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1 NTRODUCCI ON. 

El hombre ha eslado expuesto desde la prehisloria a 

conlaminanles nalurales y arlificiales que pueden causarle 

daf'ío al malerial genético y de ésla forma ser un riesgo 

para la salud. El rápido crecimiento de las industrias 

durante el presente siglo ha lenido como consecuencia la 

producción y la ulilización de miles de compueslos 

qu1micos, muchos de los cuales son polencialmenle 

peligrosos para los seres humanos. Se han descargado 

cantidades sustanciales de lales compuestos en el ambienle 

en f'orma de emisiones transporladas por el aire y de 

desechos líquidos ó sólidos. Por otra parle, diversos com 

pueslos químicos, tales como los plaguicidas, se han apli­

cado deliberadamenle a diversos medios a fin de conlrolar 

la difusión de enfermedades lransmilidas por veclores o 

aumentar la producción de alimenlos para la crecienle­

población mundial. No cabe duda de que muchos productos 

químicos han aportado al hombre beneficios netos sin 

embargo en algunos casos, los daf'íos ambienlal es causados 

han sido mayores que los beneficios conseguidos. 

En lo que respecla a la población en general, los 

alimentos y el agua potable son las principales fuentes de 

exposición a la mayoría de los productos qulmicos lóxicos. 

Tal es sustancias 11 egan a los ali mentes humanos por muchas 

vias. Algunas los conlaminan d1reclamenle en las fases de 

preparación o elaboración. Ot.ras pasan del suelo a las 

plant.as y de éstas, por conducto de los animales herbívo­

ros a la carne o a la leche. Por olrc lado, podemos desta­

car que los medi camenlos pueden dar lugar a reacciones 

adversas en los individuos expueslos a reglmenes terapéu­

ticos prolongados, asi como en aquéllos que reciben lrala-
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mienlos repelidos o los que recurren a la aulomedicación. 

Se sabe que una lercera parle de los carcinógenos idenli­

ficados para el hombre corresponden a agenles lerapéulicos 

(1), 

Diversos estudios han relacionado la acumulación a 

largo plazo de mulaciones con el desarrollo de cáncer 

Ccarcinogénesis) y de alleraciones en el desarrollo Clera­

logénesis) C2). Recienlemenle se ha enconlrado una alla 

correlación enlre aclividad carcinogénica y mulagénica; al 

menos un 90 a 95~ de los carcinógenos quimicos esludiados 

son lambién mulágenos, aunque la relación inversa no se 

conoce C3). 

Se han acumulado evidencias epidemiológicas que mues­

lran que la mayoria de los cánceres eslán asociados a 

factores ambienlales y estilos de vida, lales como radia­

ciones, procesos de lrabajo, hábiles alimenticios, hábilo 

de fumar, ele. (4, 5, 6). 

De los conlami nanles arnbi enlal es enconlr ados en 1 a 

naturaleza, los compuestos N-Nilroso han despertado un 

gran interés debido a que de las 300 sustancias de esle 

li po que han si do esludi adas, apr oxi madamenle el 90% de 

ellas produjeron lumores en 40 especies animales incluye~ 

do a los primales C7), además de que se sospecha que las 

nilrosaminas son iniciadores del proceso de carcinog~nesls 

eti p) hun1ano CE). 

durar.te- E-1 de: . .:-r:-ollo pre-n.:;t..a.l. Yé qu.;;- a t.rCt·1es d.:- E-~t_u­

dio:; e::-:perimenlc:s.les re.:;.lizados en ralones, se há observado 

la formación endógena de t.ales compueslos a parlir de a-ni -

das o aminas y nilrilos, dando origen a carcinógenos acli­

vos lransplacenlariamenle C9 y 10). Las principales 

fuentes de compuestos N-1.Jilroso o de sus precursores 
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(amidas o aminas y nilrilos) la constituyen los alimentos, 

el agua y los medicamenlos aminados. 

En México las enfermedades parasitarias son considera­

das un problema de salud pública, los medicamentos conlra 

esos padecimientos tienen por lo tanlo un elevado consumo 

en nueslro pa1s. La piperazina, una amina secundaria, es 

una droga anlihelminlica ampliamenle utilizada, se sabe 

que la administración simullánea de piperazina y nilrito 

de sodio puede conducir a la formación endógena de N-nitrQ 

sopiperazinas carcinogénicas, como lo se~alan los trabajos 

de Greenblall y Mirvish, quienes observaron la aparición 

de adenomas de pulmón en ratones lralados con esos compue~ 

los C11). Garcla y colabs. mencionan que en las ralas que 

recibieron lralamienlos con N-mononitrosopiperazina se 

enconlraron tumores en varios órganos C12) y se ha demos­

trado que la N'-N'-dinitrosopiperazina es un carcin6geno 

transplacentario en ratón C10). 

La evaluación de la capacidad carcinogénica de los 

compuestos qui micos es realizada en pruebas que son 

relalivamente laboriosas, costosas y de larga duración, 

por lo que actualmenle se considera a las pruebas de mula­

genésis como la primera etapa en la selección de dichos 

compuestos. Estas pruebas resultan valiosas por su faci­

lidad de realización y reproducción, relaliva economla y 

corla duración CTabla # 1). 

Entre e-lla:;, la prueb¿, dE- n1icronúcleos e-n médula ósea 

de rat.ón ha sido elegida en el presente estudio. debiao .a 

que se emplean m<>m1feros, lo cual nos proporciona una 

mayor inform<>ci6n sobre lo que puede pasar en un organismo 

superior y por que j unt.o con el ensayo de Ames han si do 

ampl i am,;,nle recomendadas como 1 as pruebas fundamenlal es 

3 



para la idenlificación de mulágenos C13). Sin embargo, se 

han reporlado resul lados negat..i vos cuando han sido 

probadas ni lrosaminas en esla prueba, por lo cual se ha 

propueslo a la prueba de micronúcleos en higado fet..al de 

rat..ón como una allernat..iva cuando sean evaluados compues­

t..os que requieran aclivación met..abólica, como por ejemplo 

las ni lr osa mi nas. 

Considerando lo ant..erior, se propuso realizar esle 

est..udio, cuyo objelivo es: 

Evaluar si la piperazina administrada en forma 

si mul lánea con el ni lr i lo de sodio 11 evan a la formación 

endógena de N-nit..rosopiperazinas en concenlraciones 

suficienles para inducir la formación de micronúcleos en 

médula ósea adulla e higado felal de ralón. 

4 



TIQA l 
DifOOTES SlSTEl'ftS tí ffi.IEBA Ct HUTOOEHOS IN VIVO E Ill YiiRO 

ru:is ~TICiS CEWJ3 üSl1IK'CS 

IN VílRC IN mo I~ vno 
MACI.Cf!ES liNICf.S 

PRUEBAS El! : 
1 BACia!AS 1 PRO DE 1J 1 RECESIVOS Lílftl.ES Ell DR$0F!IJ 
Z l.t"~.liS IWCil EM 2 P~!F.a~ DE LOOJS E~ RATn~ 
3 !00?3 · RATIJt 3 A.WIAS FJi EL EmMTOZOIDE 
4 ro.IL~ DE IWIIrERO {S'OT TEST) Cl ~ 1 

l«JTrt':liJfS CWOII"Jti 
1 FIER!llASTCS DE 1 nllJ'Jm.EQS EH 1 Dfl!MlES LET rus y PERDICA 

f'MimO RAU Y RATll! CEL X EM D~L'fllA 
2 UlfOCnts 11.MllE 2 cm&TltA EH 2 TRffG.OCftllll(S IEOlES EN 

lllXl.A OSE.\ EH AAT!Jj 
RATA Y AATrM 3 IXllIIMfES LET W EH R.iTA Y 

mTrM 
4 Cil!XOOIOl EH ES!9WITOCUt6 
S IKl DI5'UIK:Iíil 

OOIC.m!ES DE EFECTO BIILOOICO 

l SDITEIS et J\111 l SJ!fr:.SIS DE tciH 1 SI1füSIS DE ilMt ~ PR!mfl~ 
tiO -- IKl Pmim !EPA ttOOCros ' RIJITURAS DE M)H, Dt-
Cil.IUS OC IWIJFEP.O lOCilOS Y OTROS TEP.CNIIO Cí CRrwtlIMS HER· 

z MtmS y lftlf IRAS 2 mm; V Rt.PT• tWIAS EN RATON 
ca ~ r.atlAS DE oa (Of DmatTES 
IW!al f EJDIJ3 

3 l1frEJl:tfllIO II 00- 3 ftOODXIIJl lfJlr 
i :, MlR1'S IUJWfS G.liIM 

Elt Cll.!US DE MllI· 
ID1l 

4 !llmSIIJI GDlltA Y 4 INTEROYIID DE 
llctrBMIOH Ell CQATIMS ~-
lE\WXe ffS EN TEilltOS 

s. 

. .. 



COMPUESTOS N-NI nwsos. 

En 1956 Magee y Barnes describieron la inducción de 

t. umor es en h1 gado de rala debí do al consumo de una 

nilrosamina llamada dimelilnilrosamina CB). A partir de 

ese hallazgo, numerosas i nvesli gaci enes se han realizado 

con el fin de conocer los efectos biológicos de más de 300 

compueslos N-ni lroso y se report.6 que cerca del 90Y. de 

ellos produjeron lumores en 40 especies animales, inclu­

yendo primales (7). Lo anterior desencadenó una gran 

preocupación debido a que los humanos eslán expuest.os a 

compuestos N-ni t.roso de fuentes exógenas y endógenas a 

través de nit.rosaci6n de precursores amino ingeridos e 

inhalados. 

Los compuestos N-nilroso se definen quimicamenle como 

el product.o de 1 a reacci 6n ca t. al 1 li ca a pH ácido en t. re el 

ion ni lr i lo y di fer entes compuestos nitrogenados. Estos 

compuestos se subdividen en nilrosamirias y nit.rosamidas de 

acuerdo con el compuesLo ni lrogenado que ha dado lugar a 

su formación (14, 15, 16 y 17). 

La reacción de nilrosación de los compuestos aminados 

que dan lugar a la formación de compuestos N-nilroso se 

lleva a cabo con agenLes ni t.rosarit.es como óxidos de 

nitrógeno CNO, Nz03), cloruro o bromuro de nit.rilo CNOC:l, 

NOBr). sulfuro de nitrilo y de telrafluoroboralo de 

nitrilo CNOF4B0•) C16). 

Las nitros.aminas y nilrosamidas difieren en lo que 

respecta a su actividad mutagénica. Exist.e información 

abundanle se~alando que, por lo general, las nilrosaminas 

son premut.ágenos que requieren ser acli vados meLabólica-

menle par"' inducir mutaciones. De ahi que en sistemas 
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biológicos para investigación, carenles de las enzimas 

encargadas de su biolransformación se requiera acoplar 

homogénados de tejidos que contengan dichas enzimas Cpor 

lo general higado de rala). Por el contrario, en pruebas 

in vivo con roedores e insectos, son activados endogena­

menle Cl8 y 19). 

Las nitrosamidas por el contrario son compuestos 

químicamente activos y pueden ser delectados practicamenle 

en cualquier sistema de prueba sin necesidad de ser 

biolransformados C20 y 21). 

La actividad mulagénica de los compuestos N-nilroso 

se debe especial menle a su capacidad de alquilar el ADN 

(21). 

Las ni lrosami das son agentes alquilanles di rectos y 

son capaces de inducir cáncer y tumores cerca del silio de 

aplicación. Las ni lrosaminas al no ser activas por si 

solas no producen tumores en el silio cercano a su 

aplicación, ya que deben ser transformados melabólicamenle 

Asi pues, su via de adminislración no influye en su 

especificidad por algún órgano. La especificidad de las 

nitrosaminas por un sitio blanco depende mas bien de 

factores lales como la naturaleza quimica del 

la dosis empleada y la especie animal en 

adminislre el compuesto C20). 

compuesto, 

la cual se 

Los cc0mpueslo:. carcí nogéni cos N-ni lros:::> se han delec­

lado en d1ferenles fuentes a las cuáles el hombre eslá 

e;,.:pueslo. Posiblemente la mas iniporlanle la consliluyen 

los ali menlos lal es como embuli dos, algunos quesos, leche 

descremada en polvo, pescados y carnes en donde dichos 

compuestos se pudieron haber formado durante los procesos 
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de cocción. Los productos preservados contienen una gran 

cant.idad de nit.rosaminas y de sus precursores, ya que 

durant.e su manufact.ura son trat.ados con nit.rit.o de sodio. 

Se han det.ecLado t.ambién en algunos de los adit.ivos y 

saborizant.es de aliment.os como la salsa de soya y la pi­

mient.a negra o blanca. Las bebidas fermentadas son ot.ra 

fuent.e principal de nitrosaminas, como por ejemplo, el 

whisky, el ron y la cerveza. C17 y 22). 

La exposición ocupacional a nit.rosaminas, aunque res­

t.ringida a una part.e de la población es import.ant.e debido 

a las al t.as concenlraciones que est.os compuest.os pueden 

alcanzar en el ambiente de t.rabajo, como en la industria 

del hule y del curt.ido C23). 

El t.abaco que se ha i dent.i f i cado como uno de los 

principales fact.ores et.iológicos del cáncer en el humano, 

es una de las principales formas de exposición exógena de 

nilrosaminas volátiles en los fumadore's aclivos y pasivos. 

Estas nit.rosaminas especificas del t.abaco pueden formarse 

durant.e la práctica de fumar o de mascar Labaco y se ha 

puesLo en evidencia que son carcinogénicas en animales de 

l aborat.orio (5). 

Los medicamentos también cont.ribuyen en una forma 

importante a la exposición a nitrosaminas y sus precurso­

res, su posible acción como mulágenos o carcinogénos, hace 

imprescindible su esludio. 

Se han reporlado efeclos carcinogénicos en animales 

después de la administración de amidas y aminas y nitrit.os 

indicando la formación de compuestos N-nitroso in vivo 

(9, 11 y 24). 
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La posibilidad de .que los compuestos N-nilroso puedan 

formarse en el esl6mago humano a partir de amidas o aminas 

y nilrilo podrla darnos una respuesta parcial de la 

eliologia de cánceres. 

Los nilralos y nit.rilos que se encuentran en el agua 

granos, vegetales, en conservadores de alimentos, ele., y 

los ni lr i los formados por me di o de la acci 6n bact.er i ana 

(reducción de nit.ralos a nit.rit.os), en condiciones apro­

piadas pueden intervenir en las reacciones de nilrosación 

de aminas llevando a la formación de nilrosaminas. 

Algunas sustancias pueden calalizar la formación de 

compuestos N-Nilrosos, por ejemplo, el liocianalo, el cual 

eslá presente en la saliva humana y el ácido clorogénico, 

un consli luyent.e del café. Por ot.ro lado, olras sustan­

cias tales como los taninos, el ácido ascórbico Cvilamina 

"C") y el t.ocoferol C vi lamí na "E") parecen ser efect.i vos 

inhibidores de la nilrosación de aminas C25, 26 y 27). 

g 



PRUEBA DE MI CRONUCLEOS. 

Para enler1der como se realiza esta prueba es necesario 

describir que son y que caraclerlslicas poseen los micro­

núcleos. Eslos son fragmentos de cromatina que se producen 

como resultado de un retraso en la anafase y en el curso 

de la lelofase el malerial que no migró a los polos queda 

incluido en una u olra célula hija; ahi puede fusionarse 

con el núcleo principal o ser transformado en uno o varios 

pequei'íos núcleos secundarios, los cuales por regla general 

son mucho más pequei'íos que el núcleo principal y éslos re­

ciben el nombre de micronúcleos C28, 29 y 30). 

El reLraso en la anafase puede ocurrir por dos 

mecanismos principalmenle: 

a) Por rompimiento cromosómico, que se traduce en la 

formación de fragmenlos acénlricos y de cromosomas di o 

mullicénlricos coneclados por puenles C31, 32, 29 y 33). 

b) Por segregación 

mal funci onami en lo del 

cromosómica defect.uosa, debida al 

aparato mi L6Lico que ocasiona el 

retraso de cromosomas completos C29). 

Los micronúcleos eventualmente desaparecen debido a la 

acci 6n de nucl easas y pr oteas as ci lopl As micas, pero 

per sis len por un per 1 odo de t.i empo con si der abl e C 34). 

Presentan algunas ventajas imporlantes: 1) se pueden 

observar en inlerfase, en contraste con los dai'íos 

cr omosómi cos que sol o pueden ser detectados en melaf ase o 

anafase; 2) son sencillos de contar y el número de células 

analizadas puede ser muy gr ande y 3) el análisis de una 

muest.ra única es suficiente para delectar aberraciones 

producidas en cualquiera de las fases del ciclo celular. 
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Los micronúcleos pueden observarse en diferenles lipes 

celulares de la médula ósea como por ejemplo: mieloblaslos 

mielocilos y eriloblaslos; sin embargo es dificil su 

observación debido a que pueden confundirse con segmenla­

ción nuclear normal o lambién pueden quedar enmascarados 

por el núcleo principal. Por lo lanlo los micronúcleos en 

células nucleadas no son evaluados. En esla prueba la de­

lección de micronúcleos es realizada en células anucleadas 

conocidas como erilrocilos policromálicos CPOL). Los 

cual es se originan de una célula 11 amada hemoci lobl as lo. 

El desarrollo de un erilrocilo se divide en un cierlo nú­

mero de elapas, pero debe enlenderse que el proceso es 

conlinuo. Las elapas del desarrollo erilrocilico para la 

diferenciación del hemociloblaslo son proerilroblaslo, 

erilroblaslo basófilo, erilroblaslo policromal6filo, nor­

moblaslo o erilroblaslo orlocromálico, reliculocilo o 

erilrocilo policromálico y eritrocito maduro o normocilo 

C f i g. 1). El desarrollo c;ie un er i lroci lo maduro requiere 

solamenle de unos tres dias en los humanos; y los princi­

pales procesos que inlervienen en la diferenciación del 

erilrocilo son la reducción del volumen, la condensación 

de la cromalina nuclear, finalmente la pérdida del núcleo 

y de los organelos celulares con la adquisición de hemo­

globina C35). 

La diferenciación enlre un erilrocilo policromálico y 

un normocilo es posible debido a que los primeros no pier­

den sus r i bosomas y cuando se li Fíen en forma supra vi tal 

con azul de crecil brillanle, este material aparece como 

una red inlerna muy fina o rellculo; por lo conlrario, 

cuando se li Fíen con color antes li po gi emsa pr esenlan un 

color gris-azuloso que conlrasla con los erilrocilos madu­

ros que después de la disolución de sus ribosomas se li!'íen 

de rosa-naranja. Por ot.ra parle, los erilrocilos policro-

11 



mát..icos son ligerament..e más grandes que los normocit..os o 

erit..rocilos maduros. 

El desarrollo de los erit..rocit..os en los fet..os de 

mam1feros es realizada en la membrana vit..elina durant..e el 

sépt..imo y oct..avo dia de gest..ación y es la única fuent..e de 

células rojas· hast..a el dia once. La hemat..opoyesis act..iva 

en h1gado, bazo y médula ósea ocurre después del noveno 

dia, cuando la circulación ha sido est..ablecida. A part..ir 

del dia diez y hast..a el nacimient..o el higado es el princi­

pal silio de formación de la sangre. Los precursores eri­

t..roides en el higado son complet..ament..e similares a aqué­

llos encont..rados en médula ósea. 

Los micronúcleos no solo han sido analizados en médu­

la ósea e hlgado fet..al de rat..ón, sino en diversos sist..emas 

biológicos como se muest..ra en la t..abla # z. 

18 

1 



CELULA 
DEL RETICULO 

MEGACARIOCITO 

HEMOCITOBlASTO e .. .:li.·~~ffe't 
t.:".4;¡ 

/ 
--:ttMr 

1 ¡\-, 
Proer1troblasto a . · ·.; .. _ ;~~11~:;,. 
'""""~ • - ·:,~~..,· 

Eritroblasto 
bosófilo 
(prorrubricito) 

Eritroblasto 
policromótico 
(rubricito) 

1 

-.. , -~ •• ,_>i 

1 .'. ':.~ 

1 
Normoblasto ;a 
(metorrvbricito) • 

Rtticulocilo 

Eritrocito 

• 
1 • 

Bosófilo Eosinófilo Ntutrófifo 

1 MIElrlTO 1 

e-e-e-___... 
1 Mfl¡ElotlTO 1 

---1 FORMAS El BANDA 1 

--r:llANULOCITOS SEGMENTADOS 

F' igura 11 i 

q 

~o e .. 
•\ ' . " . 

PLAQUETAS 



TABLA 2 

SISTEMAS BI OLOOI COS DONDE HAN SI DO ANAL! ZAOOS LOS 

MI CRONUCLEOS 

I PLANTAS 

Allillmcepa 

Al l i l1m sa t i v11m 

Tradescant ia 

Vicia faba 

II CELULAS EN CULTIVO 

Linfocitos y fibroblastos de manúferos 

Linfocitos y lineas celulares en cultivo 

I I I MAMI PEROS 

a) Cél ul as germinal es 

Espermát.idas 

b) Células somá t.i cas 

Células hepáticas en fetos y adulto 

Sangre 

Médula ósea 

IV HUHAHOS IH VIVO 

Médula ósea 

14 



PRUEBA DE MI CRONUCLEOS EN MEDULA OSEA. 

En el a!'ío de 1973 Schmi d propuso evaluar el dai"ío 

ci t.ogenéli co por medio de la prueba de mi cr onúcl eos en 

médula 6sea de rat.6n (28, 29 y 30). 

Heddle en ese mismo a!'ío, recomend6 este método como 

sust.i lulo del análisis de aberraciones cromos6núcas en 

melafase, debido a la facilidad y rapidez del análisis de 

las células C34). 

Von Ledenburg y Schmid observaron que la sensibilidad 

de la prueba se incrementa si los micronúcleos son anali­

dos en erit.rocilos policromát.icos (35). La prueba es 

ampliamente ulilizada y junto con la prueba de Ames puede 

servir par a la detecci 6n de car ci nógenos C 37) . En una 

comparación entre las dos pruebas se observó que ambas 

tienen la misma especificidad aunque en algunas ocasiones 

el ensayo de Ames puede ser mas sensible. En la prueba de 

micronúcleos se logran efectos a un nivel cromos6mico no 

cubierto por ensayos bacterianos. La prueba de Ames solo 

refleja mulaciones puntuales mienlras que la prueba de 

micronúcleos responde a agentes que rompen cromosomas o 

que provocan no disyunción C39). 

La Agencia para la Protección del Ambiente de los 

Estados Unidos CEPA) en 1993, convocó a un grupo de in-

vest.igadores 

detección de 

a evaluar 

mulágenos, 

los sistemas existentes 

los cual es deLer mi na ron que 

de 

la 

prueba de micronúcleos tiene la capacidad de detect.ar 

agentes carcinogénicos y que con el protocolo recomendado 

se podrla detectar hasta el 70% de los mulágenos 

conocidos. 
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MacGr egor y col abs. , en 1 997, di se!'iar on la guia del 

ensayo de micronúcleos en er i trocitos de médula ósea de 

mam1feros y marcaron los criterios para la realización de 

ésta C39). Trabajos recientes utilizan al ratón como 

sujeto de experimentación, sin embargo, existen otras 

especies animales en las que se realiza esla prueba. 

Diversos aspectos han sido estudiados con respecto a 

este ensayo: diferencias entre sexos, entre cepas de ratón 

y ent.re rulas de administración de los compuestos; han 

si do evaluados por el gr upo de estudios colabora ti vos de 

la prueba •de micronúcleos C40 41 y 42). 

Las ventajas de la prueba son: es un estudio in vivo 

en mamiferos cuya lécnica es fácil, rápida y relativamente 

económica; el análisis al microscopio es sencillo; la fre­

cuencia espontánea de micronúcleos es baja y constante en 

las diferentes especies; además de que los micronúcleos 

per manee en durante todo el cielo celular y 1 a eval uaci 6n 

del estado proliferativo de la médula puede dar una orien­

tación con respecto a la toxicidad de los compuestos en 

estudio. 

Sin embargo esta prueba liene algunas limitaciones por 

ejemplo, si se requiere saber el da~o cromosómico especí­

fico, esla prueba es insuficiente; no detecta agentes 

que: a) no rompan cromosomas, b)que no causen retardo cro­

mosómico en anafase; c:)que produzcan rearreglos cromosómi­

cos sin presencia de fragmentos; d) que no lleguen a la 

célula blanco en suficiente concentración y e) que actúen 

especific:amente en ciertos tejidos o lipes celulares que 

no sean la médula ósea C43, 44 y 45). 
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PRUEBA DE MI CRONUCLEOS TRANSPLACEtfT AIU A. 

La prueba de micronúcleos aplicada a erilrocilos po­

licromálicos en médula ósea de ratones, es una allernaliva 

eficiente al análisis de melafase para la detección de 

da~o cilogenélico in vivo de células somáticas de mamifero, 

sin embargo, ha sido criticada por razones de pérdida de 

sensibilidad, cuando se eslan probando mulágenos que re­

quieren activación en tejidos especificos, por ejemplo el 

higado, la cual no es realizada por células de la médula 

ósea. También en el caso de que el mela bol i lo acli vo se 

produzca, pero que no alcance las concentraciones efeclivas 

en la circulación sanguinea por poseer una vida media 

corla. C45). 

Cole y colabs. en 1979 recomendaron que la selección 

de quimicos genotóxicos que requieren activación meta­

bólica, sea realizada en ratones por medio de exposición 

lransplacenlaria en celulas de higado fetal debido a que 

las células sangulneas fetales a parlir del décimo dla de 

gestación se desarrollan en el higado al lado de hepatoci­

Los, los cuales melabolizan premulágenos y/o carcin~genos 

(46). 

Los mismos autores en 1981 realizaron estudios sobre 

cinética celular de los erilrocilos, remarcando la impor­

tancia en los siguientes factores: duración del ciclo 

celular, proporción del ciclo ocupado por replicación 

cromosómica, duración del tiempo entre la última mitosis y 

la expulsión nuclear, y la vida media de los erilrocilos 

policromálicos. En la figura # 2 se observa que en la 

médula ósea de ratones adultos, ocurren cerca de siete ci­

clos de división celular duranle la transición de proeri­

troblaslos a eritrocitos. Cada ciclo dura de 10 a 11 
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horas y la úllima mitosis se termina aproximadamente 10 

horas antes de que los normoblastos o erilroblastos orto­

cromáticos pierdan su núcleo y enlences se transformen en 

eritrocitos policromálicos. En el higado fetal la pro­

ducción de eritrocitos es considerablemente más rápida. 

Solo 3 o 4 divisiones celulares ocurren dentro de las 

pobl aci enes celular es, cada una dura cerca de 6 horas y 

transcurre el mismo tiempo entre la terminación de la 

última mitosis y la formación de eritrocitos 

poli cromáticos. En ambos tejidos los últimos dos ciclos 

celulares ocurren durante las etapas de maduración celular 

de eritroblasto basófilo y policromatófilo. Los 

parámetros del ciclo celular en eritroblastos de 16 dias 

en ratón son Gi 0.5 h, S 4.0 h, Gz l.5h y en médula 6sea 

son Gi 1.0 h, S 7.5 h, Gz 1.5 h. La vida media de los 

eritrocitos policromálicos son similares a los tiempos de 

duración de los ciclos celulares de sus eritroblastos 

ancestrales C47). Propusieron que la expresión óptima de 

da~o cromalidico y cromosómico ocurre si el agente tóxico 

alcanza concentraciones efectivas durante el penúltimo 

ciclo celular de maduración erilroblástica. Por lo que 

recomendaron que la recuperación de células de médula ósea 

materna sea realizada 24 horas después del tratamiento y 

para higado fetal en un tiempo de 15 a 18 horas (18). 

Un a~o después realizaron un protocolo de múltiples 

lralamienlos, administrando el compuesto quirnico en tres 

ocasiones, es decir, 27, 21 y 15 horas antes de la 

recuperación de los erilrocilos policromálicos. Se observó 

que cuando se e;.:pone el hlgado felal durante varios ci­

clos celulares consecutivos, 1 a respuesta se amplifica 

(19). 
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En 1983 los i nvest..i gador es arriba mencionados 

compararon la habilidad de 6 compueslos quimicos Cla milo­

micina C, la procarbazina, el melil melano sulfonalo, la 

ciclofosfamida, el benzo[alpireno y la dielilnilrosamina, 

los cuales difieren en su reacción con ADN y en su 

necesidad de activación melab6lica) para inducir micronú­

cleos e intercambio de cromálidas hermanas en células 

erilroides en desarrollo en el h1gado felal de ralón 

duranle el úllimo cuarlo de geslaci6n. 

desarrollo la capacidad melab6lica 

excede a la capacidad de la médula 

resullados mostraron que las dosis 

En esla elapa de 

del higado felal 

ósea adul la. Los 

mi ni mas delec ladas 

como polencialmenle genolóxicas son similares en ambas 

pruebas Ccon excepción de un compuesto, la procarbazina). 

Cuando fueron expueslos in vitro los higados fetales ais­

lados, la respuesta de los compuestos fue relacionada 

direclamenle con aquélla encontrada de la exposición in 

vivo, indicando el papel del higado felal en la aclivaci6n 

melab6lica. Reportaron que ambas pruebas podrlan ser 

compl emenlarias para es\.udios de efectos genolóxicos de 

exposición en úlero a qu1micos que daf'ían el ADN (48). 

Cole y colabs. (1988) mencionaron que las pruebas 

cilogenélicas in vivo de corla duración realizadas con 

animales adullos, son pobres prediclores de riesgo de 

nilrosaminas (posibles iniciadores de tumores humanos), 

debido a que 1 as células de médula ósea y linfoides no 

activan esle lipo d~ compuestos y los productos del 

melabolisrnc hepático probablemenle no sobreviven en la 

circulación en su forma activa. Sin embargo, al probar 

una nitrosamina carcinogénica llamada dietilnitrosamina 

CDEN), utilizando la prueba de micronúcleos lransplacenta­

ria en ratón, se demostró que DEN causó rompimientos 

cromosómicos e indujó a la formación de micronúcleos en 
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eri t.roci los policromát.icos de hlgado fet.al asl como de 

sangre neonatal. La respuesta máxima fue encont.rada 

entre las 30 y 36 horas después del t.rat.amient.o, en 

cont.rast.e con el periodo de 12 a 15 horas observado con la 

rnit.omicina C y la radiación r (48). Parece ser que en 

roedores DEN es met.abolizada lent.ament.e después de una 

inyección int.raperit.oneal y una cantidad rninima es excre­

tada. Las células micronúcleadas pueden por lo t.ant.o 

representar el da!'ío al DNA acumulado durante 3-4 ciclos 

celulares C49). 

En la actualidad una cantidad de compuestos químicos 

rel ali vament.e peque!'ía ha si do evaluada por ést.e si st.ema 

C Tabla # 3) ; a pesar de que es la prueba puede evaluar 

met.abolit.os de vida cort.a que son producidos por células 

hepát.icas, con una mayor sensibilidad que la médula 6sea y 

de la import.ancia que representa el problema de la mut.agé­

nesis t.ransplacent.aria C50, 45 y 51). 
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TABLA 3 

COMPUESTO VIA DE DIA DE ~A- RECUPE- RESULTAOOS REF"EREN RACION • ADMON. TAMIENTO MO HF MO HF SF CIA 

MC 1. p. 15-18 30 12 + + 46 

PC 1. p. 15-16 36 24 + + + 46 

Radiación y 1. p. 15-16 24 12 + + 18 

MMS 1. p. 15-16 24 18 + + 18 

BCalP i. p. 15-16 48 30 + + 18 

DEN i. p. 15-17 36 + + 49 

MMS i. p. 15-17 27 + + 19 

CF i. p. 16 24 24 + + 48 

DEN i. p. 16 24 24 - + 48 

MNllG i. p. 13 18 + 51 

MNNG s.c. 13 18 + 51 

MNNG i. v. 13 18 + 51 

MNNG p.o 13 18 - 51 

DES i. p. 17 - 52 

Carbadox i. p. 
15 16 + .. 50 p. o. 

01 aqui r.do:-: 
i. p. 

15 19 .. + 50 p. o. 

Ciadox i. p. 15 18 - - 50 
p. o. 

Arecol ina i. p. 17 45 + 53 

Benceno p. o. 18 21 + .. 54 

ver abreviaturas en la pagina siguiente. 
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Abreviaturas: BCaJP, benzo[alpireno; CF, ciclofosfamida; DEN, die­

tilnitrosamina; DES, dietiletilbeslrol; MC, milomicina C; MNNG, 

N-melil-N-nitro-N-nilrosoguanidina; MMS, melil metano sulfonato; 

PC. procarbazina 

i.p. intraperiloneal, i.v. intravenosa, p.o. oral, s.c. subcutánea 

MO, Médula ósea HF, higado fetal SF, sanfre fetal 

• El tiempo de recuperación anotado en la presente tabla es en el 

que se observó la máxima respuesta. 
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CARACTERISTICAS GENERALES DE LA PIPERAZINA 

H 
1 

.... H......._ 
~6 'cH2 

1 

1 
H2C C~ ___ N___. 

1 
H 

La piperazina es una droga anlihelminlica que se 
1 

uliliz6 desde 1949 como un medicamenlo allamenle efeclivo 

conlra Ascaris lwnbricoides y Enteribi-us C Oxyuris ) ver­

micularis C55 y 66). 

Produce parAlisis y flacidez en el músculo de A. lum­

bricoides y como consecuencia de los movimienlos perislAl­

licos, las lombrices pueden expulsarse. Bloquea la res­

puesta del músculo de éslas a 1 a aceli 1 colina, al ler ando 

la permeabilidad de la membrana celular a los iones que 

son responsables del manlenimienlo del potencial de reposo 

por lo que reduce la movilidad de las lombrices y por ende 

el peligro de migración. 
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La piperazina tiene la capacjdad de ser rápidamente 

absorbida por el tracto intestinal, as1 una porci6n de la 

droga absorbida es degradada y la restante es excretada en 

la orina. 

En cuanto a su toxicidad y efectos secundarios se ha 

visto que en estudios con pacientes que han recibj do 

tratanúentos de piperazina por varios dias no se ha mani­

festado ninguna anormalidad. Muy ocasionalmente se pre­

sentaron naúseas, v6mito, diarrea y otras reacciones 

alérgicas. Además no se han reportado problemas con el uso 

del medicamento durante el embarazo y lactancia C56). 

La piperazina se administra oralmente y esta disponi­

ble en tabletas de 500 mg. o en suspensión con 100 mg/ml. 

Para atacar a las siguientes enfermedades se han 

recomendado las dosis que a continuación se citan 

ASCARIASIS 

ENTEROBI ASI S 

Adultos: 3.5 g. una vez al di a por 

Ni!'íos: 

dos dias seguidos. 

75 mg/Kg. Cmáximo 3. 5 g.) 

una vez al dia por dos dias 

consecutivos. 

Adultos y ni !"ios: 65 mg/Kg. C mAxi mo 

2. 5 g.) una vez al dia du­

rante siete dias seguidos. 

Precauciones y contraindicaciones.- No se recomien­

da hacer uso de la piperazina en pacientes con epilepsia, 

alteraciones renales e insuficiencia hepática. 
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ANTECEDENTES SOBRE ESTUDIOS DE 

CARCINOGENICIDAD. 

Ml.rrAGENICIDAD y 

La piperazina se puede ni\..rosar rápidamente in vitro, 

y en animales experimentales se ha observado la formación 

endógena de dos N-nitrosopiperazinas: la N-mononi\..rosopi­

perazina CMNPZ) y la N'-N'-dini\..rosopiperazina CDNPz:> 

C16). 

En estudios con ratones realizados por Melvin Green­

blatt y Sidney S. Mirvish en 1972, reportaron que la ad­

ministración simultánea de piperazina C0.69-18.75 g/Kg en 

el alimento) y nitrito de sodio CO. 05-20 g/l en el agua 

del bebedero) durante un periodo de 20 a 25 semanas, sa­

crificando a los animales después de 10 a 13 semanas. 

indujó la formación de adenomas en pulmón. No sucede lo 

anterior cuando se \..rala a los animales con piperazina 

sol a, o con ni tri \..o de sodio sol o. Tampoco cuando son 

\..ralados con ni\..ra\..o de sodio 6 con piperazina y ni\..ra\..o 

de sodio simultáneamenle. También se repor\..6 que la 

mononitrosopiperazina utilizada como con\..rol posi\..ivo en 

este trabajo, es carcinogénica en ratón Cll). 

M. Borzsonyi y colabs. C1980) realizaron una investi­

gación para conocer los efectos que produce la dini\..roso­

piperazina, la cual fue sin\..etizada a partir de un 

fungicida llamado Triforin. Se utilizaron en es\..e trabajo 

ratones adultos de ambos sexos, hembras gestan\..es y hem-

bra::; .sn periodo de lactación. Los resultados mostraron 

que la díni\..rosopiperazina puede atravesar la placenta y 

llegar hasta los fetos o pasar a través de la leche mater­

na, produciendo tumores en higado, pulmón y leucemias de 

tipo linfoide en la descendencia cuando alcanza la madurez 

o llegar a ser muy tóXíca y provocar la muerte. La apari-
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ci6n de tumores en los ratones adultos fue observada en un 

periodo más corlo comparado con el tiempo en que fueron 

enconlrados los tumores en el grupo control. La inciden-

cia de lumores fue mas alla en los ratones expueslos a 

través de la madre que en los adultos. De esta forma se 

demoslr6 que la dinilrosopiperazina es un carcin6geno 

transplacenlario en ratones ClO). 

Se ha observado que en ralas la mononitrosopiperazina 

administrada en el agua del bebedero, con un tratamiento 

agudo produjo degener aci 6n de células de hi gado y de 

ril'í6n, degeneración vacuolar sobre el epilelio de los 

túbulos colectores, congestión ,Pulmonar y edema alveolar; 

y en lralarnientos crónicos, indujo una gran variedad de tu­

mores en diferentes órganos (12). 

Las nitrosaminas 1-nitroso-4-melilpiperazina, 1,4-di­

nitrosopiperazina y 1-nilrosopiperazina en las cuales no 

se habia observado aclividad mulagénica en el sistema de 

Salmanella typhimuriwn., fueron probadas mediante el siste­

ma via hospedero, en el cual se utilizaron ratones a los 

cuales se inyecto la bacteria en !'orma intraperiloneal y 

el compueslo por via intramuscular. Los resultados moslr~ 

ron que los tres compuestos son rnulagénicos, ya que dan 

una dosis respuesta positiva en relación al número de co-

lonias reverlantes de 5. typhimuril1.Tn.. Cuando fueron pro-

bados únicamente los compuestos en la bacleria, se obtuvi~ 

ron resul lados negativos, lo cual parece indicar que las 

bacterias no poseen las enzimas necesarias para metaboli­

zar esas sustancias y convertirlas en sus formas activas. 

La piperazina y la N-metilpipera:zina fueron utilizadas 

como controles negativos, parece ser que la presencia de 

un grupo nitroso es esencial para que se !'orme un 

metabolilo mutagénico C57). 
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Cuando se probaron algunos derivados de N-nilrosopi­

perazinas con el ensayo de Ames en presencia o ausencia de 

S9 Chomogenado de higado de rala) y fenobarbilal, se obseL 

vó que lodas las sustancias requieren de aclivación mela­

bólica para que muestren actividad mulagénica C58). 

Andrews y colabs. C1979) mencionaron que exisle una 

relación enlre la actividad mulagénica y carcinogénica de 

las nilrosaminas ciclicas enlre las que se encuentran 

varios derivados de N-nilrosopiperazinas Cver labla # 4) 

(59). 

En experimenlos con ralones realizados recienlemenle 

en nueslro laboralorio se moslró que la piperazina reacciQ 

na in vivo con el nilrilo de sodio, formándose un compues­

lo mulagénico que puede ser relenido en el organismo, ex­

crelándolo después en forma de un derivado glucorónido. 

La delección de mulágenos en la orina de los ralones por 

medio del Ensayo de Ames puede ser un dalo indicalivo de 

que los organismos esluvieron expueslos a los derivados 

nilrosados carcinogénicos de la piperazina. Se observó 

que la excreción urinaria de los mulágenos en los animales 

se incrementa en forma direclamenle proporcional a la con­

cenlración del nilrilo de sodio, asl como lambién al aumen 

lar el número de lralami enlos C60). 

Para delerminar si la ingeslión de piperazina puede 

llevar a la formación endógena de N-Nilrosopiperazinas en 

humanos, Bellander et a1 en 1985 realizaron un estudio en 

el cual se administró en forma oral 480 mg de piperazina a 

cualro volunlarios. Se encontró que aproyJmadamente 140 a 

230 µg/l de mononilrosopiperazina son formados en el 

eslómago y que cerca del lOX de esa canlidad es excrelada 

en la orina sin ningún cambio, por lo que el reslo pudo 
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haber sido metabolizado o excretado en heces. Cuando se 

mezcló la piperazina con 2 g de :i.cido ascórbico antes de 

la administración, la concentración de mononitrosopipera­

zina en el jugo gástrico decreció y la excreción de ésta 

en la orina fue de un 20 a 77X. Se detectó que de un 21 a 

36X de la dosis de piperazina ingerida (480 mg) es 

excretada en la orina y por lo tanto esta fracción se 

escapa de las reacciones de nitrosación. No hubo indicios 

de mononitrosopiperazina ni de dinitrosopiperazina en la 

sangre y como ésta última no se encontró en ninguna de las 

muestras, se piensa que se pudo haber formado pero en una 

concentración muy baja y después se metabolizó C61). 

En un trabajo posterior de Bellander et al se reportó 

que la formación endógena de mononitrosopiperazina se lle­

vó a cabo en trabajadores expuestos a piperazina, en los 

cuales se detectó la nitrosa.mina en muestras de orina 

C62). En otra ocasión expusieron a 12 voluntarios durante 

8 horas a 0.3 mg de piperazina/m3 y se controló la 

concentración de nitratos y ascorbatos en la dieta, lo 

anterior se hizo para determinar de que manera los 

ni tratos y ascorbatos intervienen en la formación de la 

mononitrosopiperazina. Se encontró que en los sujetos con 

dietas altas en nitratos habla una concentración mayor de 

mononitrosopiperazina que en aquéllos en los que su dieta 

consist1a de bajo contenido de nitratos, as1 como de alto 

contenido de ascorbatos C63). 
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TABLA 4 

RELACION ENTRE ACTIVIDAD MUTAGENICA Y CARCINOGENICA DE 

DERIVADOS DE N-NITROSOPIPERAZINAS C59). 

COMPUESTO CARCINOGE MlJI'AGENI 
NICIDAD CIDAD 

Dinilrosopiperazina + + 

Dinilrosohomopiperazina + + 

2-melil-dinilrosopiperazina + + 

2,5-dimelil-dinilrosopiperazina + + 

2,6-dimelil-dinilrosopiperazina + + 
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MATERIALES Y METODOS. 

1. MATERIALES. 

1.1 Compuest.os quimicos. 

Fosfato de 

sodio dib.ll.sico 

pot.asio 

CBaker); 

monobási co CBaker); fosfat.o 

giemsa CMerck); hexahidrato 

de 

de 

piperazina CWint.rop); metanol CBaker); met.il met.ano 

sulfonal.o (Sigma); nit.rit.o de sodio CBaker) y suero fetal 

bovino CMicrolab). 

1.2 Material biológico. 

Rat.ones hembras de la cepa CD1 de 9 a 11 semanas de edad. 

Ratones machos de la cepa CDl de 10 a 12 semanas de edad. 

2. METOOOS. 

2.1 Obtención de hembras con embarazo sincronizado. 

2.1.1 Condicionamiento: se realizó de acuerdo 

descrit.o por Whit.t.en C64 y 65). 'A cuatro grupos 

a lo 

de 20 

hembras se les colocó en una jaula en ausencia de machos 

durant.e 15 dias, para provocar el anestro fisiológico. 

2.1.2 Estimulación: se colocó en la jaula que contenia 

a las 20 hembras a un macho separado f i si cament.e C en una 

jaula pequei'ía) para que ést.e act.uara como est.imulador 

visual y olfat.ivo durante 48 horas. De esla manera se 

indujó el comienzo del ciclo eslral. 
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2.1. 3 Apareo: se inlrodujo un macho en una jaula 

dur anle 48 horas par a que mar car a su ler r i t.or i o, después 

se melieron 2 hembras previamenle condicionadas y eslimu­

ladas en la jaula y se dejaron lranscurrir 24 horas para 

que realizaran la cópula. 

2.2 Idenlificaci6n de hembras embarazadas. 

Se ulilizaron dos crilerios para idenlificar a las 

hembras embarazadas: 

2. 2.1 Observaci6n del t.ap6n vaginal el dia cero, es 

decir, un di a después del apareo. El t.ap6n vaginal eslá 

formado por la mezcla de las secreciones de las glándulas 

vesiculares y coagulalivas del macho, por lo que su 

presencia indica que la hembra se apareó. 

2.2.2 Conlrol de peso corporal, t.omándose en cuenla el 

peso inicial Cdia cero) y el del dia 13 de geslaci6n. Se 

calculó el porcenlaje de increment.o en esle lapso y se 

det.ermin6 el porcent.aje minimo de aumenlo C25:-o para cali­

ficar como posit.ivo el embarazo. 

2.3 Preparación de soluciones. 

Todas las soluciones se prepararon inmediatamente 

antes de la adnúnist.ración. Dado que se lrabajó con com-

puestos hidrosolubles, ladas las suslancias se disolvieron 

en agua. 
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2. 4 Tratamíentos. 

2.4.l Experimento# l. 

Con el fin de estandarizar la prueba y obtener una 

dosis-respuesta posiliva, se administró meUl met.ano 

sulfonato Cun mut•geno conocido) el dia 16 de embarazo, 18 

horas antes del sacrificio, a las dosis de 25, 60 y 100 

mg/Kg de peso, por via 1ntraper1toneal. El grupo control 

recibió solamenle el vehiculo Cagua deslilada). El número 

de animales por grupo de tratamiento fué de 3 ratones 

hembras. 

2.4.2 Experimento# 2. 

Se administró nitrito de sodio el dia 16 de embarazo, 

24 horas ant.es del sacrificio, a las dosis de 0.42, 0.85, 

1.7, 3.4 y 20 mg/Kg de peso, por via oral forzada a través 

de sonda. 

2.4.3 Experimento# 3. 

Se realizaron dos esquemas de tratamient.o: 

A) Se lralaron por vi a oral 3 ratones por grupo el 

d1a 16 de geslación, 24 horas antes del sacrificio, el 

gr upo uno reci bi 6 ni Lr i t.o de sodio C 20 mg/lég), el gr upo 

dos piperazina (65 mg/Kg) y el grupo tres nitrito de sodio 

C20 mg/Kg) y piperazina C65 mg/Kg) simultáneamente. 
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8) Se lralaron por via oral 3 ralones por grupo el 

dia 15 de geslación, 36 horas anles del sacrificio a los 

siguienles grupos: el primero recibió nilrilo de sodio 

C0.85 mg/Kg); el segundo, nilrilo de sodio C20 mg/Kg); el 

lercero, piperazina C65 mg/Kg); el cuarlo, nilrilo de 

sodio CO. 85 mg/Kg) y piperazina C65 mg/Kg) y el quinlo, 

nilrilo de sodio C20 mg/Kg) y piperazina C65 mg/Kg). 

2.4.4 Experimenlo # 4. 

Se realizaron lralamienlos múlliples por via oral a 3 

ralones por grupo, el dia 16 de geslaci6n, 27, 21 y 15 

horas anles del sacrificio, adminislrando al grupo uno, 

piperazina C65 mg/Kg); al grupo dos, nilrilo de sodio C20 

mg/Kg) y al grupo lres, piperazina C65 mg/Kg) simullánea­

menle con nilrilo de sodio C20 mg/Kg). 

2.5 Procesamienlo de mueslras. 

2. 5.1 Médula ósea. 

Se lomaron mueslras de médula ósea después del sacri­

ficio del animal según la lécnica reporlada por Schmid C29 

y 30): 

Se exlr aj er on los fe mur es cor lande cuidados amen le 

desde la región pro>:imal, cercana a los huesos pélvicos 

hasla la región dislal deb;:;.jo dG la rodilla. Se limpi;:;.ron 

los huesos con una gasa hasla quedar libres de músculos. 

Se corló el exlremo proximal, a manera que la cavidad 

del hueso quedara visible. 
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Se insertó en 1 a ca vi dad del hueso una jeringa de 1 

ml con 0.2 ml de suero fetal bovino, inaclivado a 56 ºe 
durante 30 minulos y filtrado por millipore 0.45 µ. 

Asi insertada la jeringa, se sumergió el hueso en 5 

ml de suero felal bovino conlenido en un tubo de centrifu­

ga y se resuspendió suavemenle, absorbiendo y expulsando 

con el émbolo. 

Se centrifugó a 1000 rpm durante 5 minutos. 

Se retiró el sobrenadamente con pipeta Pasleur. En 

el caso de sedimentos grandes se agregó una gota de suero, 

o bien se suspendió todo el sedimento cuidadosamente con 

repelidas aspiraciones con una pipeta Pasteur. 

Se puso una peque~a gola de esta suspensión al final 

de un portaobjetos y se extendió empujando el material con 

un cubreobjetos inclinado en un ángulo de 45°. El tamal'io 

de la gota fue tal que Lodo el material fuera distribuido 

de 2 a 3 cm. La preparación se secó al aire. 

Se codificaron las laminillas. 

Veinticuatro horas después de la preparación de las 

laminillas se fijaron en met.anol absoluto por 5 min y se 

li Fieron por 20 mi n en Gi emsa al 5~; en una sol uci ór, amor U -

guadora de fosfatos 0.01 M C0.71 g de lfazHP04, 0.68 g de 

KHzP04, 1000 ml de agua destilada), ajustando el pH a 6.8. 

Se lavaron en agua corriente y se dejaron secar. Se 

limpiaron por detrás con met.anol. 
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2.5.2 Higados fetales. 

Después de sacrificar al animal se le hizo un corte 

ventral y se extrajeron dos fetos. 

Al feto se le hizo una insición ventral y se extrajo 

el higado, órgano que se encuentra muy desarrollado y por 

lo tanto se observa con rápidez. 

El h1gado se introdujo a un tubo de centrifuga que 

contenl a 3 ml de suero fetal bovino. 

Con ayuda de una pipeta Pasteur el h1gad6 se resus­

pendió, absorbiendo y expulsando todo el material hasta 

que se formó una suspensión fina. 

Se dejó reposar el tubo durante unos minutos para que 

sedimentaran los tejidos grandes y se decantó el sobrena­

dante en un tubo de centrifuga limpio. 

Se centrifugó a 500 rpm durante 10 minutos. 

Se retiró el sobrenadante con pipeta Pasteur. 

Se codificaron las laminillas, se realizó el frotis, se 

fijó y se ti!'íó en la misma forma que las muestras de 

médula ósea. 

2. 6 Análisis al microscopio. 

Se analizaron 2000 eritrocitos policromáticos por 

ratón en cada uno de los tejidos (médula ósea e higado 

fetal). El análisis se hizo tomando en cuenta las células 

con núcronúcleos sin importar cuantos tenian. 
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La lectura se llevo a cabo "a ciegas", es decir, sin 

conocer la clave de la laminilla. 

2.7 Análisis estadistico. 

Se utilizaron las tablas de Kastenbaum y Bowman para 

el análisis de los resultados C66). 
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RESUL T AOOS. 

Con el propósito de estandarizar la prueba de micro­

núcleos transplacentaria en nuestro laboratorio, se utili­

zó metil metano sulfonato, un compuesto que en estudios 

previos ha incrementado la frecuencia de micronúcleos en 

higado fetal de rat6n C10 y 19). En la tabla 6 se mues­

tran los resultados obtenidos del análisis de micronúcleos 

realizado a las 18 horas después de administrar a un grupo 

de ratones este compuesto en concentraciones de 25, 60 y 

100 mg/Kg de peso. Se puede observar que tanto en la mé­

dula ósea como en el higado fetal la frecuencia de micro­

núcleos aumenta con respecto a la dosis. 

Investigaciones recientes han sefialado que el nitrito 

de sodio posee propiedades mutagénicas C67 y 68). D. Luca 

et at C1987) mostraron que este compuesto es capaz de in­

ducir la formación de micronúcleos en médula 6sea de ra­

tón. Se dise~6 un experimento que tuvo como finalidad la 

identificación de la dosis adecuada de nitrito de sodio 

que no incrementara la frecuencia de micronúcleos ~n híga­

do fetal de ratón. Los resultados de este experimento se 

resumen en la tabla 6 en donde se puede observar que con 

ninguna de las dosis empleadas se alteró la frecuencia de 

micronúcleos con respecto al control. 

En la' tabla 7 se muestran los resultados obtenidos 

cuando se administró piperazina y nitrito de s.odio simul­

t.Aneament.e, con el fin de inducir la formación endógena de 

un compuesto N-nitroso. Los ratones recibieron una dosis 

y se sacrificaron en dos periodos C24 y 36 horas después 

del tratamiento). Ademá.s del grupo de ratones control que 

recibió agua destilada, se incluyeron otros grupos contro­

les que se trataron tanto con nitrito de sodio C0.86 y 20 
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mg/Kg) como piperazina C55 mg/kg) por separado. En ningu-

no de los grupos evaluados se observó que la frecuencia de 

micronúcleos se increment.ara significat.ivamenle con res­

peclo al conlrol. 

Cuando se inlensific6 el lralamient.o y se adminis­

t.ro piperazina C55 mg/Kg) y nit.rit.o de sodio C20 mg/Kg) 

en forma simult.ánea, 27, 21 y 15 horas ant.es del sacrifi­

cio se observó que la frecuencia de micronúcleos se man­

t.enia similar al conlrol, lo cual se muestra en la t.abla 

8. 
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TABLA 5 

FRECUENCIA DE MI CRONUCLEOS e MN) EN LOS ERI TROC:I TOS POLI CROMA TI cos e POL) 

DE MEDULA OSEA E HIGAOO FETAL DE RATON DESPUES DE UN TRATAMIENTO SIMPLE 

VIA INTRAPERITONEAL CON METIL METANO SULFONATO EL DIA 16 DE GESTACION. 

DOSIS POL CON PORCENTAJE RESULTADO 
TEJIOO COMPUESTO mg/Kg MN POL CON MN EST AOI STI CO 

M CONTROL -- 16 0.26 -
E o 
D s MM S 25 30 0.50 -
u E MM S 50 64 1. 06 + 
L A 
A MM S 100 96 1. 60 + 

H F CONTROL -- 22 0.18 -I E 
G T M M s 25 66 0.55 + 
A A M M s 50 391 3.25 + 
D L o M M s 100 698 5.BO + 

Se analizaron en médula ósea tres animales por grupo y 2000 POL por 

animal. En hígado fetal fueron tres animales por grupo, dos fetos 

por camada y 2000 POL por feto. 

p < o. 01 
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TABLA 6 

FRECUENCIA DE MI CRONUCLEOS e MN) EN LOS ERITROCITOS POLI CROMA TI cos e POL) 

DE MEDULA OSEA E HI GAOO FETAL DE RATON DESPUES DE UN TRATAMIENTO SIMPLE 

POR VIA ORAL CON NITRITO DE SODIO CNaNOz) EL DIA 16 DE GESTACION. 

DOSIS POL CON PORCENTAJE RESULTADO 
TEJIDO COMPUESTO 

mg/Kg MN POL CON MN ESTADISTICO 

M 
CONTROL -- 3 0.05 -o E 

NaNOz 0.42 9 0.15 -
D s 

NaN02 0.8!3 B 0.13 -
u 

E NaN02 1. 70 2 0.03 -
L 

NaN02 3.40 3 0.05 -
A 

A 
NaN02 20.00 5 0.08 -

H CONTROL -- 20 0.16 -
1 F 

NaN02 0.42 27 0.22 -
G 

E 
NaN02 0.85 11 0.09 

A 
T 

NaNOz 1. 70 7 0.06 -
D 

A 
NaN02 3. 40 6 0.05 -

o L 
NaNOz 20.00 g 0.07 -

¡ i' Se analizaron en médula ósea tres animales por grupo y 2000 POL por 

·~ animal. En higado felal fueron tres animales por grupo, dos fetos 

por camada y 2000 POL por feto. 

p < o. 01 
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TABLA 7 
· . ...;. ~ 

- f"RECUENCIA DE MICRONUCLEOS CMN) EN LOS ERITROCITOS POLICROMATICOS CPOL) 

DE MEDULA OSEA E HIGAOO f"ETAL DE RATON DESPUES DE UN TRATAMIENTO SIMPLE 

POR VI A ORAL CON PI PERAZI NA y NI TRI TO DE SODI o e NaNOz) LOS DI AS 15 y 1 6 

DE GESTACION. 

TIEMPO DOSIS POL CON PORCENTAJE RESULTADO 

TEJIDO COMPUESTO DE EXP. mg/Kg MN POL CON MN ESTADIS-

horas TICO 

M 
NaNOz 24 20 14 0.23 -

E 
PIPERAZINA 24 65 15 0.24 -

D 

u PIPERAZINA 
24 20-65 11 0.18 -

y NaNOz 
L 

Nali02 36 0.85 8 0.13 -
A 

NaNOz 36 20 21 0.35 -

o PIPERAZINA 36 65 23 0.38 -

s PIPERAZINA 
36 0.95-65 20 0.33 -y NaNOz 

E 
PIPERAZINA 

36 20-65 21 0.35 -
A 

y NaN02 

COlffROL 36 -- 10 0.16 -

H 
NaNOz 24 20 27 0.22 -

I PIPERAZINA 24 65 26 0.21 -
G 

PIPERAZINA 
24 20-65 24 0.20 -

A y NaNOz 

D 
NaNOz 36 0.85 20 0.16 -

o 
Natl02 36 20 28 0.23 -

F PI PERt.ZI tlA 36 65 17 0.14 -
l 

E 
PI PEP.AZI tlA 36 0.95-65 19 0.15 -T y tl.;J-:02 

A 
PIPERAZINA 

L y NaN02 
36 20-65 18 0.15 -

COtffROL 36 -- 16 0.13 -

p < o. 01 
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TABLA 8 

FRECUENCIA DE MI CRONUCLEOS e MN) EN LOS ERITROCITOS POLI CROMA TI cos e POL) 

DE HIGADO FETAL DE RATON DESPUES DE UN TRATAMIENTO MUL TI PLE C 27, 21 Y 

15 HORAs:l POR VI A ORAL CON PI PERAZI NA y NI TRI TO DE SODI o e NaNOz) EL DI A 

16 DE GESTACION. 

DOSIS POL CON PORCENTAJE RESULTADO 
TEJIDO COMPUESTO mg/Kg MN POL CON MN EST ADI STI CO 

H CONTROL -- 20 0.16 -
I 

F NaNOz 20 21 0.17 -
G 

E 
PIPERAZINA 65 17 0.14 -

A 
T 

A 
NaNOz y 

D PIPERAZINA 
20-65 22 0.18 -

o L 

Se analizaron tres animales por grupo, dos fetos por camada y 2000 

POL por feto. 

p < o. 01 
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DISCUSION Y CONCLUSION. 

Algunos est.udios report.an que la mononitrosopipera­

zina y la dinitrosopiperazina son carcinógenos, los cuales 

pueden originarse de la reacción entre la piperazina y el 

nitrito de sodio C11, 61, 62 y 63). En nuestro laborat.o­

rio se ha observado en experimento con ratones, que esas 

sustancias reaccionan in vivo y forman un compuesto muta­

génico que se excreta en la orina en forma de derivado 

glucor6nido y que mani:fiest.a su efect.o al increment.ar el 

número de colonias revertantes de Salmonetla typhim-urium.. 

C60). Nos parecio import.ant.e tomar como modelo a la 

piperazina y el nitrito de sodio y evaluar si la formación 

endógena de nitrosopiperazinas, de acuerdo con lo se~ala­

do por Cole y colabs., puede ser detect.ada con mayor faci­

lidad por el higado fetal de rat6n C49), ya que las 

ni trosami nas no han mostrado ser mutagénicas en est.udios 

citogenéticos en médula ósea de mamiferos. La evaluación 

de éstos compuestos en pruebas más sencillas que las de 

carcinogénesis podria representar el contar con un número 

mayor de compuestos estudiados en un tiempo menor y con un 

costo inferior. 

Varias nitrosaminas han mostrado que se metabolizan 

de una manera muy lenta, observándose que la frecuencia de 

micronúcleos en higado fetal se incrementa de 30 a 36 

horas después de su aplicación [por ejemplo la dietilni­

trosamina C49). 

En el presente estudio se administró en una ocasión 

la piperazina C65 mg/Kg) y el nitrito de sodio C0.05 y 20 

mg/Kg) simultáneamente, recuperando las muestras a las 24 

y 36 horas después del tratamiento, sin embargo, la fre­

cuencia basal de micronúcleos no se incremento con respec-
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lo al control. Podemos suponer que una sola aplicación de 

los compuestos no fue suficiente para formar los derivados 

nilrosados; o bien se produjeron en concentraciones mini­

mas y sus efectos no se man1 festaron. 

Con el fin de incrementar la sensibilidad de la prue­

ba se realizó un tratamiento múltiple, pero en estas con­

diciones la frecuenciá. de micronúcleos fue similar al 

control. Lo anterior podria deberse a que la concentra-

ción de nitrito de sodio no fue la indicada para que la 

reacción de nilrisación se llevara a cabo. Se ha reporta-

do que la cinética de nilrosación in vivo esté determinada 

por la concentración de la amina, multiplicada por la 

concentración del nitrito a la segunda potencia C17). Por 

otro lado, D. Luca (1987) reportó que el nitrito de sodio 

tiene efectos tóxicos en médula ósea de ratón, lo que 

limita al presente estudio, ya que si se aumenta la con­

centración de nitrito de sodio, pudiera tener un efecto 

tóxico y de esta manera enmascarar el da!'io producido por 

el compuesto formado endogenamente 

Cole reportó que la prueba de micronúcleos transpla­

cenlar ia es más sensible que la de médula ósea para 

delectar nitrosaminas, sin embargo, los resultados obteni­

dos en el presente estudio nos muestran que en las condi­

ciones evaluadas, la prueba de micronúcleos en higado 

fetal de ratón no es lo suficientemente sensible como para 

delectar el compuesto carcinogénico que se forma a partir 

de la piperazina y el nitrito de sodio. 
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