sodio y ascorbato de sodio; administrando éste Ultimo 

Ya sea simultáneamente con el tratamiento del compuesto aminado 

y el nitrito de sodio, quince minutos antes, o bien, quince o 

treinta minutos después del tratamiento. 	Las soluciones se 

prepararon y se administraron según se ha descrito en l■ sección 

anterior, recuperándose las muestras de orinas .de la misma 

forma. 	El porcentaje de actividad mutagénica obtenido en los 

grupos de ratones tratados con ascorbato de sodio se calculó 

tomando como un valor del 100% el resultado observado en los 

animales tratados exclusivamente con nitrito de sodio y 

mebendazol. 

96 - 



DETERMINACIONES ESPECTROFOTOMETRICAS Y CROMATOGRAFICAS DE LOS 

DERIVADOS MUTAGENICOS DEL MESENDAZOL Y EL NITRITO DE SODIO 

Se determinó el espectro de absorción ultravioleta entre (220 -

350 nm) del mebendazol. nitrito de sodio y el producto de 

nitrosación del mebendazol en un espectrofotómetro Deckman. 

El producto de reacción de mebendazol y nitrito de sodio se 

caracterizó mediante cromatografia de líquidos a alta presión, 

empleando un detector especifico de fotoconductivided para 

grupos sensibles de sufrir fotólisis. que es el detector modelo 

965 de Tracor (254nmHif) sensibilidad 100X 5. Con un volumen de 

inyección de 25u1. Se empleó una columna de spheresolo 0005-2 

(250- x 4 6mmp 5um). y como fase móvil se empleó (acetonitrilop 

15Xp metanol 10X. H O 65X) con un flujo de 1.5 ml/min. 

- 99 - 



IV. RESULTADOS. 

REACCIONES DE NITROSACION mil VITRQ. 

En la tabla VI se presentan las condiciones identificadas como 

óptimas para llevar acabo la reacción de nitrosación de cinco 

de las drogas estudiadas: piperazina, mebendazol. cloroquina, 

dehidroemetina y pamoato de pirantel, en pH ácido y temperatura 

baja (37w C). 

ACTIVIDAD MUTAGENICA DE LOS DERIVADOS hl-NITROSO  DE MEDICAMENTOS 

ANTIPARASITARIOS 

En la tabla VII se muestran los resultados de mutagenicidad 

obtenidos con el producto de la reacción de medicamentos que en 

su molécula contienen grupos *mino secundarios y/o terciarios 

como son' piperazina. mebendazol. cloroquina y dehidroemetina, 

así como derivados pirimídinicos como el pamoato de pirantel. 

No se detecta actividad mutagénica en productos de reacción de 

hidroxinaftoato de befenio, (una sal cuaternaria de amonio) o 

derivados halogenados de la quinolina como la iodoclorohidroxi- 

quinoleina. 	Las estrucutras de estos compuestos se representan 

en la figura 3. 

Las figuras 4 y 5 representan las curvas dosis-respuesta 
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obtenidas con los derivados nitrosados de piperazina 

mebendazol respectivamente. 	Estos compuestos presentan un 

efecto mutagénico más evidente cuando el producto de la reacción 

fué activado metabólicamente con la fracción $9 del hígado de 

rata. 	La respuesta mutagénica en ausencia de activación 

metabólica solo se observa a concentraclones muy altas. 

Las figuras 6 y 7 representan las curvas dosis respuesta 

obtenidas con los productos de la reacción de nitrosación hit 

vitro de cloroquina (base) y dehidroemetina, respectivamente. 

En estos casos el efecto mutagénico unicamente se observó cuando 

el compuesto fue activado con la fraccción $9 del hígado de 

rata. 

La figura e representa la curva dosis respuesta obtenida con el 

producto da reacción entre nitrito de sodio y pamoato de 

Pirantel. 	En este caso no se encuntran diferencias entre la 

actividad biológica en presencia o ausencia de la fracción $9. 
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TABLA VI 

CONDICIONES PARA LA PRODUCCION km VITRQ  DE DERIVADOS N-NITROSO 
A PARTIR DE NITRITO DE SODIO Y DIFERENTES MEDICAMENTOS 4MTIPARASITARI0S 

MEDICAMENTO 	m9/m1 
(mM) 

NITRITO DE 
SODIO 

(mM) 
AMORTIGUADOR pH 

TIEMPO DE 
REACCION 

(Min.) 

RENDIMIENTO CALCULADO 
DE ENLACES (4~0) 

(%) 

Pipar/mina 20 Citrato/HCI (0.2 M) 4.2 30 38 
S6 

(0.1) 

Mebendezol 160 Citrato/HCI (0.2 PO 4.2 60 38 
146 (92.3) Fosfato de sodio (0.5 M) 3.7 60 50 

Cloroeuine 45 HCI (0.001 M) 3.7 60 12 
(base) (0.65) Citrato/HCI (0.2 P) 4.2 60 12 	• 

SO Fosfato de sodio (0.5 M) 3.7 60 17 

Dehydroemetina 50 HCI 	(0.001 P) 3.2 60 17 
60 (0.7) 

(0.1) 

Pamoato de Pirentel 100 HCI (0.001 M) 3.2 60 65 
100 (1.4) Cltrato/HCI (0.02 M) 4.2 60 47 

(0.17) Fosfato de Sodio (0.5 M) 3.7 61:1 69 

lodochlornidroxieuinoleina SO HCI (0.001 ID 3.2 No swencontraron nive- 
50 (1.1) Citrato /HCI (0.2 M) 4.2 60 les detectables de en- 

(0.17) Fosfato de Sodio (0.5 M) 3.7 laces -N-No0 

Hidroxinartoeto de geranio HCI (0.001 zmO 3.2 No se encontraron nive- 
250 120 Citrato/HCI (0.2 M) 4.2 60 les detectables de en- 

(0.56) (1.7( Fosfato de Sodio (0.5 M) 3.7 laces -N-N•0 

a Concentraciones en la mezcle de reacción. 
b Todas las reacciones se realizaron a 37*C. 
c El rendimiento de uniones (-N-N•0) fue calculado mediante el método colorimétrico de Leiberman. 

valores se determinaron mediante una curva estándar de MNNG (apéndice 2) 
LOS 
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TAbLm VII 

MUTAGENICIDAD DE PRODUCTOSJSENHADuS MEDIANTE LA REACCION ENTRE NITRITO Y DIFERENTE5 
MEDICAMENTOS ANTIPARRSITAR109 EN tIlmoriltp exphimmrim TA1535 - 

MEDICAMENTOS 
Img/m1) 

NITRITO DE SODIO 
(mg/m1) 

No. DE COLWAS REVER1_ANTEIHI2p7F1ACA 
CQtL 
  • B. D. U t S. U. 

.. 29.00 4.70 33.50 5.30 

160.0 57.50 11.08 47.00 7.39 

80.01) 32.16 5.14 J1.,50 3..1:V 
Piperazine 

86 - 27.82 8.20 26.30 6.57 

Ptoorazina 
86 20.0 165.25 50.10 72.25 16.80 

Mtbemdazo1 
146 - 29,16 6.46 19.00 5.138 

Mibendazd1 
146 160.0 379.50 81.10 115.00 17.00 

CIordquana iba») 
80 . 25.00 3.68 23.60 3.35 1 

Cloroguina (base) 
SO 45.0 164.35 30.74 44.00 6.69 

Dahidroemotine 
60 - 32.16 9.20 38.16 6.50 

Debidro.motina 
60 50.0 176.50 44.6 52.8 8.61 

Pieloato de Pirentel 
100 29.16 4.25 28.6 6.50 

Pa:Boato de Piranhel 
100 100.0 148.50 43.00 127.4 32.16 

Iodochlorhidroxyqvincleime 
50 32.16 9.20 38.16 6.09 

Iódochlorhldroxyquinoleina 
50.0 80.0 T T 
5.0 8.0 33.30 1.80 T 
0.5 0.8 41.16 9.47 46.0 10.19 

Nidroxinaftoato de %Venia 
250 - 31.80 2.11 30.5 5.80 
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TABLA Vil 

DE  	npuept  
MEDICAMENTOS 	 NITRITO DE SODIO 	Nº• 	 COWNIAS HE 	tio  

CON By 	 SIN 91 
(m9/m1) 	 (M9/m1) 	 X 	f S.D. X 	5. h. 

Hadroxinaftoato da (Detento 
.754 
10 9/Cmja Patri 

1W0. 	 35,60 	9.72 
1,069.30 

5.22 
40.07 

   

Concentraciones ori9inales en la mezcla de reacción, el medicamento, nitrito y 
medicamento-nitrito se trataron como se ha descrito en material y metodós, 

b 	Promedio de dos experimentos reproducibles. (Tres ce» petri por experimento). 

ct Toxicidad. 



FIGURA 4 

EFECTO MUTAGENICO DEL PRODUCTO DE NITROSACION DE PIPERAZINA EN 

ealson2114 	tYphimmrium rA1535 	- 0 - 59. 	- sin 59, 

x - nitrito de sodio • 59. (Tratados como se describe en 

materiales y métodos. 	Control piprazina 	69 27.e 6.2. 

Revisión espontánea 29.0 + 4.7. 
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FIGURA 5 

EFECTO MUTAGENICO DEL PRODUCTO DE LA REACCION DE NITROSACION DEL 

NEBENDAZOL EN Pallmonell. typhjmurium TA1535 	- O - 	con 59, 

- sin 59, 	- nitrito de sodio'* 59 (tratados según se 

describe en materiales y métodos. Control Mebendazol t $9 29.6 

6.41  reversión espontánea 29.0 + 4.7. 
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FIGURA 6 

EFECTO NUTAGENICO DEL PRODUCTO DE LA REACCION DE NITROSACION DE 

CLOROGUINA (BASE) EN »Impriejla tyPhOwir_ip TA 1535 	- con 

$9, 	 sin 59, 	- nitrito de sodio $9, (tratados 

como se describe en materiales y métodos. Cloroquina (bese) 

89 25.0 t -3.6, Reversión espontátnea 29.0 * 4.7. 
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FIGURA 7 

EFECTO MUTAGENICO DEL PRODUCTO DE LA REACCION DE DEHIDROEMETINA 

CON NITRITO DE SODIO EN Qalmonellia typIhkffigrtm TA1535 	O 

con 59, 	 - sin 69, 	- nitrito de sodio con 59. 

(Tratados como' se describe en materiales y métodos). 

Dehidroemetlna t 89 32.1 9.2, reversión espontánea 29.0 	4.7. 
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FIGURA 

EFECTO MUTAGENICO DEL PRODUCTO DE REACCION ENTRE EL PAMOATO DE 

PIRANTEL Y NITRITO DE SODIO EN lalmmoffilla tyPhimurim TA1535 

O - con 89, - sin 89. - nitrito de sodio con 

59. (tratados segun se describe en materiales y métodos). 

Pamoato de pirantel 22. 4- 5.5. Reversión espontánea 37.0 + 4.7 

IL! 
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REACCIONES DE NITROSACION IN VIVO 

Los datos de la tabla VIII muestran que los ratones tratados con 

piperazina, cloroquina y mebendazol junto con nitrito de sodio 

presentaron un incremento estadísticamente significativo en la 

exreción de mutágenos en forma de derivados glucurónidos si se 

comparan estos datos con los obtenidos con animales tratados con 

los diferentes compuestos por separado, o con el grupo control. 

$e observa también un ligero incremento en la excreción de 

mutágenos en orinas de ratones tratados con nitrito de sodio y 

dehidroemetina, tanto en forma libre como conjugada. El grupo 

de ratones tratados con pirantal y nitrito de sodio solo muestra 

un ligero incremento de mutágenos conjugados con 

beta-glucuronidasa, no siendo este estadísticamente 

significativo si se le compara con respecto a los tres grupos 

controles correspondientes. 

Los datos de la tabla VIII muestran que no se obtuvo ningCan dato 

de actividad mutagénica en orinas de ratones tratados ni con 

hidroxinaftoato de befenio, ni con iodoclorohldroxiquinoleina, 

cuando estos medicamentos fueron administrados con nitrito de 

sodio. 



TAELA VIII 

EFECTO moTAGENICO PE LA ORINA DE RATONES TRATADOS POR VIA ORAL CON 
NITRII0 DE SODIO Y.  DIFERENTES MEDICAMENTOS ANTIPARASITARIOS 

COMPUESTOS 
REVERTANTES/PLACA' 

CON S-OLUCOIONIOASA 
X 	 LS 

SIN S-GLUCURONIDASA 
X 	 +S 

IARINA CONTROLt 37.3,  6.79 25.3 2.06 

NaNm.: 	190 mg/l.g) 42.0 10.42 43.3 7.40 

frusRl.4 	1 hirl 	I 	Mg/ i. 47.6 1.69 51.6 5.05 

LLOHUOUTNA (55 mg/Kg) 40.0 2.94 50.0 10.03 

OEHIDRWMETINA (25 mg/Kg) 34.6 6.23 31.6 11.32 

~JATO DE PIRANTEL (50 mg/Kg) 44.76 11.01 27.3 .1.24 

i-IPERAZINAt N&NO2 (65 e 00 m9/K9) 105.6 14.67 47.6 11.09 

GLuROOUINA: NaNO2(55 ( SO m9/K9) 101.6 12.2 67.3 7.50 

PERIDROEMETINA: NaNO2 ( 25 1 SO mg/Kg) 74.0 6.0 67.5 8.8 

IANUATO DE PIRANTEL s NaNO2 (50 $ SO mg/Kg) 60.3 2.09 41.0 7.20 

CILOVOSFAMIDA (20 m9/K9) 375.0 63.7 

3 Dias de tratamiento 
Promedio de tres Placas por grupo 
Promedio de les revertintes inducidas por los ratones antes del tratamiento. 
Reversión espontanee * 30.6 0. 3.0 g (con B-91ucuronidese), 30.33 * 2.62 (shl go-elucuronidliso, 

- 115 



TABLA VIII 

COMPUESTOS 
REVERTANTES/PLAW 

CON 6-ULUCURONILIA6A 
X 	 ±8 

SIN 10-aLUCURONIDASA 
X 	 le 

'MINA CONTROLE. 20.43 12.011 34.2 3.6 

Nal)02 	::140 Mg/Kg) 46.0 7.70 41.6 1.6 

;i0DOCLOHOHIPROXIOUINOLEINA 1200 mg/K9: 40.0 11.66 44.6 3.441 

HloHOXNAFTOATO DE SEFENIO 0000 mg/kg) 32.6 5.25 35.3 6.11 

~13LIOROWDROXIOUINOLEINA • NaNO2 
k._eid mg : 	80 mg/K9) 44.6 7.43 28.3 4.14 

HOROXINAFTOATO DE BEFENIO * Nah102 
(10o0 - mg : 80 mg/K9) 36.6 2.62 33.3 0.54 

Dil.0 da tratamiento 
J puacay por grupo 
Promedio da colonias revertentes inducidas por la orina de 1011 ratones antas dei tratamiento 
Rev.Irsión espontanea 4 35.08 t 4.08 (sin 8-9luccuronidasia) 31.3 * 148 (con 0-glucuronillesa) 



CINETICA DE LA EXCRECION URINARIA DE MUTAGENOS EN RATONES 

TRATADOS CON NITRITO DE SODIO Y MEDICAMENTOS ANTIPARASITARIOS. 

La excreción urinaria de mutágenos en animales tratados con 

piperazina y cloroquina (base), simultáneamente con nitrito de 

sodio no es considerable después de un solo tratamiento, pero 

como se muestra en la figura 9, la actividad mutagénica 

Producida por el tratamiento de estos dos medicamentos aminados 

con nitrito se acumula al incrementar el numero de tratamientos. 

Los ratones tratados con mebendazol y nitrito de sodio excretan 

mutágenos en la orina después de 24 horas del primer 

tratamiento. 	No observándose un incremento notable en le 

actividad mutagénica de ratones tratados durante un periodo de 

tres días. segOn se puede observar en la figura 10. 

Los tratamientos con pamoato de pirantel y dehidroemetina junto 

con nitrito de sodio, no producen un incremento de la actividad 

mutagénica en orina durante un periodo de tres días como puede 

observarse en la figura 11. 

1 
ti 
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FIGURA 9 

EXRECION URINARIA DE NUTAGENOS EN RATONES TRATADOS CON 

PIPERAZINA Y CLOROQUINA 	(BASE) JUNTO CON NITRITO DE SODIO. 

DURANTE TRES DIAS CONSECUTIVOS. 
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FIGURA 10 

EXCRECION URINARIA DE MUTAGENOS EN RATONES TRATADOS CON 

MEDENDAZOL 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 DENIDROEMETINA CON NITRITO DE SODIO DURANTE TRES 

DIAS. 
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE NITRITO EN LA FORMACION DE 

MUTAGENOS DERIVADOS DE MEDICAMENTOS ANTIPARASITARIOS. 

1 

La tabla IX muestra que es posible obtener un incremento en la 

excreción urinaria de mutágenos en ratones tratados tanto a la 

dosis terapéutica de cloroquina (base) (10 mg/Kg), como a una 

dosis de 55 mg/Kg, dependiendo la respuesta esencialmente de la 

concentración de nitrito de sodio. 

La tabla X muestra evidencias de que en el caso de ratones 

tratados con mebendazol tanto a la dosis terapéutica (3.5 

mg/Kg), como a una dosis cercana a la DL (35 mg/Kg) se puede 

obtener la formación de mutágenos en orina, en forma dependiente 

a la concentración de nitrito de sodio. 

- 124 - 

Los datos Presentados en las figuras 12, 13 y 14 muestran que la 

excreción urinaria de mutágenos en animales tratados con 

PiPerazina, mebendazol y cloroquina respectivamente se 

incrementa en forma directamente proporcional a la concentración 

de nitrito. 

1 



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 SODIO EN LA EXCRECION 

URINARIA DE MUTAGENOS EN RATONES TRATADOS CON CLOROQUINA <BASE> 
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TALLA 11‹ 

EFECTO DE LA DOSIS DE NITRITu ut 1UDIú bik4 LA EXCRECION URINARIA PI 
MUTAGENU9 EN RATONES TRATAUUS URALMENTE CON CLOROWINA &ASE 

10-1uP0 No. 

EXPERIMENTO1 
REVERTANTW 

SUSTANCIAS 	d. tItEbliftWellia 	8 	p 
TA1535 

GRUPO No. 

Er',PERINENTO 
REVERTANTES 

SUSTANCIA 	S. typhleydrilm 
TA1535 

2 

20.0 4.54 24.6 6.40 •• 

U-glucuronadeseee 21.0 4.69 ••• 9-glucuronidasa 26.S 4.62 

1 Cauroquina 34.0 3.74 e Cloroquine 32.8 5.90 
(55 me/kg)' (10 mg/k6) 

NaiNO2 010 mg/kg) 30.6 3.40 NaNO2 (60m9/k9) 26.6. 

Cloroquina 	NaNO2x Cloroquina 	NaNO2 

(55160) 	(mg/Kg) II1 L4 12.2 (a)0.005 3 (1060) 	(mg/Kg)2 Mal 5.40 i400.(4C. 
te)0/25 

(55 s 40) 79.0  0.62 (b)0.005 (1040) ála 4.0d 119.00 0 	b 
(9110.10 

(55 a 20) 57.6 6.02 (c)0.03 10 (1020) 39.2 6.60 0110.2b 
(a)0.02t5 

F. 

Promedio de tres cajas 
Orina de tres ratones 

** 200 U/caia 
Incremento igual o súperior 

4 1 Comparaciones estadisticasa 
al doble de la 
(a), (b) y. (c) 
(d). (f) y (g) 
(e), (O • (O 

reversión espontánea 
corresponden a Las comparaciones de los 
a las comparaciones entra los grupos a, 
resultan de las comparaciones entre los 
3. 4 y 5 respectivamente. 

grupos 3, 4 y 5 al grupo t lcontroll; 
9 y 10 con el grupo 6 (su control); 
grupos 6. 9 y 10 con los grupos 

 

   



TABLA )1 

EFECTO DE LA DOSIS DE NITRITO DE SODIO EN LA EXCRELION URINARIA DE 
MUTAGENOS EN RATONES TRATADOS ORALMENTE CON EL MESENDAZOL 

GRUPO No. 

EXPERIMENTO! 
REVERTANTES* 

SUSTANCIAS 	11. A. tyPhimurlym 

EXPERIMENTO 
REVERTANTES 

t 6 	p 	 GRUPO No. 	SUSTANCI4 
tWillif/Vr1Vm 

TA1535 TA1535 

••• 	 •11. 

1 

3 

•24.0 

b-giucuronidase** 
	

35.0 

Obbendazol 
	

44.0 
130 mental)* 

~02 (00 me/kg) 	42.1 

Mebendazol-NaNO2' laut 
135 a 00 melicap, 

(35 i 40) 	00.0  

(35 a 20) 	 tta  

2.9 

3.05 

10.7 

10.42 

9.2 ta)0.005 

3.26 (100.005 

3.40 (00.01  

b-glucuronidase 

	

6 	Mebendázol 
(3.5 mg/kg) 

	

7 	NaNO2 tO0mg/kg) 

	

8 	Mebendazol-~102 
(3.5 i 80 mg/~ 

	

9 	(3.5 : 401 

	

10 	(3.5 1 20'  

30.0 	1..a.4 

31.8 	4t,  

39.6 

43.6 	3.30 

10.6 

fiZa 	7.12 

60.6 	9.04 

Promedio de tres cajas 
Orina de cinco ratones tratados durante 

*e 200 Wel» 
Incremento igual o superior el doble de 

( ) Comparaciones estadisticass (a). (b) y 
(d). (f) y 
(e), (g) e 

tres diez 

la reversión espontánea 
(c) corresponden á las comparaciones de los grupos 3, 4 y 5 al grupo 1 (control)! 
(g) a las comparaciones entre los grupos S. 9 y 10 con el grupo 6 (su control); 
(i) resultan de las comparaciones entre los grupos 8, 9 y 10 con lot grupos 

3. 4 y 5 respectivamente. 



INFLUENCIA DEL SISTEMA DE REPARACION POR ESCISION EN LAS 

MUTACIONES INDUCIDAS POR COMPUESTOS N-NITROSO DERIVADOS DE 

PIPERAZINA Y MEDENDAZOL 

Datos obtenidos en nuestro laboratorio indican que los derivados 

N-nitroso de la Piperazina sólo inducen mutaciones en la cepa de 

Sa¡monelle Ivphimurpom TA1975 UvrE4+ a una concentración diez 

veces mayor que la requerida para inducir mutaciones en la cepa 

de §almoneLle lyPhimurigm TA435 Uva-. No se observa un efecto 

considerable Mn la inducción de mutaciones letales por este 

compuesto en ambas cepas. 	Con respecto a los derivadot 

mutagánicos del mebendazol y nitrito da sodio se observa que son 

mutagánicos .en las dos cepas de §elmonelle. hphteurigm 

Uvr-/Uvr+. 	El producto de la reacción de nitrosación del 

mebendazol es más tóxico en la cepa que no posee el sistema de 

reparación por escisión. Observándose en los datos de la tabla 

XI un incremento en la sobravida de la cepa Uvr+ con respecto a 

la Uvr-. expuesta • le misma dilución de la mezcla de reacción. 
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TAIMA XI 

EFECTOS MUTASENICOS DE DERIVADOS NIIROSADOS DEL NEhENDAZOL EN CEPAS DE 
2ALMOVILft LYJEWSELUM Uvr"/Uvr. 

TRATAMIENTOS REVERTANTES/CAJA 
TA1535 

SOBREVIDA 
UFC/CAJA 

(Uvr-) 
REVERTANTES/10 
$00REV/VIENTES 

TA1975 	(Uvr•) 
REVERTANTES/CAJA 	509REVIDA 

UF/CAJA 
REVERTANTES/10 
SCOREVIVIENTES 

30.0 507.0 5.9 4.3 990.0 U.4 

MESENDOZOL t 59 29.6 590.0 5.0 4/6 896:0 0.5 

NaNCY 	• S9 42.3 552.0 7.6 7.0 950.0 0.7 

MESENDAZOL ♦ (0.25UM)h 39.0 366.0 10.0 17.3 928.0 1.8 

NANO 	59 (9.581#1) 51.3 363.0 14.0 18.0 915.0 1.9 

(2.7 (.1) 67.3 83.3 80.0 23.0 799.0 2.8 

oF1 Unidoldes formadores de colonias. Promedio de tres cejes Petra» 
Calculo de enlaces -N-No0. 



INFLUENCIA DEL TIEMPO DE ADMINISTRACION DE NITRITO CON RESPECTO 

AL TRATAMIENTO CON CLOROQUINA Y MEBENDAZOL 

La formación de mutégenos en la orina de ratones tratados con 

cloroquina. sólo se presenta cuando ambas drogas se administran 

simultáneamente según lo muestran los datos de la figura 15. 

Los productos mutagénicos derivados de la reacción in vivo  del 

mebendazol y el nitrito de sodio se forman si al medicamento y 

el nitrito de sodio son consumidos en un periodo no mayor de 15 

minutos después del tratamiento con el compuesto aminado codo lo 

muestra la figura 16. si el nitrito de sodio es ingerido quince 

minutos antes que el mebendazol. tampoco se ' recupera la 

actividad mutagénica en las orinas de los animales. 

En la figura 17 se muestra que la. excreción urinaria de 

mutégenos en la orina de ratones tratados con mebendazol y 

nitrito desaparece totalmente a las 48 horas después de haber 

suspendido el tratamiento. 

En la figura 18 se muestra que la excreción urinaria de 

mutégenos en ratones tratados con cloroquina (base) y nitrito de 

sodio se recupera hasta 72 horas después de haber suspendido el 

tratamiento. 
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FIGURA 15 

E 

INFLUENCIA 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 1 

INFLUENCIA DEL TIEMPO DE ADMINISTRACION DEL NITRITO DE SODIO CON 

RESPECTO AL MEDENDAZOL EN LA FORMACION DE MUTAGENOS EN ORINAS DE 

RATON 
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FIGURA 17 

ELININACION DE NUTAGENOS EN ORINA DE RATONES TRATADOS CON 

MEBENDAZOL Y NITRITO DE SODIO. 
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FIGURA 18 

ELIMINACION DE MUTAGENOS EN ORINA DE RATONES TRATADOS CON 

CLOROQUINA (Salm) Y NITRITO DE SODIO 
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1 

EFECTO DEL SEXO EN LA EMCRECION URINARIA DE MUTAUENOS EN RATONES 

TRATADOS CON NEDENDAZOL Y NITRITO DE SODIO 

Los resultados de la tabla XII indican que no se encontraron 

diferencias estadísticamente significativas In la excreción 

urinaria de mutágenos entre ratones mecho o hembra, tratados con 

mebendazol o con nitrito de sodio. 

INHIDICION DE LA REACCION DE NITROSACION DEL MEBENDAZOL ¡N VITRO 

E DI VIVO 

Los datos que se presentan en la tabla XIII presentin evidencias 

de que la reacción de nitrosación del mebendazol es rápidamente 

inhibida por la vitamina C en una concentración equimolar de 

nitrito de sodios ascorbato de sodio. 

Los datos da la figura 19 muestran que la formación de mutágenos 

Ift xixe es inhibida completamente cuando se administran 

cantidades de vitamina C en une relación molar 014) de nitrito 

de sodio versus vitamina C. 

La inhibición de la reacción de nitrosación el mebendazol Lo 

mint con la vitamina C. solo se lleva e cabo cuando dicha 

vitamina es administrada simultáneamente o hasta quince minutos 

despuOs del tratamiento con mebandazol y nitrito de sodio. 

(Figura 20). 

- 144 - 



TABLA ul 

EFECTO MUTAGENICO DE LASORINAs" DE RA10NES MALHOS Y HEMBRAS 
TRATADOS ORALMENTE CON MEBENDAZOL y NITRI10. DE SODIO 

TRATAMIENTO 
NUMERO DE REVERTANTES 
(ORINA 	DE MACHOS) P 

NUMERO DE REVERTANTES 
(ORINA 	DE HEMBRAS) 

CONTROL 24.6 (41.9) .••• 24 (+2.9) 

SOLVENTE 35.6 (!2.5) 41.6 (t2.2) 

Nallo2 (SO miliks) 33.6 (!1.6) (1) 0. 37.6 05.56) • 113., 

MEIDENDAZOL (35 me/k9) 25.6 (!2.16) (2)  0.005 

(3)  0.005 (1,` 

MEDENDA20. ♦ NaNO2 110.6 (.9.2) (4)  0.03 99.6 (;19.4) Q.11015 

. (3 180 ms/ke) 

Desviacidn estándar 
200 ul de orina tratada con beta glucuronidasa 

(11 Comparaciones estadísticas entré machos tratados con NaiNO2 y machos control 
(2) Machos tratados con mebendazol y nitrito va machos tratados solo con mebendazol 
(3) Machos tratados con mebendazol y nitrito vs machos tratados con nitrito 
(4) Machos tratados con mebendozo3 Y nitrito vs hembras tratadas con mebendazol y nitrito 
(5) Hembras tratadas con nitrito vs hembas control 
(6) Hembras tratadas con mebendazol y nitrito vs hembras control 
(7) Hembras tratadas con mebendazol y nitrito vs hembras tratadas con nitrito de sodio 



TABLA 

EFECTO INHIBITORIO DE LA NITROZACION DEL MEBENDAZOL IN VITRO POR ADICION DE VI1AMINA C 

CALCULO DE ENLACES 
(-N-NIRO) 

CALCULO DEL RENDIMIENTO 
DE LA 	REACCION 

% DE INHIBICION DE 
LA 	REACCION 

1. tvPhifflyrium 	TA1535 
REVERTANTES/CAJA 

TRATAMIENTO 	(b) EXP. 1 EXP. 2 EXP. 1 EXP. 2 EXP. 1 	EXP. 2 EXP, 	1 EXP. 2 EXP. 	1 EXP. 2 
1 II 

CONTROL 	 - - - - 	. 12.8 16.0 21.6 21,h 

MEZCLA 69 	 - - - - - 	- 17.0 16.3 20.6 3:1.1) 

CICLOFOSFAMIDA + 69 	_ - - - - 	- 173.0 497.6 365.0 525.0 
(500 ~CAJA) 

NeNO2: VIT.C+69 
(1,2 MI 1M1 14.3 19.0 20,6 29,6 

VITAMINA C 	59 
<2 M) ••• 15.6 21.0 19.6 21.6 

MENENOAZOL 	~021 
VIT. C+29 

1 s 0 	 38 51.0 16.0 21.40 0 	0 47.3 46.0 135.3 72,J 
1 1 0.25 	 le 10.0 9.0 9.0 53.0 	65.0 19.0 334 41.0 67,n 
1 	o 	0.50 	 10 13.0 5.0 5.45 74.0 	74.0 14.0 14.0 17.0 b9.0 
1 	1 	1.0 	 ND. 0.9 - 0.37 100.0 	82.3 16.0 21.0 217.0 49.9 
1 	e 	2.0 N». - ND. - 	100.0 - 21.0 - u.e 

a) Tratados como la mezcle de reacción (ver Métodos) 
b) Las reacciones se realizaron en amortigUador de fosfatos 0.5M pH 3.7 con 150 mg de mebendazoh 170 mg de Nallo2 (1.5M) 
c) ~alción molar Nallo2 : Vitamina C. 	• 
I 	Ensayo usual en caja de Petri: 
II Ensayo de reincubeción 
ND. No detectable 
II Promedio de tres cajas 



5 

4 

FIGURA 19 

EFECTO DE LA CONCENTRAC ION DE VITAMINA C EN LA EXCREC ION DE 

MUTAGENOS EN LA ORINA DE RATONES TRATADOS CON MESENDAZOL 

NITRITO DE SODIO. 
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FIGURA 20 

INFLUENCIA DEL TIEMPO DE ADMINISTRACION DE LA VITAMINA C EN 

LA 	EXCRECION DE MUTAGENOS EN LA ORINA DE RATONES TRATADOS CON 

MEOENDAZOL Y NITRITO DE SODIO 
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CARACTERIZACION ESPECTROFOTOMETRICA Y CROMATOURAFICA DE LOS 

PRODUCTOS DE REACCION ENTRE EL MEBENDAZOL V EL NITRITO DE SODIO 

Los resultados de la tabla XIV muestran los picos máximos de 

absorción en el espectro ultravioleta. del mebendazol, mi 

nitrito de sodio y el producto de reacción entre el nitrito y el 

mebendazol. 

En la figura 21 se muestra la presencia de dos picos con los 

tiempos relativos de retención a los 6.5 y 8.0 minutos en el 

producto de reacción entre el mebendazol y el nitrito de sodio. 

El nitrito de sodio presenta un pico con un tiempo relativo de 

retención de 5.9 minutos. En mebendazol no pudo ser detectado 

con este método. 
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TABLA XIV 

ESPECTRO DE ABSORCION DE LOS PRODUCTOS DE LA 

REACCION ENTRE EL NEBENDAZOL Y EL NITRITO DE SODIO 

PICOS MAXIMOS DE ABSORCION 

COMPUESTO 	 EN EL ESPECTOR ULTRAVIOLETA 

■s. no* 

NEBENDAZOL 	 240 nm 	275 nm 

MEBENDAZOL - NITRITO 

DE SODIO 

225 nm 	275 nm 	345 nm 
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FIGURA 21 

CRONATOGRAFIA DE LIQUIDOS A ALTA PRE$ION (HPLO DEL PRODUCTO DE 

LA REACCION IM VITRO ENTRE EL NESENDAZOL Y EL NITRITO DE SODIO 
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CONDICIONES CROMATOGRAFICAS: SISTEMA DE BOMBAS 520 DE WATERS. CO—

LUMNA SPHERESOSLO 005-2 ( 250x4.6mm, 5UM), FASE MOVAL: ( ACETONI—
TRILO 15%; METANOL 1014: H20 65% ): FLUJO 1,5ML /MIN, DETECTOR DE 
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TRITO DE SODIO; (2) Y (3) COMPUESTOS N—NITROSADOS, 



V. DISCUSION 

FORMACION DE COMPUESTOS N-NITROSO DERIVADOS DE MEDICAMENTOS 

ANTIPARASITARIOS 

Los resultados que se presentan •n este trabajo indican que los 

medicamentos antiparasitarios con grupos amino secundarios y 

terciarios alifáticos como la cloroquina, o aquellos que tienen 

grupos amino secundarios heterociclicos como piperazina 

dehidroemetina, o tanto grupos *mido secundarios alifáticos como 

grupos animo secundarios heterociclicos como el mebendazol o 

derivados plrimidinicos como el pamoato de pirantel, reaccionan 

en presencia de un exceso de nitrito de sodio a pH acido y 37'C. 

Estos datos están de acuerdo con reportes anteriores en que se 

describe que los compuestos con grupos amino secundarios y 

terciarios reaccionan con nitrito de sodio cuando éste se 

,encuentra en una concentración igual al cuadrado de la concentra-

ción molar de la erina, a bajo pH y temperatura de.37°C. 

Consecuentemente, este grupo de compuestos que pueden reaccionar 

bajo estas condiciones con nitrito de sodio, constituyen una 

fuente de precursores de nitrosaminas y nitrosamidas (LijinskY 

1974, Lijinsky y Singel 1975, Mirvish 1975). 

En este eutudio no se pudo detectar la formhción de compuestos 

J-nitroso, 	ni la actividad mutagénica en lo mezcla de reacción 
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de nitrito de sodio e hidroxinaftoato de befenio, un compuesto 

que es químicamente una sal cuaternaria de amonio. Fiddler et 

al. (1972) reportaron la formación de compuestos N-nitroso a 

Partir de sales cuaternarias de amonio. 	Sin embargo para 

obtener dichos compuestos estos autores emplearon una 

temperatura de 78•C en condiciones de reflujo. En este caso, 

empleando condiciones fisiológicas no fué posible detectar la 

formación de compuestos N-nitroso derivados de una sal 

cuaternaria de amonio. 

Aunque se ha descrito que las aminas terciarias heterociclicas y 

•nominas terciarias reaccionan con nitrito de sodio (Lijinsky Y 

Singer 1979), en este trabajo no fué posible detectar la 

formación de un derivado N-nitroso de un compuesto haloganado. 

derivado de *mina terciaria como la iodoclorohidroxiquinoleina 

en las condiciones empleadas. En el caso de las quinolinas no. 

substituidas los compuestos N-Ne0 pueden formarse aunque son muy 

inestables y dan lugar esencialmente a compuestos C-NO. En •1 

caso de 'los derivados hologenados de las quinolainas el agente 

nitrosante reacciona preferentemente con los substatuyentes 

halogenos posiblemente , mediante un mecanismo de ataque 

nucleofilico (Acherson, 1967i. 
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ACTIVIDAD MUTAGENICA . DE LOS PRODUCTOS DE REACCION ENTRE EL 

NITRITO DE SODIO Y MEDICAMENTOS ANTIPARASITARIOS AMINADOS. 

Ninguno de los compuestos estudiados produjeron mutaciones por 

substitución de bases en ?ajm9nykja ty~murium TA1535 por si 

solos. lo cual concuerda con los resultados obtenidos 

anteriormente en un estudio de la valoración de la actividad 

mutagénica de medicamentos antiparasitarios (Cortinas da Nava 

et al. 1983). No obstante. un exceso de nitrito de sodio en los 

blancos de reacción y en las mezclas puede producir mutaciones 

Por substitución de bases. Razón por la cual se tuvo cuidado de 

eliminar el exceso de nitrito de sodio libre mediante un lavado 

adicional con extracciones de agua y cloruro de ~Mano. 

Anteriormente ha sido descrita la actividad mutagénica de la 1-4 

dinitroso piperazina en cepas de kalamellft tvotimurium capaces 

da detectar mutaciones por subtitución de bases. presentando 

este producto solo una leve respuesta positiva a concentraciones 

más altas. la cual se incrementó al tratarse el compuesto con 

homogenado de hígado de rata o hamster (zoismr y Sheldom 1978). 

Los resultados presentados en el presente estudio muestran que 

el comportamiento del producto de la reacción entre nitrito de 

sodio y la piperazina en himonella typhieuriyp  TA1535 es muy 

semejante al referido con la 1-4-dinitroso-piperazina en la 

misma cepa. 
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La dehidroemetina y la cloroquina (difosfato) solo inducen 

mutaciones en las cepas TA1537 y TA98, lo cual sugiere que estos 

medicamentos son capaces de inducir mutaciones por corrimiento 

de bases per  se. 	La dehidroemetina requiere de la 

transformación metabólica para ser mutagghnica, mientras que la 

cloroquina se comporta como un mutégeno directo. La cloroquina 

(difosfato) y dehidroemetina, se ha observado que pueden además 

inducir efectos genotóxicos en el ensayo de gscherichia  culi  

PoIA-/pol A+ (Cortinas de Nava et al. 1983, Espinosa Aguirre et 

al. 1987). 	Por otro lado se ha demostrado que estos 

medicamentos son capaces de inducir aberraciones cromosómicas en 

linfocitos humanos expuestos ha vitro, (Ostrosky-Wegman et al. 

1984). 	En este trabajo se presentan evidencias de que estos 

compuestos por contener grupos amino secundarios pueden producir 

con nitrito de sodio compuestos a-nitroso del tipo de las 

nitrosaminas, ya que son capaces de inducir mutaciones por 

substitución de bases en Se1m9nejle  tumputima después de ser 

transformados metabólicamente, siendo este comportamiento muy 

similar a lo que se ha reportado con diferentes tipos de 

nitrosaminas 	(Reo et al, 1977, 1978, 1979, Zeiger y Sheldom 

1978a, 1978b). • 

La actividad mutagénica del mebendazol se presenta en ausencia o 

presencia del homogenado de hígado de rata, aunque su efecto fué 

más evidente después de la activación metabólica. Esta res-

puesta puede ser posiblemente el resultado de la reacción tanto 

del nitrógeno secundario heterocilico como del grupo amido secun 
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dario alifático de su molécula dando lugar a la formaci.ón de una 

nitrosamida que puede ser activa sin homogenad0 hepático. No 

obstante. en vista de que las reacciones de nitrosación se efec-

tuaron a PH mayor a 3.0, el rendimiento de la formación de nitro-

samida es posible que sea menor al de nitrosamina, ya que según 

se ha informado (Kubaka et al. 19$0i ias nitrosamidas se forman 

Preferentemente a pH menor de 3.0. Este efecto se ve ademan 

reflejado en el hecho de que el producto de nitrosación del 

mebendazol es evidentemente más activo después de haber sido 

transformado metabólicamente - debido posiblemente a le. formación 

de una nitrosamina. 	Estos datos están de acuerdo también con 

los antecedentes que indican que las aminas secundarias 

heterociclicas reaccionan más fácilmente que' las *midas 

secundarias alifaticas ‹Mirvish 19751. 

La respuesta del pamoato de pirantel en presencia o ausencia de 

la activación metabálica es difícil de explicar aunque puede ser 

probablemente debida a la formación de un compuesto similar al 

grupo de las nitrosamidas formado por la ruptura del doble 

enlace y formación de 	un 	grupo carbonilo adyacente al 

nitrógeno terciario heterociclico del anillo de piperidine. 

En este estudio no se pudo detectar actividad mutagénica en 

'QpIffiknon typhjmurjum Ta1535 en él mezcla de reacción entre el 

nitrito de sodio y el hidroxinaftoato de befenio. Tutikawe et 

(1978)' 	describieron la 	formación de un compuesto 

genotóxico 
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3 

en el ensayo de 	subtilis recA+/recA- derivado de la 

reacción de nitrito da sodio e hidroxinaftoato de befenio. Sin 

embargo, al no reportarse las condiciones de reacción empleadas 

en ese trabajo no es posible hacer comparaciones con los datos 

encontrados en el presente. 

La iodoclorohidroxiquinoleina no indujo mutaciones ni corrimien-

to de basas en $almmitia tweblemlime TA1537, TA98 y TA1530, ni 

Por substitución de bases en las cepas TA1535 y TA100. (Corti-

nas de Nava el al 1983), pero presentó un efecto letal en gscht 

richik con pol A. en lugar da Egrh,rIshia col i, Poi A- (Espinosa 

Aguirre et al. 1987). 	En este estudio, aunque como ya se ha 

mencionado no se detectó la formación de comPuestosSHnitroso y 

la mezcla dé reacción fué muy tóxica para la cepa de Isikoneil,  

TA1535. 

Los compuestos N-nitroso son bien conocidos por inducir 

mutaciones por substitución de bases debidas esencialmente a la 

alquilación del oxígeno en posición 6 de la gUanina. (Abbot y 

Safhil 1979). 	La cepa de gielmonella typhieurium  TA1535 ha sido 

muy útil para realizar un tamizado de actividad mutagénica de 

diferentes -  grupos de nitrosaminas (Andew y Kijinsky, Keerplan 

et al. 1983, Reo et al. 1977, 1978, 1979). Por otro lado en muy 

raras ocasiones se ha reportado que los compuestos N-nitroso 

Pueden inducir mutaciones por corrimiento de bases (Rao et mi. 

1977. Murphay y Corb 1983). En el presente trabajo el uso de 
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SelMonélla hophimurlum TA1535 ha sido muy útil para detectar 

cuales de los medicamentos antiparatitarios de mayor uso en 

México pueden ser fácilmente precursores para la formación de 

compuestos mutagénicos N-nitroso. 
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FORMACION DE COMPUESTOS MUTAGENICOS DERIVADOS DE MEDICAMENTOS 

ANTIPARASITARIOS V NITRITO DE SODIO. IN vzyo 

La administración oral de nitrito de sodio junto con 

medicamentos que son sales cuaternarias de amonio 

(hidroxinaftoato da befenio) o derivados halogenados de aminas 

terciarias (lodoclorohidroxiquinoleine), no incrementó la 

exreción urinaria de mutégenos en ratones. 	Estos datos 

presentan 'evidencias de que dichos medicamentos no constituyen 

una fuente importante de precursores de la formación endógena de 

derivados, N-nitroso. 	Los hallazgos reportados aquí en estudios 

realizados Lia ylysa correlacionan con los datos obtenidos en el 

estudio sobre la nitrosación de medicamentos *minados Án vitro 

(Arriaga Alba •t al. 1987). 

La excreción urinaria de mutégenos en el caso de los animales 

tratados con nitrito de sodio y dehidroemetina o permito de 

pirantel por vía oral, no es estadísticamente significativa 

cuando se comparan estos resultados con los grupos tratados con 

nitrito de sodio o el medicamento solo, siendo solamente 

significativos cuando se comparan con el grupo de animales 

control. 	Se observa además que los productos mutagénicos 

formados no se acumulan, al no incrementarse su actividad 

sutagénica después di varios tratamientos consecutivos. Estos 

resultados 	pueden ser indicativos de que si bien estos 

compuestos pueden reaccionar in yiyo con nitrito de sodio. el 
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rendimiento de la reacción puede ser muy bajo, o la actividad 

mutagénica de los compuestos es muy leve, o posiblemente el 

producto se absorbe muy poco. En lo que se refiere al pamoato 

de pirantel se sabe que solo una parte de éste es absorbido 

reteniendo' el resto en heces, razón por la cual la reacción de 

nitrosación in vivo de este compuesto deberá ser mejor evaluada 

en relación a su influencia como un precursosr de compuestos 

mutagénicos y carcinogénicos N-nitroso en el cáncer de colon. 

Aunque, por otro lado, es de considerarse que en la práctica 

terapéutica este compuesto solo se administra en una dosis única 

de un solo dia. En lo que concierne ■ la dehidroemetiná, al ser 

adMinistrad■ usualmente por vis parenteral, se excluye el riesgo 

de formación de compuestos N-nitroso derivados de la misma, ya 

que esta reacción solo se lleva a cabo en el medio ácido del 

estómago. 

L■ administración simultánea de piperazina junto con nitrito de 

sodio ha sido muy bien estudiada. 	Schneider et al. (1977) 

indujeron cáncer en ratas tratadas con estos compuestos. Por 

otro lado se demostró que al tratar ratones hembras preAadas con 

1-4-dinitroso-piperazina se incrementó posteriormente la 

frecuencia de tumores en las crias de dichos animales al llegar 

éstas a la edad adulta Worsonyi et al. 1990). Los datos del 

presente trabajo muestran evidencias de que la piperazina 

reacciona In yly.g con el nitrito da sodio, formándose un 

compuesto mutagénico que puede ser retenido en el organismo. 
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excretándolo después en forma de un derivado glucoronido. La 

detección de mutágenos en la orina de ratones tratados con 

Piperazina y nitritro de sodio que se presenta en este trabajo. 

Puede ser un dato indicativo de que los organismos estuvieron 

expuestos a los derivados nitrosedos carcinogénicos de la 

piperazina. 

La cloroquina est al se ha demostrado que es un medicamento que 

se acumula por tiempo prolongado en el organismo, reteniéndose 

los niveles plasméticos terapéuticos por más de 135 horas 

después de haber suspendido el tratamiento 	(Adelusi. et al. 

1981). 	El consumo de este compuesto se ha visto asociado con la 

aparición de anemia &plástica y leucemia en pacientes tratados 

durante priodos prolongados a causa del Lupus eritematoso. Por 

otro lado se h■ demostrado que la cloroquina tiene una acción 

sinergistica coteratogénica con los rayos X (Yielding et al. 

1976) y se ha visto que produce alteraciones auditivas y tumores 

en hijos de madres tratadas durante la gestación (Metz y Nauton 

1966). 	En el presente estudio se muestran evidencias de que la 

cloroquina administrada tanto a una dosis cercana a la DL (5b 

mg/kg), 	como cuna dosis semejante a la dosis terapéutica para 

el humano (10 mg/kg) junto con nitrito de sodio, genera en el 

organismo un compuesto mutagénico que al igual que la cloroquina 

Etc £2 se acumula eh el organismo, siendo excretado en orina 

conjugado con ácido glucurónico. En este estudio se muestran 

Por otro lado, evidencias de que para que se lleve a cabo la 
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reacción In vivo entre la cloroquina y el nitrito de sodio, este 

último debe ser ingerido en un lapso no mayor de quince minutos 

después del medicamento. Esto es consecuencia de que la 

cloroquina es absorbida muy rápidamente en el estómago (Adelusi 

et al. 1981) y la reacción de nitrosación ya no podrá llevarse a 

cabo por no estar los dos compuestos presentes en el mismo 

momento en el contenido del jugo gástrico. 

El mebendazol por si solo no presenta ningún efecto secundario 

en los pacientes que lo ingieren 	(Keyston y Murdoch 1979). 

Tampoco se ha reportado que sea capaz de inducir mutaciones en 

cepas de Illmonelle tvphimurium,  ni dallo genotóxico en cepas de 

Wherichla golf. Rol A+/ Po1A- 	(Cortinas de Nava el al 1983 

Espinosa Aguirre et al. 1987). Sin embargo, se ha descrito que 

el ~bandazo' produce alteraciones mitóticas (Styles 1973), y su 

uso se ha desaconsejado durante el primer trimestre del embarazo 

ya que además hay evidencias de que este compuesto puede ser 

teratógeno en ratas (De la Tour 1976). 

En este trabajo se muestran evidencias de que al adminiltrar por 

via oral nitrito de sodio junto con mebendazol tanto a una dosis 

cercana a la DL 	(35 mg/kg) para el ratón, como a una dosis 

similar a la dosis terapéutica para el humano (3.5 mg/Kg) (en el 

tratamiento contra áscaris) se forman en el estómago compuestos 

mutagénicos para animales de ambos sexos. 	Este compuesto 

mutagénido es absorbido, metabol izado. y se excreta en forma de 
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un derivado glucurónido sin que ocurra una acumulación 

importante del metabolito mutagénico, siendo éste completamente 

eliminado después de 48 horas de haber• suspendido el 

tratamiento. 	Esta respuesta del derivado mutagénico del 

mebendazol y el nitrito de sodio es muy similar al 

comportamiento farmacocinético del compuesto original. 	en 

efecto, se ha reportado que el 50X de la dosis del compuesta 

administrada por vía oral es eliminada por orina después de 24 

horas (Dawston et al. 1984). 

Par■ que se lleve a cabo la reacción entre el mebendazol y el 

nitrito de sodio. al  igual que en el caso de la cloroquina, es 

necesario que ambos reactivas se encuentren simultáneamente en 

el estómago. 	Así, si el nitrito de sodio se ingiere quince 

minutos antes' de la *mina, sólo ■parece una pequeina. parte de la 

respuesta mutagénica porque este compuesto es rápidamente 

eliminado de la cavidad del estómago (Linitas et al. 1982). 

En si caso del mebendazol que es un compuesto muy poco soluble. 

se  retiene un poco más en el estómago y se absorbe mas 

lentamente (Dawston y Watson 1985), por lo cual al administrarse 

el nitrito de `sodio posteriormente, aún se recupera el 100% de 

la actividad mutagénica observada si los dos compuestoi se 

administran simultáneamente. 	Sin ~ergo, al ingerirse 'el 

nitrito de sodio treinta minutos después que el compuesto 

aminado ya no podrán formarse ningún derivado mutagénico. 
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El mebendazol es el medicamento de elección en casos de ascaris 

y helmitiasis multiples 	(Barrowan et al. 1984, Keyston et. al. 

1979). 	Además recientemente se ha empleado en forma prolongada 

Y elevada por su eficiencia en casos de cirrosis (Díaz de León 

et al. 1980) y en pacientes con problemas autoinmunes debido 

a sus propiedades inmunoregulatorias (Miller 1980), por lo cual 

su uso se ha extendido en una gran parte de la población. En 

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

en la mOlécula de este fármaco de grupos amino y *mido 

secundarios hacen que sea un precursosr de la formación de 

compuestos N-nitroso mutagénicos, se ha seleccionado este 

compuesto para realizar estudios orientados a plantear 

alternativas para la evaluación y Prevención del riesgo 

biológico de la formación In vivo  de compuestos mutagénicos 

derivados de nitrito de sodio y medicamentos aminados. 



EFECTO DE LA CONCENTRACION DE NITRITO EN LAS REACCIONES IN VIVO 

CON MEDICAMENTOS ANTIPARASITARIOS AMINADOS. 

Se conoce que la cinética de reacción de nitrosación in vivo  

está determinada por la concentración de la *mina, multiplicada 

por la concentración del nitrito a la segunda potencia. En 

efecto en un estudio cuantitativo se demostró que la frecuencia 

de adenomas pulmonares inducidos en ratones por el tratamiento 

con piperazina y nitrito de sodio diminuí* al disminuir la 

de nitrito de sodio disponible en el estómago en 

de la amina 	(Greenblat y Mirvish 1973, Mirvish 

cantidad 

presencia 

1975). Los datos presentados en este trabajo muestran que 

la cantidad de compuestos mutagénicos y 

que son excretados en la orina, es directamente 

a la dosis de nitrito de sodio ingerido tanto en el 

piperazina como en el de la cloroquina (base) y del 

- 168 -- 

afectivamente, 

carcinogénicos 

proporcional 

caso de la 

mebendazol. 



EFECTO DEL SISTEMA DE REPARACION POR ESCISION SOBRE MUTACIONES 

INDUCIDAS POR LOS COMPUESTOS N-NITROSO DERIVADOS DE MEDICAMENTOS 

ANTIPARASITARIOS AMINADOS. 

La reacción In mima entre el nitrito de sodio y la piperazina 

produce un compuesto mutagiánico que es capaz de inducir cáncer 

en los animales de laboratorio, sin embargo, se ha demostrado 

que la capacidad carcinogénica de este compuesto no es muy 

potente 	ilkhneider et al. 1977). 	Por otro lado, se ha 

discutido que la capacidad de un compuesto para ser 

carcinogénico est* muy relacionada con la capacidad de un 

organismo para reparar el dalo al ADN producido por dicho 

compuesto (Trosco y Chang 1964). 

En nuestro laboratorio se han presentado evidencias de que el 

producto de la reacción catalítica ácida entre la piperazina y 

el nitrito de sodio induce mutaciones en la cepa de Salmonela*  

typhimurium TA1535 Uvre- que pueden ser corregidas si el sistema 

de reparación por escisión funciona correctamente como en la 

cepa de Salmonella tvphimurium TA1975 UvrB+, observándose que 

se requieren dosis diez veces mayores para inducir mutaciones en 

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

nitrosados del mebendazol se observa que son mutagénicos en las 

dos cepas de Salmonela  tiPhimurium his1346 tanto Uvr- como 

Uvr+, sin embargo en las cepas con un sistema de reparación por 

escisión 	íntegro se corrigen mutaciones letales inducidas por 
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este compuesto observándose una frecuencia de mutación menor que 

en el caso de las cepas que no son capaces de reparar el daAo 

correctamente. 

Por consiguiente, en este trabajo se presentan evidencias de que 

ti 

el buen funcionamiento del sistema de reparación por escisión 

constituye un mecanismo de defensa que presenta la célula para 

poder reducir el dogo genotóxico por la actividad mutagénica de 

los compuestos N-nitroso. En trabajos anteriores se ha seAelado 

que el grupo de fármacos citotóxicos y antitumorales cuyo dano 

puede ser reparado por la célula, empleando el sistema de cepas 

Seimang11,  lyphteurium Uvr8-/Uvr8f, en una forma dependiente de 

la dosis podrían representar un riesgo menor para la salud que 

aquellos cuyo dallo aún a dosis bajas no puede ser corregido por 

el sistema de reparación por escisión excento de errores n'Aman 

liat al. 1983, Matney et al. 1985). 
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EFECTO DE LA VITAMINA C EN LA REACCION DE NITROSAC1ON DEL 

MEDENDAZOL. 

La reacción de nitrosación entre el nitrito de sodio y 

diferentes compuestos aminados puede ser inhibida por el efecto 

de varios componentes de la dieta, especialmente los que se 

encuentran en los vegetales. 	Uno de estos componentes que ha 

mostrado ser más eficaz para disminuir el efecto mutagénico 

inducido por la formación endógena de compuestos h-nitroso es 

Sin duda la vitamina C 	(Barale et al. 19613), ademas d• ser 

capaz de disminuir la formación de tumores en animales tratados 

con aminas y nitrito de sodio (Mirvish 19$6). En este trabajo 

se muestra que la reacción de nitrosación in vitro  del 

mebendazol puede ser inhibida en más de un 8O cuando la 

vitamina C está en un■ relación molar de i s l respecto al nitrito 

de sodio y la inhibición es completa si la relación molar se 

incrementa a la de nitritoivitamine C. Estos datos son muy 

semjantea a lo que se ha reportado anteriormente para lo 

inhibición de la reacción de nitrosación de medicamentos 

antiparasitarios con grupos amino secundarios heterociclicos 

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

La administración por via oral de la vitamina C en la 

concentración óptima para inhibir le reacción de nitrosación 

tia 	varo 	del mebendazol. no logró reducir completamente la 

excreción urinaria de mutágenos en lós ratones tratados con este 
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medicamento y nitrito 	de sodio, lo que si ocurrió cuando se 

adMinistró una concentración dos veces mayor. 

Los resultados obtenidos en este trabajo para lograr la 

eliminación completa de la excreción de mutágenos derivados de 

la reacción entre el mebendazol y el nitrito de sodio en el 

estómago del ratón, son similares a lo que se han reportado en 

otros estudios en donde les dosis óptimas requeridas para 

inhibir la reacción de distilamína en perro y prolina en el 

humano, con nitrito y nitrato, fueron tres y diez veces mayores 

de las requeridas pare inhibir la reacción de nitrosación hj 

}litro (Linitas et el. 1903, Leaf jet al, 1987). Lo que indica 

que la reacción' in zin está determinada por varios factores 

como son la presencia simultánea dei nitrito de sodio y la 

vitamina C. 	En efecto, en este estudio se muestran datos que 

sugieren que la reacción de nitrosación del mebendazol sólo es 

inhibida cuando los reactivos nitrito de sodio y ascorbato'de 

sodio se encuentran presentes en concentraciones suficientes y 

en el mismo momento. que en este caso, no debe exceder de quince 

minutos después de haberse ingerido los precursores del producto 

mutagánico. 

- 172 - 



CARACTERIZACION DE COMPUESTOS MUTAGENICOS N-NITROSO DERIVADOS 

DEL MEBENDAZOL 

Los derivados mutagénicos de piperazinsi, mebendazol, cloroquina 

Y pamoato de pirantel obtenidos en este trabajo pudieron ser 

detectados mediante la reacción colorimétrica de Lieberman. Sin 

embargo, este método colorimétrico puede presentar 

interferencias con dobles enlaces u otros grupos cromóforos asi 

como exceso de iones nitrito libres en el medio, por lo cual no 

es eficiente para hacer una cuantificación apropiada de los 

compuestos mutagénicos. Mediante este método colorimétrico, no 

fué posible detectar la presencia de enlaces (-N-Nue+) en las 

mezclas en que no se obtuvo una respuesta mutagénica como las 

provenientes del producto de reacción entre el nitrito de sodio 

y el hidroxinaftoato de befenio o la iodoclorohidroxiquinoleina, 

lo cual indica que no se formaron compuestos nitrosadós. 

Otra alternativa para identificar la formación de enlaces N-NuO 

la constituye el análisis espectrofotométrico en el espectro 

ultravioleta. 	Aunque este método no es muy exacto y los picos 

máximos de absorción pueden estar influenciados por el 

disolvente en que se encuentre la muestra (Mirvish 1975). En 

este trabajo se encontró que el producto de reacción entre el 

mebendazol y nitrito de sodio presentó los picos máximos de 

absorción • 225 y 345 correspondientes a los enlaces (-N N) y 

(-NvO) en medio acuoso respectiyamente, (KWIato et iL. 1984) el pico 
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de absorción a 275 nm que corresponda posiblemente al grupo 

imidazol (Dawston y Watson 1985). 

Por Ultimo, el método de cromatografia de líquidos a alta 

presión HPLC se ha normalizado para la detección de numerosas 

nitrosaminas volátiles de bajo peso molecular• como la 

dletilnitrosamina. dimetilnitrosamina, nitrosomorfolina y 

nitrosoprolina. 	Este método presenta la ventaja da que se 

pueden separar el compuesto para su posterior análisis químico y 

es factible su cuantificación en el caso de contar con un 

estándar conocido. 

Adaptando un detector especifico de fotoconductividad a un 

sistema de liquido% a alta presión. en este trabajo fue posible 

realizar un análisis preliminar del producto mutagénico de 

nitrosación del mebendazol (Sutter y Mackindey 1984, Popovich et 

al. 1979). Se detectó que el producto mutagénico del mebendazol 

presenta en este sistema dos picos con tiempos relativos de 

retención de 6.5 y 8.0 minutos que no se presentan en los 

precursores del compuesto. El nitrito de sodio en este estudio 

pudo ser detectado con un pico de absorción a los 5.9 minutos, 

mientras que el mebendazol no dió ninguna seNal con este 

detector. No obstante, la cuantificación de estos compuestos no 

se pudo efectuar al no contrarse con un estándar químicamente 

Puro del compuesto mutagénico desconocido. 	Con los datos 

presentados en este trabajo solamente se plantean las bases 
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Para 	poder realizar posteriormente la caracterización del 

compuezto mutagénico y para detectar• más adelante poblaciones 

expuestas a la formación de derivados N-nitroso de medicamentos 

antiparasitarios. 

7 



VI, CONCLUSIONES 

1. 	En este trabajo se presentan evidencias de que los 

medicamentos antiparasitarios con grupos: a) amino 

secundarios heterocfclicos ( piperazina, dehidroeme-

tina y mebendazol), b) amino secundarios alifáticos 

( cloroquina, mebendazol), c) amino terciarios hetero 

cíclicos ( cloroquina, mebendazol), d) amido secunda-

rios alifáticos (mebendazol), e) derivados pirimidini 

cos (pamoato de pirantel), pueden reaccionar a tempe-

ratura fisiológica y pH bajo produciendo compuestos 

mutagénicos capaces de inducir mutaciones por substi 

tución de bases, que son probablemente compuestos N-

nitroso. 

2. Se detectó que los medicamentos antiparasitarios que 

reaccionan invitro.....••••IMM  producen también in vivo la forma- 
•••••U• 

cipon de compuestos mutagénicos capaces de inducir muta-

ciones por substitución de bases. Siendo en este :caso 

más significativa la respuesta obtenida con piperazina, 

cloroquina y mebendazol. 

3. Se identificó que el mecanismo de reparación por esci-

sión, descrito en células humanas, puede ser capaz de 

corregir los.'darlos al ADN que se hayan inducido por- 
', 

compuestos mutagénicos y carcinogénicos producidos en la 
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reacción entre el nitrito de sodio y medicamentos aminados, 

especialmente si la emposición a dichos compuestos no es muy 

elevada, 

4, Se observó que la formación de compuestos mutagénicos 

derivados de medicamentos antiparositarios aminados in viva 

depende de la concentración de nitrito ingerida, y del hecho 

de que ambos precursores se encuentren presentes 

simultaneamente en el estómago. Por lo cual la disminución 

del contenido de nitritos en la dieta y la ingestión de un 

medicamento 'atinado treinta minutos antes o después de 

consumir alimentos ricos en nitritos y nitratos proveen una 

alternativa para reducir el riesgo de la formación de 

compuestos mutagénicos d--nitroso derivados de medicamentos 

antiparasitarios caminados. 

• Se presentan evidencias, adicionales a los yo emistentes, de 

que el consumo de una dieta con alto contenido de vitamina 

es uno alternativa práctica para reducir la formación de 

compuestos U--nitroso derivados de medicamentos aminados, en 

COSO 	de 	que éstos sean ingeridos con alimentos ricos 

en nitritos y nitratos. Aunque queda por determinar si la 

vitamina C' no interfiere con la actividad farmacológica de 

los medicamentos antiparasitarios estudiados, 

6 4e 	establecen las bases preliminares paro la detección de 
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cnmpuestcps mutinénicon N- nitro 	delwidoG Cica 	ve.v.ción 

entre el nitrito de sodio y el mehendwzol, un Mrmlico 

antihelmintico frecuentemente uliodo en paises en vías de 

desarrollo. 
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APENDICE 1. 

MEDIOS DL CULTIVO 

CALDO NUTRITIVO OXOID.* 

Disolver 2.5 g de medio en 100 ml de agua destilada, 

Esterilizar en autoclave a 121 9C/20 minutos. 

CALDO NUTRITIVO DIFC0. 

Disolver 0.8g de medio en 100 ml de agua destilada. 

Esterilizar en autoclave a 121'C/20 minutos. 

CALDO NUTRITIVO DISCO 

Disolver 80 de caldo nutritivo difco en una suspensión que 

contengo 15 g de hatto agar en 1000 ml de aguo. 

Esterilizar en autoclave o 121 QC/20 minutos. Vertir después 

en platas dv petri. 

* Los cultivos de cepas de Salmonella typhimurium de Ames, para pruebas de 
de mubagénesis deben incubarse en caldo oxoid ya que otros caldos pueden 
contener mutagénos derivados del producto de pirrolisis de aminoácidos. 
(liaron y Ames, 1983) 
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A(3AP SUAVE DE SUPERFICIE 

Han 

Dactp Agur 	 0.6 g 

10 ml de soluciln de histidino-biotIna-requerimientos 

minimas 

Agua destilada 	c+b+p+ 100 ml. 

Esterilizar en autoclave a 121°C/20 minutos 

vertir en tubos con 2 ml c/u. 

MEDIO MINIMO DE VOGEL DONES 

Soluciln a) 	 0111C0503 	10 	g 	en 	100 ml de agua 

destilada. 

Soluch5n 	 D'uta agar 7+5 g en 300 ml de agua 

destilada. 

c) 	 90 ml de agua destilada 

Esterilizar las tres soluciones por separado, 	121 °C/20 

minutos. 

Mezclar asépticamente los tres soluciones estériles y vertir 

en ciarlas oetvi+ 
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suurIoN Dr SA1.V ,  PU 'MEV BONFP 

Mezclar en 600 ml de agua destiladn: 

-Mg(OH)2.7H20 109 

-Acido Cítrico 100g 

.412 HPO4 (anhidro) 500g 

NaNH4 HPO 4. 4H20 17g 

Aforar la solución a 1000 ml. y esterilizar con cloroformo 

al 0.1%. 

SOLUClON ('E HISTIDINA BIOTINA (Requerimientos mininos) 

Histidino 	 0.007 g 

Diotina 	 0.012 g 

Aguo destilada 	100 ml 
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APENDICE 2 

pg MIDAS A:W.9 
Metil-Nitroso-guanadina 

(Método de Liebermún) 

SOLUCION MADRE 0.01 g/4 ml MNNO 
Yw 	 •114 	• 	•,•• 

NI de la 
Solución 

Madre H O g/ml 

1•••••• 	 • 	O« 

Moles N-N=0/ml D.O a 590 nm 

1.00 O. 0.0025 2,38 m 10 1.98 
0.00 0,2 0,0020 1,90 	x 10 1.95 
0,60 0,4 0.0015 1,4 	x 	10 1,50 
0.30 0.7 0.00075 0,74 	x 10 0.75 
0.10 0.9 0.00023 0.238 m 10 0,22 
0.05 0.95 0,000125 0.19 	> 	10 
N.M...........~...W.M.M.D0.0.W.D1.14,10.11.”01.11~4.~$40...10.M..W. 	»ID 	 www M Y» .14 «I. YO ilb• ••• 1.1••• w •• ••• ,••• ••• 	VIO 1.• M 1.• 	••• 	r. 	 • • • •• 

-2 ml de fenol 

-1 ml de solución madre- 

-Estratificar con mucho cuidado 1 ml de 112904 (1,p, 
tapar el tubo, agitar con Vortem, deJ4r reposar 10 minutos. 

-Tomar los lecturas de D.O. a 590 nm. 
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