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INTRODUCCION.

El hombre ha estado expuesto desde la prehistoria a
contaminantes naturales y artificiales que pueden causarle
dafio al material genético y de ésta forma ser un riesgo
para la salud. El rapido crecimiento de las industrias
durante el presente siglo ha tenido como consecuencia la
produccién y la wutilizacidén de miles de compuestos
quimicos, muchos de los cuales son potencialmente
peligresos para los seres humanos. Se han descargado
cantidades sustanciales de tales compuestos en el ambiente
en forma de emisiones transportadas por el aire y de
desechos liquidos &6 solidos. Por otra parte, diversos com
puestos quimicos, tales como los plaguicidas, se han apli-
cado deliberadamente a diversos medios a fin de controlar
la difusién de enfermedades transmitidas por vectores o
aumentar la produccién de alimentos para la creciente
poblacién mundial. No cabe duda de que muchos productos
quimicos han aportado al hombre beneficios netos sin
embargo en algunos casos, los dafios ambientales causados

han side mayores que los beneficios conseguidos.

En lo que respecta a la poblacidn en general, los
alimentos y el agua potable son las principales fuentes de
exposicidén a la mayoria de los productos quimicos tédxicos.
Tales sustancias llegan a los alimentos humanos por muchas
vias. Algunas los contaminan directamente en las fases de
preparacidn o elaboracidn. Otras pasan del suelo a las
plantas y de éstas, por conducte de los animales herbivo-
ros a la carne o a la leche. Por otrc lado, podemos desta-
car que los medicamentos pueden dar lugar a reacciones
adversas en los individuos expuestos a regimenes terapéu-

ticos prelongados, asi como en aquéllos que reciben trata-



mientos repetidos o los que recurren a la automedicacidn.
Se sabe que una tercera parte de los carcinégenos identi-
ficados para el hombre corresponden a agentes terapéuticeos
1.

Di versos estudios han relacionado la acumulacién a
largo plazo de mutacicnes con el desarrollo de cancer
(carcinogénesis) y de alteraciones en el desarrollo Ctera-
togénesis) (2). Recientemente se ha encontrado una alta
correlaciédn entre actividad carcinogénica y mutagénica; al
menos un 90 a B5% de los carcindgenos quimicos estudiados
son también multigenos, aunque la relacidn inversa no se

conoce (3D,

Se han acumul ado evidencias epidemioclédgicas gque mues-
tran que la mayoria de los canceres estan asociados a
factores ambientales y estilos de vida, tales como radia-
ciones, procesos de trabajo, habitos alimenticios, habito

de fumar, etec. C4, 5, 6).

De los contaminantes ambientales encontrados en la
naturaleza, los compuestos N-Nitroso han despertado un
gran interés debidoc a que de las 300 sustancias de este
tipo que han sido estudiadas, aproximadamente el S0% de
ellas produjeron tumores en 40 especies animales incluyen
do a los primates (7), ademis de que se sospecha que las

nitrosaminas son iniciadores del procezo de carcinogénesic

o

en o] humanco (ED. Tambieén presentan un riesgo gencloeic
1,

ve que a travées de eslu-

duraznte el dezsrrcollo prenzta
dios experimentales realizados en ratones, se ha observado
la formacidn enddgena de tales compuestos a partir de ami-
das © aminas y nitritos, dando origen a carcindégenos acti-
vos transplacentariamente (8 y 10D. lLas principales

fuentes de compuestos N-Nitroso o de sus precursores
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Camidas o aminas y nitritos)'la'COhsLiLuyenwlos alimentos,

el agua y los medicamentos aminados.

En México las enfermedades parasitarias son considera-
das un problema de salud publica, los medicamentos contra
esos padecimientos tienen por lo tante un elevado consumo
en nuestro pails. La piperazina, una amina secundaria, es
una droga antihelmintica ampliamente utilizada, se sabe
que la administracidén simultanea de piperazina y nitrito
de sodio puede conducir a la formacién endégena de N-nitro
sopiperazinas carcinogénicas, comoc lo sefalan los trabajos
de Greenblatt y Mirvish, quienes observaron la aparicién
de adenomas de pulmén en ratones tratados con esos compues
tos (113, Garcla y colabs. mencionan gue en las ratas que
recibieron tratamientos con N-mononitrosopiperazina se
encontraron tumores en varios érganos C128) y se ha demos-
trado que la N'-N'-~dinitrosopiperazina es un carcindgeno

transplacentario en ratén C10).

La evaluacidn de la capacidad carcinogénica de los
compuestos quimicos es realizada en pruebas gque son
relativamente laboriosas, costosas y de larga duracién,
por lo que actualmente se considera a las pruebas de muta-
genésis como la primera elapa en la seleccidn de dichos
compuestos. Estas pruebas resultan valiosas por su faci-~
lidad de realizacioén y reproduccidn, relativa economia y

corta duracidén (Tabla # 12.

Entre ellas, la prueba de microntcleos en medula dsea
de ratén ha sido elegida en el presente estudio, debide a
que se emplean mamiferos, lo cual nos proporciona una
mayor informacidn sobre lo que puede pasar en un organismo
superior y porque junto con el ensayo de Ames han sido

ampliamente recomendadas como las pruebas fundamentales



para la identificacidén de mutagenos (13). Sin embargo, se
han’ reportado resultados negativoes cuando han sido
probadas nitresaminas en esta prueba, por lo cual se ha
propuesto a la prueba de microntcleos en higado fetal de
ratén como una alternativa cuando sean evaluados compues-
tos que requieran activacidén metabdlica, como por ejemplo

las nitrosaminas.

Considerando lo anterior, se propusc realizar este

estudio, cuyo objetivo es:

Evaluar si la piperazina administrada en forma
simultanea con el nitritc de sodio llevan a la formacién
enddgena de N-nitrosopiperazinas en concentraciones
suficientes para inducir la formacién de microntcleos en

médula Osea adulta e higado fetal de ratén.
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COMPUESTOS N-NITROSOS.

En 1956 Magee y Barnes describieron la induccién de
tumores en higado de rata debido al consumo de una
nitrosamina llamada dimetilnitrosamina C8). A partir de
ese hallazgo, numerosas investigaciones se han realizado
con el fin de conocer los efeclos biolédgicos de mas de 300
compuestos N-pitroso y se reporté gque cerca del 80% de
ellos produjeron tumores en 40 especies animales, inclu-
yendo primates (7). Lo anterior desencadend una gran
preccupacisdn debido a que los humanos estin expuestos a
compuestos N-nitroso de fuentes exGgenas y enddgenas a
través de nitrosaciédn de precursores amino ingeridos e

inhalados.

Los compuestos N-nitroso se definen quimicamente como
el producto de la reacciédn catalitica a pH &cido entre el
ion nitrito y diferentes compuestos nitrogenados. Estos
conpuestos se subdividen en nitrosaminas y nitrosamidas de
acuerdo con el compuesto nitrogenade que ha dado lugar a

su formacidn (14, 15, 16 y 17D,

La reaccién de nitrosaciédn de los compuestos aminadas
gque dan Jugar a la formacidén de compuestos N-nitroso se
lleva a cabo con agentes nitrosantes como oxidos de
nitrégeno CNO, NzO3d, cloruro o bromuro de nitrilo CNOCL,
NOBr>. sulfuro de nitrile y de tetraflucroborato de
nitrilo (NOF4BOs4> (16D,

Las nitrosaminas y nitrosamidas difieren en lo que
respectz a su actividad mutagénica. Existe informacién
abundante sefialande que, por lo general, las nitrosaminas
son premutagencs que requieren ser activados metabdlica-~

mente para inducir mulaciones. De ahi que en sistemas



biolb6gicos para investigﬂacién'.' carentes de las enzimas
éncargadas de su biotransformacién se requiera acoplar
homogénados de tejidos que contengan dichas enzimas (por
‘lo general higado de ratad. Por el contrario, en pruebas
in vive con roedores e insectos, son activados endogena-
mente (18 y 19D,

Las nitrosamidas por el contrario son compuestos
quimicamente activos y pueden ser detectados practicamente
en cualquier sistema de prueba sin necesidad de ser

biotransformados (20 y 213.

La actividad mutagénica de los compuestos N-nitroso
se debe especialmente a su capacidad de alquilar el ADN
ca1d.

Las nitrosamidas son ag.entes alquilantes directos y
son capaces de inducir cancer y tumcres cerca del sitio de
aplicacién. Las nitrosaminas al no ser activas por si
solas no producen tumores en el sitio cercano a su
aplicacién, yaz que deben ser transformados metabdlicamente
Asi pues, su via de administracién no influye en su
especificidad por algun dérgano. La especificidad de las
nitrosaminas por un sitico blanco depende mas bien de
factores tales como la naturaleza quimica del compuesto,
la dosis empleada y la especie animal en la cual se

admi nistre el compuesto (200,

Los compuestos carcinogénicos N-nitroso se han delec-
tade en diferentes fuentes a las cuiles el hombre esta
expuesto. Posiblemente la mas importante la constituyen
los alimentos tales como embutidos, algunos gquesos, leche
descremada en polvo, pescados ¥y carnes en donde dichos

compuestos se pudieron haber formado durante los procesos
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de coccidn. Los productos preservados contienen una gran
cantidad de nitrosaminas y de sus precursores, ya que
durante su manufactura son tratados con nitrito de scdio.
Se han detectado también en algunos de los aditivoes vy
saborizantes de alimentos como la salsa de soya y la pi-
mienta negra o blanca. Las bebidas fermentadas son otra
fuente principal de nitrosaminas, comoc por ejemplo, el

whisky, el ron y la cerveza. (17 y 22).

La exposicién ocupacional a nitrosaminas, aunque res-
tringida a una parte de la poblacién es importante debido
a las altas concentraciones que estos compuestos pueden
alcanzar en el ambiente de trabajo, como en la industria
del hule y del curtido (23).

El tabaceo que se ha identificado como uno de los
principales facltores etioldgicos del céancer en el humano,
es una de las principales formas de exposicidn exégena de
nitrosaminas volatiles en los fumadores activos y pasivos.
Estas nitrosaminas especificas del tabaco pueden formarse
durante la préctica de fumar o de mascar tabaco y se ha
puesto en evidencia que son carcinogénicas en animales de

laboratorio (B).

Los medicamentos también contribuyen en una forma
importante a la exposicidn a nitrosaminas y sus precurso-
res, su posible acciédn como mutagenos o carcinogénos, hace

imprescindible su estudio.

Se han reportado efectos carcinogénicos en animales
después de la administracién de amidas y aminas y nitritos
indicando la formaciédn de compuestos N-nitroso in wvive

o, 11 y 24>.



La posibilidad de que los compuestos N-nitroso puedan
formarse en el estdmago humano a partir de amidas o aminas
y nitrito podria darnos una respuesta parcial de la

etioclegia de canceres.

Los nitratos y nitritos que se encuentran en el agua
grancs, vegetales, en conservadores de alimentos, etc., y
los nitritos formados por medio de la accién bacteriana
Creduccidn de nitratos a nitritos), en condiciones apro-
piadas pueden intervenir en las reacciones de nitrosacién

de aminas llevando a la formacién de nitrosaminas.

Algunas sustancias pueden catalizar la formacién de
compuestos N-Nitrosos, por ejemplo, el tiocianato, el cual
esta presente en la saliva humana y el acido clorogénico,
un constituyente del cafe. Por otro lado, otras sustan-
cias tales como los taninos, el acido ascérbico (vitamina
"C") y el tocoferol (vitamina "E") parecen ser efectiveos

inhibidores de la nitrosacién de aminas (25, 26 y 7).



PRUEBA DE MICRONUCLEOS.

Para entender como se realiza esta prueba es necesario
describir que son ¥ que caracteristicas poseen los micro-
nucleos. Estos son fragmentos de cromatina que se producen
como resultado de un retraso en la anafase y en el curso
de la telofase el material que no migré a los polos queda
incluido en una u otra célula hija;, ahi{ puede fusionarse
con el nucleo principal o ser transformado en uno o varios
pequefios nucleos secundarios, los cuales por regla general
son mucho mis peguefios que €]l nucleo principal y éstos re-

ciben el nombre de micronucleos (28, 28 y 30).

El retraso en la anafase puede ocurrir por dos
mecanismos principalmente:

ad Por rompimiento cromosémico, que se traduce en la
formacién de fragmentos acéntiricos y de cromosomas di o

multicéntricos conectados por puentes (31, 32, 28 y 33).

b> Por sedregacidén cromosdmica defectuosa, debida al
mal funcionamiento del aparato mitético que ocasiona el

retraso de cromosomas completos (293,

Los micronucleos eventualmente desaparecen debido a la
acciédn de nucleasas Yy proteasas citoplasmicas, pero
persisten por un perfodo de tiempo considerable (34D,
Presentan algunas ventajas importantes: 1> se pueden
observar en interfase, en contraste con los dafios
cromosdmicos que solo pueden ser deteclados en metafase o©
anafase; 2) son sencillos de contar y el numero de células
anal izadas puede ser muy grande y 32 el analisis de una
muestra Unica es suficiente para detectar aberraciones

producidas en cualquiera de las fases del ciclo celular,
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Los microntcleos pueden observarse en diferentes tipos
celulares de la médula ésea como por ejemplo: mieloblastos
mielocitos y eritoblastos; sin embargo es dificil su
obser vacién debide a que pueden confundirse con segmenta-
cidén nuclear normal o también pueden quedar enmascarados
por el nuclec principal. Por lo tanto los microntcleos en
célul as nucleadas no son evaluados. En esta prueba la de-
teccién de micronucleos es realizada en células anucleadas
conocidas como eritrocitos policromaticos CPOL). Los
cuales se originan de una célula llamada hemocitoblasto.
El desarrollo de un eritrocito se divide en un cierto nt-
mero de etapas, pero debe entenderse que el proceso es
continuo. Las etapas del desarrollo eritrocitico para la
diferenciacién del hemocitoblasto son proeritroblasto,
eritroblasto baséfilo, eritroblasto policromatéfilo, nor-
moblasto o© eritroblasto ortocromatice, reticulocito o
eritrocito policromatico y eritrocite maduro © normocito
Cfig. 12. El desarrollo de un eritrocito maduro requiere
sclamente de unos tres dias en los humanos;, y los princi-
pales procesos que intervienen en la diferenciacién del
eritrocito son la reduccidn del volumen, la condensacidén
de la cromatina nuclear, finalmente la pérdida del nucleo
y de los organelos celulares con la adquisicién de hemo-
globina (35).

La diferenciacidn entre un eritrocito policromatico y
un normocito es posible debido a que los primeros no pier-
den sus ribosomas y cuande se tifien en forma supravital
con azul de crecil brillante, este material aparece come
una red interna muy fina o reticulo; por lo contrario,
cuando se tiflen con colorantes tipo giemsa presentan un
color gris-azuloso que contrasta con los eritrocitos madu-
ros que después de la disclucién de sus ribosomas se tifien

de rosa-naranja. Por olra parte, los eritrocitos policro-

11



méticos soﬁ iigeramente mas grandes que los normocitos o

eritrocitos maduros.

El desarrollc de los eritrocitos en los fetos de
mami feros es realizada en la membrana vitelina durante el
séptimo y octavo dia de gestacién y es la dnica fuente de
células rojas hasta el dia once. La hematopoyesis activa
en higado, bazo y médula ésea ocurre después del noveno
dia, cuando la circulacién ha sido establecida. A partir
del dia diez y hasta el nacimiento el higado es el princi-
pal sitio de formacién de la sangre. Los precursores eri-
troides en el higado son completamente similares a aqué-

llos encontrados en médula ésea.
Los micronucleos no sélo han sido analizados en médu-

"la 6sea e higado fetal de ratén, sino en diversos sistemas

biolégicos como se muestra en la tabla # 2.

12
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TABLA 2

SISTEMAS BIOLOGICOS  DONDE HAN  SIDO ANALIZADOS LOS
MI CRONUCLEOS

I PLANTAS
Allium cepa
Allium sativum

Tradescantia

Vicia faba

II CELULAS EN CULTIVO

Linfocitos y fibroblastos de mamiferos

Linfocitos y lineas celulares en cultivo
I11 MAMI FEROS
ad Células germinales
Espermatidas
b)) Células somaticas
Células hepaticas en fetos y adulto
Sangre
Médula dsea

Iv HUMANOS IN VIVO

Médula dsea

14



PRUEBA DE MICRONUCLEOS EN MEDULA OSEA.

En el affo de 1973 Schmid propuso evaluar el dafo
citogenético por medio de la prueba de micronucleos en

médula ésea de ratén (28, 29 y 30).

Heddle en ese mismo affo, recomendd este método como
sustituto del analisis de aberraciones cromosdmicas en
metafase, debido a la facilidad y rapidez del analisis de
las células (34D.

Von Ledenburg y Schmid observaron que la sensibilidad
de la prueba se incrementa si los micronucleos son anali-
dos en eritrocitos policromaticos (36). La prueba es
ampliamente utilizada y junto con la prueba de Ames puede
servir para la deteccidn de carcindgenos (37). En una
comparacioén entre las dos pruebas se observéd que ambas
tienen la misma especificidad aunque en algunas ocasiones
el ensayo de Ames puede ser mas sensible. En la prueba de
micronlcleos se logran efectos a un nivel cromosémico no
cubierto por ensayos bacterianos. La prueba de Ames solo
refleja mutaciones puntuales mientras que la prueba de
micronlUcleos responde a agentes gque rompen cromosomas o

que provocan no disyuncién (38).

La Agencia para la Proteccién del Ambiente de los
Estados Unidos CEPA) en 18983, convocd a un grupo de in-—
vestigadores a evaluar los sistemas existentes de
deteccién de mutigenos, los cuales determinaron que 1la
prueba de microntcleos tiene la capacidad de detectar
agentes carcinogénicos y que con el protocolo recomendado
se podria detectar hasta el 70% de 1los mutagenos

conocidos.

15



MacGregor y colabs., en ‘1987. disefflaron la guia del
ensayo de micronucleos en eritrocitos de médula désea de
mamiferos y marcaron los criterios para la realizacién de
ésta (39D, Trabajos recientes wutilizan al ratén como
sujeto de experimentaciédn, sin embargo, existen otras

especies animales en las que se realiza esta prueba.

Diversos aspectos han sido estudiados con respecto a
este ensayo: diferencias entre sexos, entre cepas de ratén
y entre rutas de administracién de los compuestos; han
sido evaluados por el grupo de estudios colaborativos de

la prueba ‘de microndcleos (40 41 y 42).

Las ventajas de la prueba son: es un estudic in vivo
en mamiferos cuya Lécnica es Tacil, rapida y relativamente
econémica; el analisis al microscopio es sencillo; la fre-
cuencia espontdnea de micronUcleos es baja y constante en
las diferentes especies; ademids de que los micronucleos
permanecen durante todo el ciclo celular y la evaluacién
del estado proliferativo de la médula puede dar una orien-
tacidén con respecto a la toxicidad de los compuestos en

estudio.

Sin embarge esta prueba tiene algunas limitaciones por
ejemplo, si se requiere saber el daffo cromosdmico especs-
fico, esta prueba es insuficiente; no detecta agentes
que: a) no rompan cromosomas, bdque no causen retardo cro-~
mosémico en anafase; clgue produzcan rearreglos cromosomi~
cos sin presencia de fragmentos; d) que no lleguen a la
célula blanco en suficiente concentraciédn y ed que acluen
especificamente en ciertos tejidos o Lipos celulares que
no sean la médula dsea (43, 44 y 45D,
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PRUEBA DE MICRONUCLEOS TRANSPLACENTARIA.

La prueba de micronucleos aplicada a eritrocitos po-
licromiticos en médula ¢sea de ratones, es una alternativa
eficiente al analisis de metafase para la deteccién de
dafio citogenético tn vivo de células somaticas de mamifero,
sin embargo, ha sido criticada por razones de pérdida de
sensibilidad, cuando se estan probando mutagenos que re-
quieren activacién en tejidos especificos, por ejemplo el
higado, la cual no es realizada por células de la médula
6sea. También en el caso de que el metabolito activo se
produzca, pero que no alcance las concentraciones efectivas
en la circulacién sanguinea por poseer una vida media

corta. (48D,

Cole y colabs. en 1978 recomendaron que la seleccién
de quimicos genotédxices que requieren activaciédn meta-
bélica, sea realizada en ratones por medio de exposicién
transplacentaria en celulas de higado fetal debido a que
las celulas sanguineas fetales a partir del décimo dia de
gestacidén se desarrcollan en el higado al lado de hepatoci-
tos, los cuales melabolizan premutagenos y/o carcinégenos

(46>,

Los mismos autores en 1981 realizaron estudios sobre
cinética celular de los eritrocitos, remarcando la impor-
tancia en los siguientes factores: duracién del ciclo
celular, proporciédn del ciclo ocupado por replicacioén
cromesémica, duracidén del tiempo entre la uUltima mitosis y
la expulsidn nuclear, y la vida media de los eritrocitos
policromiticos. En la figura # 2 se observa que en la
médula ésea de ratones adultos, ocurren cerca de siete ci-
clos de divisién celular durante la transicliédn de proeri-

troblastos a eritrocitos. Cada ciclo dura de 10 a 11
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horas y la uUltima mitosis se termina aproximadamente 10
horas antes de que los normoblastos o eritroblastos orto-
cromaticos pierdan su nicleo y entonces se transformen en
eritrocitos policromaticos. En el higado fetal la pro-
duccién de eritrocitos es considerablemente mas rapida.
Soloe 3 o 4 divisiones celulares ocurren dentro de las
poblaciones celulares, cada una dura cerca de 6 horas y
transcurre el mismo tiempo entre la terminacidn de 1la
altima mitosis y la formacisén de eritrocitos
policromaticos. En ambos tejidos los Gltimos dos ciclos
celulares ocurren durante las etapas de maduracién celular
de eritroblasto basdéfilo y policromatéfilo. Los
parametros del ciclo celular en eritroblastos de 16 dias
en ratén son Gt 0.5 h, S 4.0 h, Gz 1.5h y en médula &sea
son G+ 1.0 h, S 7.5 h, G2 1.5 h. La vida media de los
eritrocitos policromaticos son similares a los tiempos de

duracién de los ciclos celulares de sus eritroblastos
ancestrales (47). Propusieron que la expresién &ptima de
dafo cromati{idico y cromosdmico ocurre si el agente téxico
alcanza concentraciones efectivas durante el pentltimo
ciclo celular de maduracidn eritroblastica. Por lo que
recomendaron que la recuperacién de céliulas de médula ésea
materna sea realizada 24 horas después del tratamiento y

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

Un afioc después realizaron un protocolo de multiples
tratamientos, administrando el compuesto quimico en tres
ocasiones, es decir, 27, 21 y 15 horas antes de 1la
recuperacién de los eritrocitos policromaticos. Se observd
que cuando se eypone el higade fetal durante varios ci-
clos celulares consecutivos, la respuesta se amplifica

193,
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En 19683 1los investigadores arriba mencionados
compararon la habilidad de 6 compuestos quimicos (la mito-
micina C, la procarbazina, el metil metanoc sulfonato. la
ciclofosfamida, el benzolalpirenc y la dietilnitrosamina,
los cuales difieren en su reaccién con ADN y en su
necesidad de activacién metabédlicad para inducir micronu-
cleos e intercambio de cromatidas hermanas en células
eritroides en desarrollec en el hicado fetal de ratén
durante el dltimo cuarto de gestacion. En esta etapa de
desarrollo la capacidad metabélica del higado fetal
excede a la capacidad de la médula &sea adulta. Los
resul tados mostraron que las dosis minimas detectadas
como potencialmente genotédxicas son similares en ambas
pruebas (con excepcidén de un compuesto, la procarbazinad.
Cuando fueron expuestos tn vitro los higados fetales ais-
lados, la respuesta de los compuestos fue relacionada
directamente con aquélla encontrada de la exposicién in
vivo, indicandeo el papel del higado fetal en la activacién
metabdlica. Reportaron que ambas pruebas podrian ser
compl ementarias para estudios de efectos genotédxicos de

exposicidn en Ultero a gquimicos que dafian el ADN (48).

Cole y colabs. (19820 mencionaron que las pruebas
citogenéticas in wvivo de corta duracién realizadas con
animales adultos, son pobres predictores de riesgo de
nitrosaminas (posibles iniciadores de tumores humanos),
debido a que las células de médula ¢sea y linfoides no
activan este tipo de compuestos y los productos del
metabolisme hep&tico probablemente no sobreviven en la
circulaciédn en su forma activa. Sin embargo, al probar
una nitrosamina carcinogénica llamada dietilnitrosamina
CDEN), utilizando la prueba de microntcleos transplacenta-
ria en ratén, se demostré que DEN causd rompimientos

cromosomicos e Iindujé a la formaciédn de micronicleos en
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eritrocitos policromaticos de higado fetal asi{i como de
sangre hneonatal. La respuesta mixima fue encontrada
entre las 30 y 36 horas después del tratamiento, en
contraste con el periodo de 12 a 15 horas observado con la
mitomicina € y la radiacién y (48). Parece ser que en
roedores DEN es metabolizada lentamente después de una
inyeccién intraperitoneal y una cantidad minima es excre-
tada. Las ceélulas micronucleadas pueden por lo tanto
representar el dafflo al DNA acumulado durante 3-4 ciclos

celulares C49).

En la actualidad una cantidad de compuestos quimicos
relativamente pequefia ha sido evaluada por éste sistema
(Tabla # 3);, a pesar de que esta prueba puede evaluar
metabolitos de vida corta que son producidos por ceélulas
hepaticas, con una mayor sensibilidad que la médula ésea y
de la importancia que representa el problema de la mutagée-

nesis transplacentaria (50, 45 y 51D.
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TABLA 3

COMPUESTO | VIA DE | Dia DE TRA- | RECUPE-| prciiTADOS |REFEREN
ADMON TAMIENTO  |FRACION =
: MO HF | Mo HF sF | c1a
MC 1. p. 15-186 30 iz + o+ 46
PC i.p. 15-16 3B 24 + + + 46
Radiacisén | 4.p. 15-16 24 12 v o+ 18
MMS i.p. 15-16 24 18 + 4 18
BlalP i.p. 15-16 48 30 + o+ 18
DEN i.p. 15-17 36 + 40
MMS i.p. 15-17 27 + + 10
cF i.p. 16 24 24 + 4 48
DEN i.p. 16 24 24 - 4 48
MNNG i.p. 13 18 + 51
MNNG s.cC. 13 i8 + S1
MNNG 1.v. 13 18 + 51
MNNG p.o 13 i8 - S1
DES i.p. 17 - 82
Carbadox i.p- 18 18 + 4 50
p.o.
0l aqui ndex rep 18 18 s+ 50
p. o.
Ciadox 1P 15 i8 - - 50
p.O.
Arecolina i.p. 17 45 + 53
Benceno p. o i8 21 + + S4

ver abreviaturas en la pagina siguiente.
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Abreviaturas: BlalP, benzolalpireno;, CF, ciclofosfamida; DEN, die-
tilnitrosamina; DES, dietiletilbestrol; MC, mitomicina C; MNNG,
N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina; MMS, metil metano sulfonato;

PC. procarbazina

i.p. intraperitoneal, i.v. intravenosa, p.o. oral, s.c. subcuténea
MO, Médula dsea HF, higado fetal SF, sanfre fetal

# E] tiempo de recuperacién anotado en la presente tabla es en el

que se observd la maxima respuesta.
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CARACTERISTICAS GENERALES DE LA PIPERAZINA

La piperazina es una droga antihelmintica que se
utilizé desde 1849 como un medicamento altamente efectivo
contra Ascaris lumbricotides y Entertbius € Oxyurtis ) ver-

micularis (855 y 66).

Produce pardlisis y flacidez en el misculo de A. lum-
bricoides y como consecuencia de los movimientos peristal-
ticos, las lombrices pueden expulsarse. Bloquea la res-
puesta del musculo de éstas a la acetilcolina, alterando
la permeabilidad de la membrana celular a los iones que

~son responsables del mantenimiento del potencial de reposo
por lo que reduce la movilidad de las lombrices y por ende

el peligro de migracién.
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lLa piperazina tiene la capacidad de ser rapidamente
absorbida por el tracto intestinal, asi una porcidén 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 recibido
tratamientos de piperazina por varios difas no se ha mani-
festado ninguna anormalidad. Muy ocasionalmente se pre-
sentaron nauseas, vémito, diarrea y otras reacciones
alérgicas. Ademis no se han reportado problemas con el uso

del medicamento durante el embarazo y lactancia (562,

L.a piperazina se administra oralmente y esta disponi-

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

Para atacar a las siguientes enfermedades se han

recomendado las dosis que a continuacién se citan

ASCARIASIS Adultos: 3.5 g. una vez al dia por
dos dias seguidos.
NiRos: 75 mg/Kg., C(maximo 3.5 g.2

una vez al difa por dos dias
consecutivos.

ENTEROBI ASIS Adultos y niffos: BS5 mgsKg. C(méximo
2.5 g.J una vez al dia du-

rante siete dias seguidos.
Precauciones y contraindicaciones. - No se recomien-

da hacer usc de la piperazina en pacientes con epilepsia,

alteraciones renales e insuficiencia hepatica.
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ANTECEDENTES SOBRE ESTUDIOS DE MUTAGENICIDAD Y-
CARCINOGENICIDAD.

La piperazina se puede nitrosar rapidamente in vitro,
Yy en animales experimentales se ha observado la formacién
endégena de dos N-nitrosopiperazinas: la N-mononitrosopi-
perazina (MNPZD y la N'-N’'-dinitrosopiperazina C(DNP2D
162,

En estudios con ratones realizados por Melvin Green-—
blatt y Sidney S. Mirvish en 1972, reportaron que la ad-
ministracién simultanea de piperazina (0.69-18.75 g-Kg en
el alimento) y nitritoc de sodio (0.05-20 g/l en el agua
del bebedero) durante un perfiodo de 20 a 25 semanas, Ssa-
crificando a los animales después de 10 a 13 semanas.
indujé la formacién de adenomas en pulmén. No sucede lo
anterior cuando se trata a los animales con piperazina
sola, o con nitrito de sodio scolo. Tampoco cuando son
tratados con nitrato de sodio ¢ con piperazina y nitrato
de sodio simultineamente. También se reporté dque 1la
mononitrosopiperazina utilizada como control positivo en

este trabajo, es carcinogénica en ratédn (11D,

M. Borzsodnyi y colabs. (1980) realizaron una investi-
gacién para conocer los efectos que produce la dinitroso-
piperazina, la cual fue sintetizada a partir de un
fungicida llamade Triforin. Se utilizaron en este trabajo
ratones adultos de ambos sexos, hembras gestantes y hem-
brasz en pericdo de lactacién. Los resultados mostraron
que la dinitrosopiperazina puede atravesar la placenta y
llegar hasta los fetos o pasar a través de la leche mater-
na, produciendo tumores en higado, pulmén y leucemias de
Ltipo linfoide en la descendencia cuando alcanza la madurez

o llegar a ser muy téxica y provocar la muerte. La apari-
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cidén de tumores en los ratones adultos fue observada en un
periodo mads corto comparado con el tiempo en que fueron
encontrados los tumores en el grupo control. La inciden-
cla de tumores fue mas alta en los ratones expuestos a
través de la madre que en los adultas. De esta forma se
demostré que la dinitrosopiperazina es un carcinédgenc

transplacentario en ratones (10).

Se ha observado que en ratas la mononitrosopiperazina
administrada en el agua del bebedero, con un tratamiento
agudo produjo degeneraciédn de células de higado y de
rifién, degeneracién vacuolar sobre el epitelio de los
tubulos colectores, congestién pulmonar y edema alveolar;
y en tratamientos crénicos, indujo una gran variedad de tu-

mores en diferentes dérganos (12).

Las nitrosaminas 1-nitroso-4é-metilpiperazina, 1,4-di-
nitrosopiperazina y 1-nitrosopiperazina en las cuales no
se habfa observado actividad mutagénica en el sistema de
Salmonella typhimuriun, fueron probadas mediante el siste-
ma via hospedero, en el cual se utilizaron ratones a los
cuales se inyecto la bacteria en forma intraperitoneal y
el compuesto por via intramuscular. Los resultados mostra
ron que los ires compuestos son mutagénicos, ya que dan
una dosis respuesta positiva en relacién al numero de co-
lonias revertantes de 5. typhimurium. Cuando fueron pro-
bados Unicamente los compuestos en la bacteria, se obtuvie
ron resultados negatives, 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-metilpiperazina fueron utilizadas
como controles negatives, parece ser que la presencia de
un grupo nitroso es esenclal para que se forme un

metabolito mutagénico (573.
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Cuando se probaron algunos derivados de N-nitrosopi-
perazinas con el ensayo de Ames en presencia o ausencia de
S9 Chomogenado de hfigado de rata) y fenobarbital, se obser
vé que todas las sustancias requieren de activaciédn meta-

bélica para que muestren actividad mutagénica (S8).

Andrews y colabs. (1978 mencionaron que existe una
relacién entre la actividad mutagénica y carcinogénica de
las nitrosaminas ciclicas entre las que se encuentran
varios derivados de N-nitrosopiperazinas C(ver tabla & 4>
(59).

En experimentos con ratones realizados recientemente
en nuestro laboratorio se mostré que la piperazina reaccio
na in vivo con el nitrito de sodio, formindose un compues-
to mutagénico que puede ser retenido en el organismo, ex-
cretandolo después en forma de un derivado glucorénido.
La deteccidn de mutégenocs en la orina de los ratones por
medio del Ensayo de Ames puede ser un dato indicativo de
que los organismos estuvieron expuestos a los derivados
nitrosados carcinogénicos de la piperazina. Se observé
que la excrecién urinaria de los mutdgenos en los animales
se incrementa en forma directamente proporcional a la con-
centracién del nitrito de sodio, asi como también al aumen

tar el nimero de tratamientos CB0D.

Para determinar si la ingestién de piperazina puede
llevar a la formacién enddgena de N-Nitrosopiperazinas en
humanos, Bellander et al en 1885 realizaron un estudio en
el cual se administré en forma oral 480 mg de piperazina a
cuatro voluntarios. Se encontré que aproximadamente 140 a
2230 pgs/l de mononitrosopiperazina son formados en el
estédmago Yy que cerca del 10% de esa cantidad es excretada

en la orina sin ningdn cambio, por lo que el resto pudo
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haber sido metabolizado o excretado en heces. Cuando se
mezcld la piperazina con 2 g de Aacido ascérbico antes de
la administracidn, la concentracién de mononitrosopipera-
zina en el jugo gastrico decrecid y la excreciédn de ésta
en la orina fue de un 20 a 77%. Se detectd que de un 21 a
36% de la dosis de piperazina ingerida (480 mgd) es
excretada en la orinma y por lo tanto esta fraccién se
escapa de las reacciones de nitrosacién. No hubo indicios
de mononitrosopiperazina ni de dinitrosopiperazina en la
sangre y como ésta ultima no se encontré en ninguna de las
muestras, se piensa que se pudo haber formado pero en una

concentracién muy baja y después se metabolizé (61D.

En un trabajo posterior de Bellander et al se reporté
que la formacién endégena de mononitrosopiperazina se lle-
vé a cabo en trabajadores expuestos a piperazina, en los
cuales se detecté la nitrosamina en muestras de orina
(B2>. En otra ocasién expusieron a 12 voluntarios durante
8 horas a 0.3 mg de piperazina/m3 y se controldé la
concentracién de nitratos y ascorbatos en la dieta, lo
anterior se hizo para determinar de que manera los
nitratos y ascorbatos intervienen en la formacidén de la
mononitrosopiperazina. Se encontré que en los sujetos con
dietas altas en nitratos habla una concentracién mayor de
mononitrosopiperazina que en aquéllos en los que su dieta
consistia de bajo contenido de nitratos, asf{ como de alto

contenido de ascorbatos (63).
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TABLA 4

RELACION ENTRE ACTIVIDAD MUTAGENICA Y CARCINOGENICA DE
DERI VADOS DE N-NITROSOPIPERAZINAS (595.

CARCINOGE MUTAGENI

COMPUESTO NICIDAD CIDAD
Dinitrosopiperazina + +
Dinitrosohomopiperazina N + +
e-metil-dinitrosocpiperazina + “+
2,5-dimetil-dinitrosopiperazina + +
2,6-dimetil-dinitrosopiperazina + +
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MATERIALES Y METODOS.
1. MATERIALES.
1.1 Compuestos quimicos.

Fosfato de potasio monobasico (Bakerd; fosfato de
sodio dibasico (Baker); giemsa (Merck); hexahidrato de
piperaélna CWintrop) ; metanol (Baker); metil metano
sulfonato (Sigmad; nitrito de sodio (Bakerd y suero fetal

bovino (Microlabd.

1.2 Material bioldégico.

Ratones hembras de la cepa CD! de @ a 11 semanas de edad.

Ratones machos de la cepa CD1 de 10 a 12 semanas de edad.
2. METODOS.
2.1 Obtencién de hembras con embarazo sincronizado.

2.1.1 Condicionamiento: se realizé de acuerdo a lo
descrito por Whitten (64 y 65). 'A cuatro grupos de 20
hembras se les colocd en una jaula en ausencia de machos

durante 15 dias. para provocar el anestro fisiolégico.

2.1.2 Estimulacién: se colocd en la jaula que contenia
a las 20 hembras a un macho separado fisicamente (en una
jaula pequefiad para que éste actuara como estimulador
visual y olfative durante 48 horas. De esta manera se

indujé el comienzo del ciclo estral.
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2.1.3 Apareo: se introdujo un ﬁacho en una jaula
durante 48 horas para que marcara su territorio, después
se metieron 2 hembras previamente condicionadas y estimu-
ladas en la jaula y se dejaron transcurrir 24 horas para

que realizaran la cdpula.
2.2 ldentificacién de hembras embarazadas.

Se utilizaron dos criterios para identificar a las

hembras embarazadas:

2.2.1 Observacién del tapén vaginal el dia cero, es
decir, un dia después del apareo. El tapdn vaginal esta
formado por la mezcla de las secreciones de las glandulas
vesjiculares Yy coagulativas del macho, por lo que su

presencia indica que la hembra se apared.

2.2.2 Control de peso corporal, tomandose en cuenta el
peso inicial (dia cero) y el del dia 13 de gestacién. Se
calculd el porcentaje de incrementlo en este lapso y se
determind el porcentaje minimo de aumento (25% para cali-

ficar como positivo el embarazo.
2.3 Preparacién de soluciones.

Todas las soluciones se prepararon inmediatamente
antes de la administracién. Dado que se trabajé con com-

puestos hidroseclubles, todas las sustancias se disol vieron

en agua.
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2.4 Tratamientos.
2.4.1 Experimento # 1.

Con el fin de estandarizar la prueba y obtener una
dosis-respuesta positiva, se administrd metil metano
syl fonato Cun mutageno conocido) el dia 16 de embarazo, 18
horas antes del sacrificio, a las dosis de 25, 50 y 100
mg-Kg de peso, por via intraperjitoneal. El grupo control
recibi® sclamente el vehiculo Cagua destiladad. El ndmero

de animales por grupo de tratamiento fué de 3 ratones

hembras.

£.4.2 Experimento & 2.

Se administrd nitrito de sodio el dia 16 de embarazo,
24 horas antes del sacrificio, a las dosis de 0.42, 0.85, .
1.7, 2.4 y 20 mg-/Kg de peso, por via oral forzada a través

de sonda.

2.4.3 Experimento & 3.

Se realizaron dos esquemas de tratamiento:

Ad) Se trataron por via oral 3 ratones por grupo el
dia 16 de gestacidn, £4 horas antes del sacrificio, el
grupo uno recibidé nitrito de sodico (20 mg-Kgd, el grupo

dos piperazina (65 mgsKg) y el grupo tres nitrito de sodio
(20 mgs/Kgd) y piperazina (65 mg/Kgd) simulténeamente.
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B) Se trataron por via oral 3 ratones por grupo el
dia 15 de gestacién, 36 horas antes del sacrificio a los
siguientes grupos: el primerc recibié nitrite de sodio
(0.85 mg-Kg); el segundo, nitrito de sodio (20 mg-Kgd; el
tercero, piperazina (65 mgs/Kg); el cuarto, nitrito de
sodio (0.85 mg/Kg) y piperazina (65 mg/Kg) y el quinto,
nitrito de sodio (20 mg-/Kg> y piperazina (865 mg-Kgd.

£.4.4 Experimento # 4.

Se realizaron tratamientos multiples por via oral a 3
ratones por gruypo, el dia 16 de gestacién, 27, 21 y 15
horas antes del sacrificio, administrando al grupo uno,
piperazina (65 mg-Kg); al grupo dos, nitrito de sodio (20
mg-Kg) y al grupo tres, piperazina (65 mg-Kg) simultanea-
mente con nitrito de sodioc (20 mgs/Kgd.

2.5 Procesamiento de muestras.
2.5.1 Médula osea.

Se tomaron muestras de médula ésea después del sacri-
ficio del animal segin la técnica reportada por Schmid (29
y 30):

Se extrajeron los femures cortando cuidadosamente
desde la regién prosimal, cercana a los huesos pélvicos
hasta la regidén distal debajo de la rodilla. Se limpiaron

los huesos con una gasa hasta quedar libres de musculos.

Se cortéd el extiremo proximal, a manera que la cavidad

del huesc quedara visible.
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Se inserté en la cavidad del hueso una jeringa de 1
ml con 0.2 ml de suero fetal bovino, ilnactivado a 56 °c
durante 30 minutos y filtrado por millipore O.45 u.

Asi insertada la jeringa, se sumergié el hueso en 5
ml de suero fetal bovino contenido en un tubo de centrifu-
ga y se resuspendid suavemente, absorbiendo y expulsando

con el émbolo.
Se centrifugé a 1000 rpm durante § minutos.

Se retird el sobrenadamente con pipeta Pasteur. En
el caso de sedimentos grandes se agregd una gota de suero,
o bien se suspendi¢ todo el sedimento cuidadosamente con

repetidas aspiraciones con una pipeta Pasteur.

Se puso una pequefia gota de esta suspensiédn al final
de un portaobjetos y se extendié empujando el material con
un cubreocbjetos inclinado en un angulo de 45°. El tamafio
de la gota fue tal que todo el material fuera distribuido

de 2 a 3 em. La preparacién se secd al aire.
Se codificaron las laminillas,

Veinticuatro horas después de la preparacidén de las
laminillas se fijaron en metanol absoluto por 5 min y se
tiferon por 20 min en Giemsa al 5% en una solucidén amorti-
guadora de fosfatos 0.01 M C0.71 g de Na2HPOs, 0.68 g de
KH2PO4, 1000 ml de agua destiladad, ajustando el pH a 6.8.

Se lavaron en agua corriente y se dejaron secar. Se

limpiaron por detras con metanol.
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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 felo se le hizo una insicién ventral y se extrajo
el higado, érgano que se encuentra muy desarrcollado y por

lo tanto se observa con rapidez.

El higado se introdujo a un tubo de centrifuga que

contenia 3 ml de suero fetal bovino.

Con ayuda de una pipeta Pasteur el higadé se resus-
pendié, absorbiendo y expulsando tedo el material hasta

que se formd una suspensién fina.

Se dejé reposar el tubo durante unos minutos para que
sedimentaran los tejidos grandes y se decanté el sobrena-
dante en un tubo de centrifuga limpio.

Se centrifugd a 500 rpm durante 10 minutos.

Se retird el sobrenadante con pipeta Pasteur.

Se codificaron las laminillas, se realizé el frotis, se
fijé y se tifié en la misma forma que las muestras de

médul a 6sea.
2.6 Andalisis al microscopio.

Se analizaron 2000 eritrocitos policrométicos por
ratén en cada uno de los tejidos (médula ésea e higado
fetald. El anélisis se hizo tomando en cuenta las células

con microntcleos 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 AnAlisis estadistico.

Se utilizaron las tablas de Kastenbaum y Bowman para
el analisis de los resultados (66).
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RESULTADOS.,

Con el propésito de estandarizar la prueba de micro-
nucleos transplacentaria en nuestro laboratorico, se utili-
z& metil metano sulfonato, un compuesto que en estudios
previos ha incrementado la frecuencia de micronucleos en
higade fetal de ratédn (18 y 18). En la tabla S se mues-
tran los resultados obtenidos del analisis de micrenucleos
realizado a las 18 horas después de administrar a un grupo
de ratones este compuesto en concentraciones de 25, S0 y
100 mg-Kg de peso. Se puede observar que tanto en la mé-
dula ésea como en el higado fetal la frecuencia de micro-

ndcleos aumenta con respecto a la dosis.

Investigaciones recientes han seflalado que el nitrito
de sodio posee propiedades mutagénicas (67 y 68). D. Luca
et al (1987) mostraron que este compuesto es capaz de in-
ducir la formacidén de micronicleos en médula ¢sea de ra-
tén. Se disefd un experimente que tuve como finalidad la
identificacién de la dosis adecuada de nitrito de sodio
que no incrementara la frecuencia de microndcleos en higa-
do fetal de ratédn. Los resultados de este experimento se
resumen en la tabla 6 en donde se puede cobservar que con
ninguna de las dosis empleadas se alterd la frecuencia de

microndcleos con respecte al control.

En la tabla 7 se muestran los resultados obtenidos
cuando se administré piperazina y nitrito de sodioc simul-
taneamente, con el fin de inducir la formacién enddgena de
un compuesto N-nitroso. Los ratones recibieron una dosis
y se sacrificaron en dos periodos (24 y 36 horas después
del tratamientol. Ademas del grupo de ratones control que
recibié agua destilada, se incluyeron otros grupos contro-—

les que se trataron tanto con nitrito de sodio €0.88 y 20
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mg-/Kg) como piperazina (65 mgs/kg) por separado. En ningu-
no de los grupos evaluados se observd que la frecuencia de
microntcleos se incrementara significativamente con res-

pecto al control.

Cuando se intensificd el tratamiento y se adminis-
tro piperazina (65 mg/Kgd) y nitrito de sodic (20 mg-Kgd
en forma simultanea, 27, 21 y 15 horas antes del sacrifi-
cio se cbservé que la frecuencia de microntcleos se man-
tenfa similar al control, lo cual se muestra en la tabla
8. !
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TABLA &

FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS (MND> EN LOS ERITROCITOS POLICROMATICOS (POLD
DE MEDULA OSEA E HIGADO FETAL DE RATON DESPUES DE UN TRATAMIENTO SIMPLE
VIA INTRAPERITONEAL CON METIL METANO SULFONATO EL DIA 16 DE GESTACION.

DOSIS | POL CON | PORCENTAJE RESULTADO
TEJIDOy COMPUESTO | | kg MN POL CON MN | ESTADISTICO
M
¥ o | controL - 16 0.26 -
D S MMS 25 30 0.50 -
U E
A MMS 50 64 1.086 +
A MMS 100 o5 1.60 +
? F | conTRoL - 22 0.18 -
G 5 MMS 25 86 0.55 +
g A MMS 50 301 3.25 +
o L MMS 100 608 5.80

Se analizaron en médula ésea tres animales por grupo y 2000 POL por
animal. En hfigado fetal fueron tres animales por grupo, dos fetos
por camada y 2000 POL por feto.

p < 0.01
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TABLA ©

FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS (MND EN LOS ERITROCITOS POLICROMATICOS CPOLD
DE MEDULA OSEA E HIGADO FETAL DE RATON DESPUES DE UN TRATAMIENTO SIMPLE
POR VIA ORAL CON NITRITO DE SODIO CNaNO2) EL DIA 16 DE GESTACION.

DOSIS | POL CON | PORCENTAJE RESULTADO
TEJIDOy COMPUESTO | | yg MN POL CON MN | ESTADISTICO
M
oo | contaL - 3 0.05 -
NaNOz 0.42 o 0.15 -
SR NaNOz 0.85 8 0.13 -
- v E NaNOz 1.70 =4 0.03 -
- L A NaNO2z 3. 40 3 0.05 -
A NaNOz 20. 00 5 0.08 -
' H CONTROL - 20 0.16 -
1 F NaNOz 0.42 27 0.22 -
c E NaNOz 0.85 11 0. 08
" AT NaNOz 1.70 7 0.08 -
5 p A NaNoz 3. 40 & 0.05 -
. o b NaNoz 20. 00 o 0.07 -

i3 Se analizaron en médula &sea tres animales por grupo y 2000 POL por
A animal. En hfigado fetal fueron tres animales por grupo, dos fetos
o por camada y 2000 POL por feto.

p < 0.01
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TABLA 7

- FRECUEN.:C‘Z;'IA DE MICRONUCLEOS (MN> EN LOS ERITROCITOS POLICROMATICOS CPOLD
DE MEDULA OSEA E HIGADO FETAL DE RATON DESPUES DE UN TRATAMIENTO SIMPLE
POR VIA ORAL CON PIPERAZINA Y NITRITO DE SODIO (NaNOz) LOS DIAS 15 Y 186
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
b PIPERAZINA 24 65 18 0.24 -
U PIPERAZINA — , 20-65 11 o.18 -
y NaNO2
L
A NakOz 38 0.85 8 0.13 -
NaNOz 36 20 21 0.35 -
o PIPERAZINA 36 65 23 0.38 -
s PIPERAZINA = 44 0.85-65 20 0.33 -
y NaNO2
; E PIPERAZINA
365 20-65 21 0.35 -
y NaNO2
. A
CONTROL, 36 - 10 0.186 -
H NaMOz 24 20 27 0.22 -
I PIPERAZINA 24 65 26 o.21 -
G
PIPERAZINA
A S Nenos 24 20-65 24 0.20
D NaNOz 36 0.85 20 0.16 -
o
NaHO2 38 20 28 0.23 -
F PIFERAZINA 36 68 17 0.14 -
E
X PIPERAZINA 44 0.85-63 18 0.18 -
T y HaKO2
A PIPERAZINA
-5 -
L Y Moo 36 20-65 18 0.15
CONTROL 36 - 16 0.13 -
p < 0.01
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TABLA 8

FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS CMN> EN LOS ERITROCITOS POLICROMATICOS CPOL>
DE HIGADO FETAL DE RATON DESPUES DE UN TRATAMIENTO MULTIPLE C 27, 21 Y
1S HORAS) POR VIA ORAL CON PIPERAZINA Y NITRITO DE SODIO (NaNO2> EL DIA
16 DE GESTACION.

DOSIS | POL CON | PORCENTAJE RESULTADO
TEJIDOJ COMPUESTO § . xg MN POL CON MN { ESTADISTICO
H CONTROL - 20 0.16 -
I F NaNO2 20 21 0.17 -
c E
T PIPERAZINA B85 | 17 0.14 -
A A NaNOz2 vy :
D * [preerazing 20-65 22 0.18 -
(o]

Se analizaron tres animales por grupco, dos fetos por camada y 2000
POL por feto.
p< 001

43



DISCUSION Y CONCLUSION.

Algunos estudios reportan que la mononitrosopipera-
zina ¥ la dinitrosopiperazina son carcinégenos, los cuales
pueden criginarse de la reaccién entre la piperazina y el
nitrito de sodic (11, 61, 62 y 83D. En nuestro laborato-
ric se ha observado en experimento con ratones, dque esas
sust.ancias reaccicnan in vive y forman un compuesto muta-
génico que se excreta en la orina en forma de derivado
glucordnido y que manifiesta su efecto al incrementar el
nimero de colonias revertantes de Salmonella typhimuriwm.
8o, Nos parecio importante tomar comc modelo a la
piperazina y el nitritc de sodioc y evaluar si la formacidn
endégena de nitrosopiperazinas, de acuerde con lo selala-
do por Cole y colabs., puede ser detectada con mayer faci-
lidad por el higado fetal de ratén (483, ya que las
nitrosaminas no han mostrado ser mutagénicas en estudios
citogenéticos en médula dsea de mamiferos. lLa evaluacién
de éstos compuestos en pruebas mis sencillas que las de
carcinogénesis poedria representar el contar con un ndmeroc
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, observandose que la frecuencia de
micronicleos en higado fetal se incrementa de 30 a 36
horas después de su aplicacién [por ejempleo la dietilni-
trosamina (49).

En el presente estudic se administrd en una ocasidn
la piperazina (85 mg/Kgd> y el nitrito de sodico (0.85 y 20
mg-Kg> simultaneamente, recuperando las muestras a las 24
y 36 horas después del tratamiento, sin embargo, la fre-

cuencia basal de microndcleos no se incremento con respec-—-
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to al control. Podemos suponer que una sola aplicacién de
los compuestos no fue suficiente para formar los derivados
nitrosados; o bien se produjeron en concentraciones mini-

mas y sus efectos no se manifestaron.

Con el fin de incrementar la sensibilidad de la prue-
ba se realizé un tratamiento miltiple, perc en estas con-
diciones la frecuenciz de micronucleos fue similar al
control. Lo anterior podri{ia deberse a que la concentra-
cién de nitrito de sodic no fue la indicada para que la
reaccién de nitrisacién se llevara a cabo. Se ha reporta-
do que la cinética de nitrosacién in vivo esté determinada
por la concentracién de la amina, multiplicada por 1la
concentracién del nitrito a la segunda potencia (17). Por
otro lado, D. Luca (1887) report® que el nitrito de sodio
tiene efectos toxicos en médula ¢sea de ratén, lo que
limita al presente estudio, ya que si se aumenta la con-
centracién de nitrito de sodio, pudiera tener un efecto
téxico y de esta manera enmascarar el dafio producido por

el compuesto formado endogenamente

Cole reporté que la prueba de micronucleos transpla-
centaria es mas sensible que la de médula désea para
detectar nitrosaminas, sin embargo, los resultados obteni-
dos en el presente estudio nos muestran que en las condi-
ciones evaluadas, la prueba de micronicleos en higado
fetal de ratédn no es lo suficientemente sensible como para
detectar el compuesto carcinogénico que se forma a partir

de la piperazina y el nitrito de sodio.
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