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RESUMEN 

La formación de compuesto~ mutagénicos N-nitroso por la 

interacción entre aminas o amida~ y nitritos ha sido ampliamente 

estudiada. :e:n este proyecto se de4cribe la posibilidad de detección 

de compuestos N-nitroso, formados ~or la interacción de las especies 

antes mencionadas, ·mediante la estimación de sus propiedades 

mutagénicas. 

En el presente trabajo se buscó un modelo de ni trosación in 

vivo que proporcionara resul ta4os satisfactorios al utilizar 

Salmonella typhimurium cepa TA1535 como indicador de mutaciones. La 

mutagenicidad fué estimada como e.l número de revertantes His+ de 

Salmonella typhimurum TA1535 resultantes al ser expuestas a los 

productos obtenidos de los modelos estudiados. Se probaron dos 

modelos diferentes de nitrosación endógena: 

En el prime~o de· ellos la actividad mutagénica fué estudiada en 

la orina de ratónes obtenida después de la administración oral de 

a) .-nitrito de sodio más metilu~ea y b) .-nitrito de sodio más 

adipato de piperazina. Los resultad6s obtenidos fueron negativos. 
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En el segundo modelo, la ~ctividad mutagénica se probó en 

Salmonella typhimurium TA1535 recuberada de la cavidad peritoneal de 
1 

ratones a los cuales se habia administrado por via oral c).-nitrito 
1 

de sodio más adipato de pipera~ina y d) .-nitrito de sodio más 
1 

clorhidrato de piperazin~. Esta nietodologia se conoce como ensayo 

via el hospedero. 
1 

1 

1 

Al analizar los resultados ~e observó que la administración 
1 

simultánea de nitrito de sodio y !clorhidrato de piperazina provocó 
1 

un aumento en el 'número de fevertantes His+ de Salmonella 

typhimurium TA1535. No asi cuando s¡e administraron por separado. 

Finalmente se probó ácido ascórbico como inhibidor de la 

formación de compuestos N-nitroso en este modelo de nitrosación, 

presentándose -en los resultados ~na disminución en el número de 

revertantes His+ de Salmonella typhamurium TA1535. 
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INTRODUCCIOl~ 

1 

La producción masiva de dive~sas susta~cias ocasionada en gran 
' 

medida por los avances tecnológidos, propicia que las poblaciones 
' 1 

humanas se encuentren cada vez má¡s expuestas a ellas. Es evidente 

que los productos quimicos han participado en el mejoramiento de las 

condiciones de vida, aunque, tambi~n se ha puesto de manifiesto;que 

algunos de ellos tienen efectos indeseables. 

El daño producido al material~ genético por diversos factores a 

través de la mutagénesis, es uno d$ los riesgos toxicológicos que no 

se han valorado lo suficiente a pesar de su repercusión en la salud 

de los individuos afectados y sus descendientes. Algunos estudios 

sugieren una relación causal entre la mutagénesis y la 

transformación maligna de las células (carcinogénesis) y ciertas 

alteraciones del desarrollo (teratogénesis) (Cortinas de Nava et 

al., 1980). 

En los últimos años, numerosas investigaciones han aportado 

nuevos elementos para entender los mecanismos que intervienen en la 

carcinogénesis, proceso que comprende la transformación de las 

células y el desarrollo del cáncer. 
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Los avances logrados en el ca~po de la carcinogénesis adquieren 
1 

singular importancia para quienes están interesados en el estudio 

'd . ., . 1 . epJ. emJ.olog1co y el control del ¡cáncer, ya que permJ. ten entender 

porqué este padecimiento tarda tahtos afias en manifestarse, 
1 

no todos los individuos de una población enfrentan un ·riesgo 

de desarrollarlo y cómo múltip~es factores ejercen u~ 
1 

modulador dE~ la enfermedad. 1 

porqué 

similar 

efecto 

otro aspecto que deriva del 'ponocimiento de la carcinogénesis 

es la oportunidad de identificar 'y controlar la exposición a los · · 

factores de riesgo, establecer estrategias para interferir en !'as 

distintas e·tapas del proceso y plantear conductas para vigilar y 

prevenir que los individuos en alto riesgo desarrollen cáncer. 

Por su parte, los estudios epidemiológicos, los bioensayos 

animales de carcinogénesis y las pruebas de corta duración de 

mutagénesis y transformación celular, han contribuido de manera 

impbrtante a detectar agentes ambientales capaces de inducir cáncer, 

constituyéndose en un recurso Valioso para los programas de 

prevención (Cortinas de Nava y Espinosa, 1990) . 

Los epidemiólogos calculan que por lo menos el 70% de los 

cánceres en el humano podrían, en ·principio, ser prevenidos si se 

identificaran los principales factotes de riesgo y anti-riesgo. 
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1 

E t . t d d 1 . 'd l. d t. íf. d ; s o en v1r u e que a 1nc1 enc1a e 1pos espec 1cos e cancer 
1 

difieren marcadamente en distin1fas .partes del mundo donde las 

personas tienen diferentes esti~os de vida. Por ejemplo, los 

cán9eres de colon y mama, que constituyen unos de los principales 
1 

tipos de cáncer en los Estados Un~dos, son bastante raros en Japón, 
1 

• • 1 pero no entre Japoneses-amer19anos. Los epidemiólogos están 
r-

aportando. importantes pistas acer~a de las causas específicas del 

cáncer humano, a pesar de las difipultades metodológicas inherentes. 

Se ha identificado que el tabaco ~s una causa evitable de alrededor 

del 30% de las muertes por cáncer en E.U. y de un número mayor de 

muertes por otras causas. Menos específicamente, factores presentes 

en los alimentos, o la carencia de ellos, han sido considerados por 

diversos estudios como responsables de una proporción sustancial de 

muertes por cáncer, aunque los factores de riesgo y de anti-riesgo 

están siendo identificados muy lentamente. 

Una alta ingesta de grasas p,arece relacionarse con el cáncer 

del colon., pero la evidencia no es definit.iva como lo son las que 

involucran a las grasas saturadas en las enfermedades del corazón o 

al tabaco en el cáncer pulmonar. El. consumo de bebidas alcoholicas, 

particularmente por los fumadores, se piensa es responsable del 3% 

de las muertes por cáncer en E. U. y de un número mayor por otras 

causas (Ames et al., 1987). 
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Se han efectuado progresos en la prevención de algunos factores 

ocupacionales, como el asbesto, lal cual los trabajadores solian 

estar altamente expuestos, con efecto's diferidos que aún contribuyen 

a cerca del 2% de las muertes pbr cáncer en E. U .. 
1 

La prevención 

también parece ser posible en el baso de los cánceres relacionados 
1 

con hormonas como el de mama, los i¡isociados con virus como el cáncer 

hepático (virus de la hepatitis B) y el cáncer de cuello uterino 

(papiloma virus HPV 16) (Ames et alj., 1987). 

Esto no sucede en el caso :del cáncer gástrico, ya que la 

proporción de mortalidad por 1 

est~ 
1 

tipo de cáncer que puede ser 

atribuible a- factores de la dieta, cuando menos en los Estados 

Unidos, se ha estimado en un 35% (boll y Peto, 1981). Se estima que 

la influencia de la dieta sobre el riesgo de padecer cáncer, es tan 

importante como la exposición al humo del tabaco, aunque el papel de 

la dieta en la etiologia de esta enfermedad es dificil ~e estudiar 

en parte porque el concepto de "dieta" abarca una gran ~ariedad de 

alimentos y hábitos personales dificiles de medir objetivamente. 

Uno de los posibles factores de la dieta involucrado en la 

etiologia del cáncer en humanos, es la formación endógena de 

nitrosaminas y nitrosamidas. 
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1 

1 

1 

Los humanos nos encontramos expuestos a ·una amplia variedad de 
1 

sustancias nitrogenadas provenientes de los alimentos, que ~ueden 
1 

reaccionar in vivo con agentes nitrosantes para formar compuestos N-
I 

nitroso ( CONN) , l-os cuales repre¡entan una clase m\lY versátil de 

carcinógenos ( Shephard et al., 1987). 
1 

1 

1 

Los precursores de CONN se !encuentran principalmente en los 

componentes normales de la dieta, 
1 
aunque también en el agua, aire, 

humo de cigarro y fármacos de uso domún, entre otros. 

Los agentes nitrosantes se puéden formar también endógenamente, 

en reacciones mediadas por bacterias y macrófagos activados ( 

Calmels et al. , 1987; Miwa et al., 1987; Marletta, 1988) • De esta 

manera la formación endógena de CONN puede ocurrir en diferentes 

partes del organismo incluyendo cavidad oral, estómago e intestino, 

pulmón y órganos infectados o con procesos inflamatorios. 

La exposición a CONN ha sido asociada con un incremento en el 

riesgo de padecer cáncer de estómago, de esófago y de vejiga, aunque 

la asociación carece aún de evidencia epidemiológica convincente, 

principalmente por 1~ falta de métodos confiables para estimar la 

formación endógena de CONN. 
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1 

1 

La hipótesis más aceptada para la carcinogénesis gástrica fué 

propuesta por Correa (1988) en ~a cual, los compuestos N-Nitroso 

formados endógenamente a partir de nitratos ingeridos en la dieta 

(reducción a nitrito via bacteriata) son propuestos como origen de 

acción carcinógena en el estómago. 

La exposición a nitratos exógenos ha sido, por eso, considerada 

un factor de 

gástrico v5.a 

riesgo importante ¡para 

la formación endóg~na de 

el padecimiento de cáncer 

compuestos N-Nitroso. La 

evidencia epidemiológica para una asociación etiológica entre la 

exposición nitrato/nitrito y el páncer gástrico es, sin embargo, 

confusa y permanece como materia de debate (Forman, 1989; Knight et 

al., 1992). 

sin embargo, existe una creciente evidencia, de que nuestra 

aliiJtentación diaria contiene factores identificados como 

carcinógenos en animales (como los resultantes de la cocción de los 

alimentos) todos ellos perfectamehte naturales o tradicionales, y 

prácticament:e no es posible encontrar una dieta enteramente libre de 

mutágenos· que pueden ser carcinógenos para roedores. 

Por ello es necesario identfficar las causas importantes del 

cáncer para el humano entre el inm~nso número de riesgos minimos. 
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1 

Lo cual requiere del conocimiento tanto de las cantidades de una 
1 

' 

sustancia a la que el humano p~ede estar expuesto, como de su 
1 

potepcia carcinogénica (Ames et alJ, 1987). 
1 

El empleo de los sistemas animales para identificar 

carcinógenos cuenta con grandes ventajas, s·in embargo, una regla 
1 

importante ·para que ·el bioensayo 1 se considere válido es que debe 

realizarse en ambos sexos de ~os especies expuestas en forma 

crónica, lo que hace las pr~ebas en animales relativamente 

laboriosas, costosas y de larga duración. Y aün más, la utilidad de 

estas pruebas para la estimación del riesgo en el humano es limitada 

ya que existen compuestos que st5lo inducen cáncer en el hombre 

(Vogel et al., 1976). 

Es por eso que considerando las observaciones que sugieren una 

asociación entre la carcinogénesis y la mutagénesis, en las cuales 

se dice que los carcinógenos que inducen tumores en la mayoria de 

los organos de las ·especies de :toedores son capaces de producir 

mutaciones. Los compuestos quimicos pueden participar en las estapas 

de iniciación y progresión del proeeso de carcinogénesis a través de 

ocasionar alteraciones en el material genético de las células; de 

ahi el interés en evaluar la capacidad mutagénica de las sustancias 

quimicas como un indicador de riesgo de cáncer, ver Figura 1 (Viola 

et al., 1971) 
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~igura que presenta las cara'cteristicas más relevantes de las 
pruebas utilizadas en la identific~ción de mutágenos. 

PRINCIPALES PRUEBA~ DE CORTA DURACION 

A. MUTACIONES GENICAS. 
l~Sistemas microbianos con y sin activación metabólica.Sa1mone11a 

typhimurium (prueba de revers~ón, o ensayo de Ames). 
2.Cultivo de·células de mamiferq con y sin activación metabólica. 

Detección de mutaciones en el,locus HGPRT o TK. 
3.Mosca de la fruta, Drosophila 

1

melanogaster. 
Detección de mutaciones letales ligadas al X. 

B.ALTERACIONES CROMOSOMICAS. 1 

!.Detección de aberraciones dromosómicas y 
células de médula ósea y sang~e de roedores. 

2.Detección de aberraciones qromosómicas y 
linfocitos humanos en cultivo o provenientes 
expuestos. 

PRUEBAS COMP~LEMENTARIAS 

A.DAÑO ALADN. 

micronúcleos 

micronúcleos 
de individuos 

1. Pruebas de rompimiento de cade:nas o formación de aductos. 
2.Sintesis de ADN no-programada. 
3.Intercambio de cromatidas hermanas. 

B.ALTERNATIVAS AL USO DE LA FRACCION METABOLICA S9. 
l.Uso de cultivos primarios de hepatocitos. 
2.Ensayo via el hospedero. 

en 

en 

C.ADQUISICION DE CARACTERISTICAS TUMORALES POR LAS CELULAS EN 
CULTIVO. 

!.Pruebas de transformación celular de fibroblastos. 

( Cortinas de Nava y Espinosa, 1990 ). 

FIGURA 1. sistemas de prueba para i~entificar mutágenos. 
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JUSTIFICACION DEL USO DEL METODC) DE AMES PARA LA EVALUACION DE 

MUTACIONES GENICAS EN Salmonella typhimurium. 

Una de las pruebas para la 
1 

identificación de mutágenos más 

difundida, es la desarrollada por lel grupo del Dr. Bruce N. Ames en 
1 

1 

la Universidad de California e~pleando como sistema biológico 

diversas cepas bacterianas mutantes aisladas a partir de cepas 
1 

1 

silvestres de Salmonella typhimurium. 
1 

' 
1 

Las bacterias mutantes (auxót¡.rofas, his-) a diferencia de las 
1 

silvestres (prototrofas, his+) reqpieren histidina para crecer y la 

bas~ de la prueba consiste en "J::ievertir" el fenotipo mediante la 

inducción de mutaciones en el operón de la histidina, lo que 

confiere a las "revertantes" la capacidad de crecer en medios 

carentes del aminoácido o con cantj;dades limitadas de él. 

Una mutación se considera coro@ una modificación en la secuencia 

de las bases nitrogenadas que constituyen el material genético 

(ADN). Este cambio puede ocurrir en los genes (unidades de 

fÓrmación) o en los agrupamientos de genes, denominados cromosomas 

de cualquier tipo de célula (figura 2). 
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llillillllilllllffilffi~!~~~~ 

TOMADO DE: MANUAL DE METO DOS PARA LA IDENTIFICACION DE MUTAG ENOS Y CARCINOGENOS QUIMICOS AMBIENTALES 

1 TANTO LA MUERTE DE LOS GAMETOS COMO SU INCAPACIDAD PARA REALIZAR 
LA FECUNDACION PUEDEN MANIFESTARSE COMO ESTERILIDAD. 

2 ESTO PUEDE TRADUCIRSE EN INCAPACIDAD REPRODUCTIVA DEL INDIVIDUO 
3 PUEDEN TRANSMITIRSE DE UNA GENERACION A OTRA 

FIGURA 2.RIESGOS CLINICOS DE LAS MUTACIONES 

15 
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Uno de los aspectos más interesantes de esta prueba, además de 

la fácil manipulación, economia ~ rapidez de ejecución, deriva del 
1 

conocimiento de los cambios molecu:lares ocurridos en el operón de la 

h . t'd' . d 11 

. . . 1 1 1s 1 1na c::omo consecuenc1a e !as mutac1ones or1g1na es, o que 

. t . t 1 ·· 1 i . t , . perm1 e aver1guar, no an so o s1l un agente qu m1co es mu agen1co, 

sino a través de qué mecanismo irtduce la mutación. Varias de estas 

cepas se originaron, en efecto, a ~ravés de sustituciones de bases y 

t d f . 1 • i . o ras por es asam1ento de la secuenc1a nucleot d1ca 
1 

(frameshift), 

lo que implica que su "reversióp" requiere del concurso de los 

mismos mecanismos, es· decir, sustitución de la base adecuada en el 

primer caso o eliminación de bases en el segundo, para "correr" la 

secuencia y restablecer el código genético. 

La recolección de los datos generados en todos los laboratorios 

en los que el Dr. Ames donó las cepas, asi como en su propio 

laboratorio, han permitido contar con información suficiente para 

"validar" la prueba. El estudio de más de 300 compuestos quimicos, 

carcinogéniéos y no carcinogénicos ha mostrado, además, una alta 

correlación entre mutagenicidad y carcinogenicidad. Aunque el 

análisis de la relación, en función de la estructura quimica de los 

compuestos, no parece.· ser tan alta para todos los grupos de agentes, 

como lo mencionara originalmente el grupo del Dr. Ames (Cortinas de 

Nava et al., 1980). 
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En el mamifero in vivd, existen sistemas enzimáticos 

responsables de la transformación! metabólica de los compuestos que 
• 1 

acceden al· organismo y que están: ausentes en S. typhimurium. Por 

ello, la prueba ha sido complémentada mediante la adición de 

homogenados de órganos de roedo*es o humanos que contienen las 
1 

enzimas correspondientes (fracción S9) (Ames et al., 1973); una de 
1 

las al terna ti vas del método de Aiues en la cual no se utiliza la 

fracción _S9 es el ensayo via el
1 

hospedero. Esta metodologia fué 

introducida en 1969, y se han hecho varias modificaciones desde su 

aparición, es considerado como un método indirecto para detectar 

mutaciones puntuales lo que permite caracterizar agentes mutagénicos 

(GaQridge y Legator, 1969; Legator y Malling, 1971). En este ensayo 

el mainifero durante el tratamiento con un agente quimico 

potencialmente mutágeno, es inyectado con un organismo indicador (un 

microorganismo) en el que la frecuencia de mutaciones puede ser 

medida. Después de un tiempo suficiente, el indicador es recuperado 

del animal y la inducción de mutantes es determinada. La comparación 

la acción mutagénica del compuesto sobre el microorganismo 

directamente, y la del ensayo del huésped mediador en el cual se 

indica si el huésped puede destoxificar el compuesto o los productos 

mutagénico~ pueden formarse como resultado del metabolismo del 

Est:e es un procedimiento extremadamente flexible, de tal 

que permite el uso de una gran variedad de organismos 

indicadores y casi cualquier animal de prueba. 
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Aunque muchos organismos indicadores han sido utilizados en 
1 

esta prueba, los auxótrofos de histidina de s. typhimurium han sido 
1 

los, más extensivamente usados. 1 Los genes de histidina de ~ 

typhimurium están entre los op:erones de microorganismos mejor 

caracterizados. Se han usado u~a serie de cepas mutantes por 
1 

sustitución de pare~ de bases y por corrimiento de formato, 

deficientes ó competentes en repa~ación. La utilidad de éste método 
1 

para detectar el metabolismo actiyo en un animal completo ha sido ·· 

ampliamente demostrado, utilizando este auxótrofo con más de lOO 

compuestos tales como la cicacina y las nitrosaminas que han 

demostrado ser activos con este sisltema. 
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GENERALIDADES 

Los nitratos están presentes naturalmente en suelos, aguas, 
1 

1 

Se les ~ncuentra también, vegetales y carnes. en pequeñas 

concentraciones (1-40 microgramos;!m3) en el aire como resultado de 

la contaminación atmosférica. Jos nitritos se forman en la 
' 

naturaleza por la acción de bac~erias nitrificadoras como etapa 

intermedia en la formación nitratos; con todo, las 

concentraciones en plantas y agua lson, por lo común, muy bajas. Sin 

embargo.., puede haber· conversión mi:crobiológica de· hitrato a nitrito 

durante el almacenamiento de legumbres frescas, particularmente a la 

temperatura ambiente, en cuyo caso las concentraciones de nitritos 

pueden elevarse a niveles excepcionalmente altos, cerca de 3, 600 

mgjkg de peso en seco (Criterios de salud ambiental, 1980). 

Los nitratos y nitritos se utilizan con frecuencia en la 

producción y conservación de productos cárnicos curados y de algunos 

Estos. usos, reglamentados oficialmente en muchos países, 

se consideran vitales para prevenir el botulismo causado por el 

desarrollo de las cepas toxigénicas de Clostridium botulinum que a 

veces se encuentran en la carne cruda y que pueden persistir en las 

carnes cocidas. 

/ 
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La irtgesta semanal de nitritos de un miembro de. la población 
i 

general de Inglat~rra o Estados Unidos se ha estimado 

aproximadamente en un promedio de unos 400-500 mg, si bien estas 

cifras no se pueden generalizar a causa de las variaciones en los 
1 

hábitos alimentarios y las conqentraciones de nitratos en los 

alimentos y el agua. 

1 

Se h.an detectado concentracidnes bajas de compuestos N-nitroso 

.en aire, agua y alimentos, esp~cialmente en productos cárnicos 

tratados con nitritos y ciertos p~oductos del pescado. En la mayor 

parte de los casos las concentraciones observadas en alimentos son 

del orden de microgramos por kilog~amo. En base a estos datos no es 

posible realizar una estimación efectiva de la exposición de la 

general a los compuestos de N-nitroso (Criterios de salud 

ambiental 5, 1980). 

El nitrito se utiliza en la curación de carnes para obtener el 

color rosado y el sabor caracteristico de la carne curada. Si bien 

para obtener un color satisfactorio por un lapso limitado basta con 

un contenido de nitrito inferior a 5 mgjkg de carne, puede ser 

necesario utilizar hasta 20 mgjkg para producir una estabilidad 

comercialmen·te aceptable del color y hasta 50 mgjkg aproximadamente 

para producir el sabor caracteristico. Sin embargo, se carece de una 

confirmación experimental detallada de estas cifras. 
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La curación de carnes da up importante grado de protección 

contra el botulismo y puede conferir una protección similar contra 

otras bacterias, como Clostridiuirl welchii y estafilococos, aunque 

todavia no se ha evaluado la imp
1

ortancia de los nitritos en este 
1 

aspecto. La cuestión relativa a ~aber qué cantidad de nitrito se 
1 

necesita para protégerse del botulismo es muy compleja debido a 
1 

1 

varios factores que guardan relación entre si. 
1 

La conversión de nitratos a nitritos se produce más lentamente 

en tocino 1 al vacio que 
1 

en tocino causa envasado sin envasar, a 

presumiblemente de la baja capac,idad reductora de los anaerobios 

(Cavett, 1962). Spencer (1967) complrobó que el contenido de nitrito 

del tocino envasado al vacio qisminuia lentamente durante el 

almacenamiento. 

Sebranek et al.(1974) han informado que los niveles de nitrito 

·carne, determinados dos dias después de la elaboración, son 

inferiores a la mitad de los originalmente añadidos a muestras 

congeladas y muestras elaboradas a '71 °c y que tal disminución es aún 

más acentuada durante el almacenamiento. Se ha reportado también que 

contenido de nitritos se reduce en 20-90% al freir, asar o hervir 

tocino o jamón (Comité de Normas Alimentarias, 1959). 
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Los nitratos se pueden reducir a nitritos cuando la cocción se 

realiza en utensilios de 
1 

alu~inio. Esta observación parece 

significativa ya que en algunos 1

1

países se utilizan utensilios de 
1 

aluminio .Para hervir leche y agua, práctica 
1 

formación de cantidades consi~erables 

investigarse mejor es~e efecto del]aluminio. 

que podría llevar a la 

de nitritos. Debiera 

Las condiciones en las cualesl las distintas aminas, aminoácidos 

.Y proteínas en los alimentos pod:Jfían reaccionar con nitritos para 

formar nitrosaminas fueron estudi~das por Ender y Ceh (1971) y Sen 

al. (1970), quienes demostra:ron que cuando el bacalao, el 

la merluza, el hipogloso, la caballa o el salmón se 

trataban con 200 mgjkg de nitrito de sodio y se cocinaban a 110°c 

durante 60-70 minutos, solo había indicios (2.5-25 microgramosfkg) 

de dimetilnitrosamina (DMN) en el producto cocido. Los niveles más 

elevados ·se observaron en la caballa y la merluza, que contenían 

grandes cantidades de dimetilamina (DMA) y trimetilamina (TMA). Las 

sin la adición de nitrito no contenían nitrosaminas 

detectables. 

La formación de DMN se estudió en sistemas de modelo acuoso que 

contenían metilaminas y nitrito de sodio en condiciones más 

controladas que las empleadas en la elaboración comercial de 

leucisco ahumado con nitrito (un pez de agua dulce que contiene 

cantidades de trimetilnitrosamina (TMN), óxido de 

trimetilamina (OTMA) y DMA). 
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Los· resultados de los estudios mo~traron que durante el proceso de 
1 

ahumado no se formarían más de 10¡ microgramos de DMN por kilogramo 

de producto final (Malins et al., Í970). 

1 

Sen et al . ( 19 7 3 b) , sugirieron que una fuente importante de 
1 

nitrosaminas en las carnes cur~das se podría derivar de una 

interacción de nitritos y especias, como la pimienta negra y el 
1 

que están presentes en ias mezclas utilizadas para curar 

Se encontró nitrosopirrolidina, nitrosopiperidina y DMN en una 

de curar utilizada por un fabricante de carnes en Canadá. Sen 

.al. (1974a) han estudiado también el efecto de la concentración 

nitrito de sodio sobre la formación de nitrosopirrolidina y DMN 

tocino frito. Estos autores analizaron muestras de tocino 

preparadas con nitrito de sodio en concentraciones de o, 50, 100, 

200 mgjkg en busca de nitrosopirrolidina y DMN. Sin embargo, 

detectó nitrosamina en muestras preparadas sin nitrito, pero 

las muestras tratadas contenían de 2 a 20 microgramosjkg de 

ni trosaminas. La concentración de ni trosopirrol idina se relacionó 

la concentración inicial de nitrito en el tocino. Se ha 

demostrado que la formación de nitrosamina en tocino aumenta con el 

de la temperatura y el tiempo de fritura, y que, si bien 

cocción, hervor o fritura producen cantidades variables de 

no se produce ninguna nitrosamina cuando la cocción se 

aliza en un horno de microondas (Pensabene et al., 1974). 
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Luego de la nitrosación de~iberada de huevos y carnes con 

cantidades 1 desusadamente elevadas, ( 1%) de nitrito de sodio, se 

forman, al parecer, algunos compuestos· N-nitroso, 
1 

1 

sin que pudiera 

determinarse claramente la naturaleza química de los compuestos 
¡ 

detectados (Walters, 1971). 

No se han realizado estu~ios sistemáticos acerca d~ la 

formación de compuestos N-nitroso en quesos, si bien se sabe que 

algunos tipos de queso se elaboran con nitratos y nitritos. 

Se tienen escasos datos respe'cto del destino de los compuestos 

N-nitroso durante la cocción, elaboración o almacenamiento de 

alimentos, pero algunos estudios han demostrado que la nitrosamina 

volátil DMN y la nitrosopirrolidina se pueden perder durante la 

fritura de tocino (Sen et al., 1973a). 

Debido a la capacidad de la espinaca para acumular grandes 

cantidades de nitratos y a los casos notificados de intoxicación 

asociada ·con el consumo de esta planta, se han realizado varios 

estudios sobre la conversión de nitratos a nitritos en la espinaca. 

Los datos presentados por Phillips (1968a), indicaban que el 

contenido inicial de nitrito de la espinaca fresca, congelada, 

enlatada e incorporada a alimentos para bebés era generalmente 

inferior a l mgfkg de peso en fresco. 
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1 

Sin embargo, varios autore~ han informado de una rápida 

• 1 d disminución de las concentrac1ones de nitrato y un aumento de las e 

nitrito en la espinaca fresca len los primeros cuatro días de 

almacenamiento a temperatura ambiente (Achtzehn y Hawat, 1970; 
1 

Phillips,. 1968a; Schuphan, 1965)1. se han observado niveles muy 

elevados dE~ nitrito en espinaca 1 de tierra fertilizada (Brown y 

Smith, 1967) 1 

1 

que incluso podían 111egar a valores excepcionalmente 

elevados (:3, 600 mgfkg de peso seco) en casos de fertilización 

excesiva (Schuphan, 1965). 

· Bajo refrigeración, el contenido de nitrito de la espinaca 

fresca aumentó mu,y gradualmente en un periodo de almacenamiento de 

28 días (Phillips, 1968a). No hubo aumentos significativos de los 

niveles de nitrito durante el almacenamiento de espinaca congelada, 

enlatada o en alimentos para bebés, pero se observaron 

concentraciones aumentadas en espinaca congelada que se había dejado 

descongelar a temperatura ambiente por un plazo excesivamente largo 

aproximadamente 39 horas (Phillips, 1968a). 

En animales de experimentación y en un caso en el hombre se ha 

demostrado la formación in vivo de compuestos N-nitroso a partir de 

nitratos o nitritos Y. aminas o amidas. 
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Epstein (1972) observó la for¡mación de nitrosopiperidina en el 

tubo gastrointestinal de ratas tra1tadas con nitrito y clorhidrato de 

pip~ridina. 

Manteniendo la concentración de nitrito constante, la formación 

de nitrosopiperidina en el intestino delgado fue en aumento con las 

concentraciones crecientes de piperidina. También se encontró 
1 

nitrosopiperidina en el estómago. fSander et al. (1974a), demostraron 

la formación de N-N'-dinitrosopiperacina, DMN y N-nitroso-N-

met.ilbencilamina en el contenido 
1 
gástrico de ratas a las que se 

administró las aminas 
1 

1 precursores combinadas con nitrito; sin 

embargo, en los animales se observó una considerable variación 

individual en el grado de síntesis de N-N' -dinitrosopiperacina. En 

otro informe reciente se formó N-nitrosopirrolidina muy rápidamente 

en el estómago de perros a partir de nitrito de sodio y pirrolidina 

en un lapso de 2-6 minutos que, sin embargo, había desaparecido casi 

totalmente al cabo de 30 minutos, presumiblemente a causa de su 

rápida absorción (Mysliwy et al., 1974). 

Algunos estudios de toxicidad, han generado evidencia indirecta 

de la formación in vivo de compuestos N-nitroso. Por ejemplo, las 

lesiones hepáticas, formadas después de la administración de nitrito 

y algunas aminas, fueron similares a las producidas por DMN o N­

nitroso-N-metilbencilamina (Asahina et al., 1971). 

26 

., 



Efectos similares se advirtieron ~uando se administró nitrito hasta 

tres horas después de la DMA, si bien el efecto se redujo 

señaladamente cuando el nitrito se:administró antes de la amina. 

Una parte tle lós nitratos ingeridos se absorbe 
1 

fácilmente y 

otra parte puede ser metabolizada por la microflora en el conducto 

gastrointestinal (Ridder y Oehme, 

organismos presentes, el pH y 
1 

197 4) . En función de los 

los nutrientes disponibles 

(oligoelementos e hidratos de car~ono), se pueden formar y absorber 
1 

nitritos (N02 ), óxidos de nitrógeno (N2o5 , N02 , NO), hidroxilamina 

(NH20H) y amoniaco (~H3 ). 

Friedman et al., 1972, administraron una sola dosis oral de 150 

microgramos de nitrito a ratones. La medición de la tasa de 

desaparición indicó que el compuesto se absorbía rápidamente y que 

el alimento en el estómago.tenía escaso efecto sobre la absorción. 

Los resultados en animales con una ligadura gastroduodenal 

indicaban que la absorción tenía lugar sobre todo en la mncosa 

gástrica. Los estudios de Mirvish et al. (1974) 1 en ratas 

alimentadas con una dieta rica en nitrito sustentaron las 

observaciones anteriores en ratones. 
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Los experimentos con alimentos qu~ contenían rojo de fenol mostraron 
1 

que la disminución en las canti~ades de nitrito en el contenido 

gástrico, especialmente en la par~e glandular, se producía dentro de 

las cinco horas siguientes a ta adición de el alimento, era 

significativamente mayor que la 1 debida a la eliminación fecal 

directa. Esto se atribuyó a la descomposición y a 'otras reacciones 
1 

catalizadas por ácido del nitrito', y a la absorción directa en el 

estómago. 

Aunque de la naturaleza de los efectos tóxicos posteriores a la 

administración oral de las nitrosaminas se puede inferir que la 

absorción es considerable, existen pocos estudios con información 

cuantitativa sobre la absorción. Alarif y Epstein (1974) 1 

administraron nitrosometilurea y nitrosometiluretano marcados con 

3H, por sonda esofágica, a grupos de cobayas preñadas en dosis de 2 

mgfkg y ~> mgfkg de peso, respectivamente. Los animales se 

sacrificaron una hora después de la administración de la dosis. 

Cuando se midió la absorción por los tejidos maternos y fetales por 

recuento de centelleos en líquido y determinación de DMA, se observó 

que los ni veles maternos eran generalmente más elevados que los 

fetales. En estudios realizados por Juszkiewicz y Kowalski (1974), 

la DMN, DEN y nitrosopropilamina, administradas oralmente a cabras a 

razón de 20-30 mgfkg, aparecieron en la sangre en un plazo de media 

hora y posteriormente en la leche. 
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La concentración en la leche, dos :hóras después de la ?tdministración 

de 30 mgjkg de DEN, fue de 14 mg/l,itro y al cabo de 24 horas solo se 
1 

pudieron observar indicios. Phill~ps et al. (1975a), examinaron la 

desaparición de DMN del estómago ¡e intestino delgado de ratas como 
/ 

índice de absorción y comprobaron 1 que, si bien poco se absorbía en 

el estómago, la DMN se absorbía rápidamente del intestino delgado. 

Hawksworth y Hill (1971b) realizaron un estudio de 122 muestras 

de orina humana y comprobaron que la concentración urinaria de 

nitrato guardaba relación con la cantidad de nitrato ingerido. 

La excreción de nitratos y nitritos en la saliva fue estudiada 

por Spiegelhalder et al. (1976), en once voluntarios a los cuales 'se 

les administró zumos de leguminosas con concentraciones de ni trato 

de 30 a 550 mg/litro. Las cantidades de nitratos y nitritos 

excretadas fueron proporcionales a las de nitratos ingeridos. Luego 

de ingerir 100 mg de nitratos, las concentraciones de nitritos en 

saliva aumentaron, por término medio, en 20 mgjlitro. 

Magee y Barnes (1967), han examinado la información disponible 

sobre el metabolismo y la eliminación de compuestos N-nitroso. Magee 

(1956), midió la recuperación de DMN del cuerpo entero del ratón y 

observó que el 97% de la dosis total (0.05 mgjkg) se podía recuperar 

inmediatamente después de la administración oral, y que las 

cantidades recuperadas decrecían con el tiempo hasta que cuatro 

horas después no se recuperaba DMN. 
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Se obtuvieron resultados similarés con la rata a la cual se le 

administrarían oralmente dosis de DMN a 50 mgjkg; la concentración 

declinó rapidamente con el tiempo1 después de la inyección, de modo 

que solo el 30% de la dosis se pudo recuperar a las ocho horas y 

nada a las 24 horas. 

La transformación metabólica 'de DMN fue estudiada por Dutton y 

Heath 1956; utilizando DMN marcada con 14c. Tanto en el ratón como 

en la rata el principal producto radiactivo fue el dióxido de 

carbono espirado. En el ratón se ,recuperó el 65% del 14c inyectado 

como dióxido de carbono espirado, seis horas después de una 

inyección subcutánea de DMN a 50 mg por kg de peso. En la rata se 

recuperó alrededor del 40% del 14c radiactivo como dióxido de 

carbono espirado ocho horas después de la inyección. Al terminar el 

experimento, el resto del 14c estaba distribuido con relativa 

uniformidad en los tejidos, aparte del 7% aproximadamente que se 

había excretado en la orina. 

Heath (1962), comprobó que, si bien una parte de ciertas 

nitrosaminas estudiadas se excretaba inalterada en la orina y en el 

aire espirado, la !llayor parte estaba en descomposición. En base a 

las tasas de espiración de dióxido de carbono marcado, se demostró 

que la descomposición de dimetil-, dietil-, y N-

butilmetilnitrosamina obedecía a la cinética de Michaelis-Menten. La 

tasa de descomposición dependía de la dosis. 
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cuando se investi'gó la transformación metabólica de 

dialquilni trosaminas, . especialment~e del carcinógeno de la vejiga, 
1 

di-N-butilnitrosamina, se identif~caron los principales metabolitos 

urinarios con estructura retenida de N-nitroso (Blattmann y 

Preussman, 1974; Blattmann et al.,:1974;. Okada y Suzuki, 1972; Okada 

etal., 197!5). 

1 

Se ha observado tanto la hi~roxilación particularmente en el 

grupo CH3 terminal, como el acortamiento de la cadena. La butil (3-

carboxipropil) nitrosamina (BCPN); un importante metabolito de la 

butil (4-hidroxibutil) -nitrosamina (BSN), fué un carcinógeno de la 

vejlga igualmente potente y selectivo (Okada y suzuki, 1972). 

Durante el metabolismo de la nitrosomorfolina se observó rompimiento 

de anillos (Stewart et al., 1974). 

Si bien, el conocimiento de la sintesis endógena de compuestos 

N-nitroso es muy importante, no está todavia claro que porcentaje de 

pasos la limitan. La formación de compuestos N-nitroso (in vitro) a 

base de aminas y nitritos ha sido reseñada por Mirvish (1975), 

Sander (1971a), y Sander y Schweinsberg (1972). 

Por ejemplo, se estima que la nitrosación de la dimetilamina 

(DMA) y el nitrito de sodio en soluciones diluidas de ácido 

clorhidrico sigue el proceso (Mirvish, 1970) que se indica a 

continuación: 
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NaN0
2 

+ HCl ___ J_> HN02 + NaCl 

2HNO -----> 2 1 

(CH3 ) 2NH + N2o3 ----1> 

N2o3 + H20 

(CH3 ) 2HN-NO + N02_ 

. En pH>l el principal agente nitrosante es el trióxido de 

dinitrógeno 1 que se forma reversi~lemente a partir de dos moléculas 

de ácido nitroso. La velocidad de rección (V1 ) es proporcional a la 

concentración de trióxido de din!itrógeno [N2o3 ] y, por ende, al 

cuadrado de la concentración del ácido nitroso [HN02 ] 2 , esto es: 

Las concentraciones de amina no ionizada y el ácido nitroso 

libre varían según el pH, pero k 1 es independiente del pH. A los 

fines prácticos, es más conveniente reformular la ecuación en 

función de las concentraciones totales de nitrito y DMA, esto es: 

v2= k 2 [amina total] (nitrito total] 2 

donde k 2 depende del pH; k 2 y la velocidad de reacción muestran 

valores máximos en pH=3. 4 que corresponde al pka del ácido nitroso 

(Pka=3.37). 
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La velocidad de reacción disptinuye 10 veces por cada aumento 

unitario de pH superior a pH=3. 4. 1Por debajo de este nivel de pH el 

nitrito se convierte casi complet~mente en ácido nitroso. El efecto 

principal d«3 una nueva reducción d!el pH es una caída continua de la 

concentración de amina no ionizadal, lo que causa una disminución de 

la velocidad de reacción. No exis'tJe un limite preciso de pH p~ra la 

nitrosación, que puede ocurrir len~amente a un pH de 5 o incluso 6, 

como se ha observado respecto de la DMA (Mirvish, 1970) • 

La nitrosación de amidas, como N-alquiureas y N-alquiluretanos, 

se realiza rápidamente (Challis y Challis, 1970; Mirvish, .1971; 

San~er y Burkle, 1969) • En este caso el agente nitrosante 

probablemente sea el ión nitrácido (H2No2 )+: 

ó 

HN02 + H+ -----> 

y la nitrosación se realiza por la siguiente reacción: 

RNH.COR' + (H2No2 )+ -----> RN(NO) .COR' + H20 + H+ 

La velocidad de reacción es también proporcional a las 

concentraciones de alquilurea no ionizada a iones nitracido, cuya 

formación puede estimarse que se realiza de acuerdo con la primera 

ecuación por lo tanto: 
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V3= k 3 [RNH.COR'] [HN02 ] [H+] 
1 

ó 
1 

v4= k 4 [amida total] 
1 

[nitrito total] [H+] 

La velocidad de reacción, que aumenta alrededor de 10 veces por 

cada disminución de una unidad e:q. el pH de 3 a 1, no muestra un 

nivel máximo de pH; k 4 depende d~ la ionización de nitrito y, por 

ende, del pH, pero no de la ionización de las amidas, que solamente 

están levemE~nte ionizadas en un pH superior a 2. 

Las tablas en las que figuran las constantes de velocidad de 

reacción de 15 aminas y 21 amidas de acuerdo con las ecuaciones 

antes dichas (Mirvish, 1975) indican que las clases de compuestos de 

más rápida nitrosación son las N-alquilureas, N-arilureas, N-

alquilcarbamatos, aminas aromáticas secundarias, amino piperazina 

secundaria, derivados de morfolina y enamidas terciarias (Criterios 

de salud ambiental 5, 1980). 

Como se menciona anteriormente la exposición a compuestos N-

nitroso ha sido considerada como resultado de su formación endógena 

por la interacción entre aminas y nitritos (Oshima y Bartsch, 1981). 

Ha sido también sugerido que la ingestión de drogas aminadas junto 

con nitritos pueden generar nitrosaminas y nitrosamidas mutagénicas 

y carcinogénicas (Lijinsky, 1980). 
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. Este es el caso del antihelll)intico piperazina, al cual se ha 

capacidad para reaccidnar endógenamente con nitrito de 
1 

sodio para formar derivados nitrosados que son carcinogénicos a 

ratas (Vcm Schneider et al., 1977 f. Se ha observado que la 

administración oral de 1-4 dinittosopiperazina a ratones preñados 

incrementa la frecuencia de tumores en sus descendientes cuando 

alcanzan ·la edad adulta (Borzsony~ et al., 1980) • La detección de 

compuestos N-Nitroso en orina constituye una manerá de identificar 

exposiciones individuales a esos agentes (Oshima y Bartsch, 1981). 

Varias drogas aminadas amebicidas y antihelminticas han sido 

puestas a reaccionar in vitro con nitrito de sodio en pH ácido y 

temperatura fisiológica, produciendo compuestos nitrosados que 

inducen mutaciones en Salmonella typhimurium TA1535 (Arriaga Alba et 

al., 1988). Esto ocurre con derivados de la pirimidina (pamoato de 

o con drogas que contienen aminas secundarias alifáticas 

(cloroquina) o nitrógenos heterociclicos ( dehidroemetina,, 

piperazina).. Sin embargo, drogas antiparasitarias que contienen 

derivados halogenados de aminas terciarias (iodoclorohidroxiquinina) 

o sales cuaternarias de amonio (hidroxinaftato de befenio) no forman 

stos mutagénicos N-Nitroso bajo condiciones similares (Arriaga 

et al., 1989). 
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Muchos factores han sido investigados para encontrar una 
1 

asociación posible con cáncer gástrico, pero, aunque los factores 

dietéticos se cree que son de 1 mayor importancia, los agentes 

causales no han sido claramente identificados ( Howson 1986; Mettlin 

Nuestro conocimiento con respecto a lo que sucede al epitelio .. 

después del establecimiento de gastritis se basa 

principalmente en el trabajo de Correa, (1988). No hay ninguna duda 

la gastritis cuando llega a ser atrófica, es un factor de 

de cáncer gástrico y resulta de la pérdida de la acidez 

colonización bacteriana y la reducción intragástrica de 

a nitrito. 

El nitrito puede entonces nitrosar sustratos proteicos y formar 

compuestos carcinogénicos N-nitroso. Esta secuencia de eventos es 

biológicamente plausible, y todos los pasos individualmente han sido 

demostrados en estudios experimentales en humanos (Mirvish, 1983; 

Mentesano, 1984). Sin embargo todavia no se ha establecido 

tales componentes N-nitroso sintetizados endógenamente hacen 

lguna contribución al c;:áncer humano y cual seria el papel de la 

~xposicióp a nitrato dietético tiene en este proceso. La 

~nvestigación epidemiológica ha sido enfocada a contestar esta 



Mundialmente, el cáncer gástrico ocasiona la muerte de 

alrededor de medio millón de personas cada año y, en términos de 

mortalidad de cáncer, es el segundo en importancia después del 

cáncer de· pulmón (Parkin, et al. 1988). 
1 

Como en todos los cánceres; 1hay mucha variación internacional 

en la incidencia y mortalidad de bsta enfermedad. Más notorio, sin 

embarqo, ha sido la declinación consistente en la incidencia vista 

con todos los paises. cercanos cuyas estadisticas están disponibles 

(Muñoz, 19813). Investigando las causas del cáncer gástrico, se puede 

concluir que los agentes causales son probablemente muy extendidos. 

El lugar importante que ocupa el cáncer como causa de 

enfermedad y de muerte en la actualidad, aunado al conocimiento del 

origen de. una gran parte de los cánceres, ha impulsado el desarrollo 

de múltiples sistemas de prueba tendientes a identificar y evaluar 

la potencia de carcinógenos. Todo ello con el propósito de contar 

con información que permita el control del cáncer (Cortinas de Nava 

y Espinosa, 1990). 

La forma más usual de exposición a carcinógenos para la 

población general está relacionada con mezclas complejas de un gran 

número de compuestos que se encuentran presentes en muy baja 

concentración en el aire, el agua y los alimentos que se consumen 

diariamente. 
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En estos casos, el patrón general ~e exposición y las variaciones de 

pueden inferir.se de los hábitos de vida y la calidad del 

ambiente en el que se desenvuelven ¡las poblaciones. 

Lo anterior hace evidente! algunas de las dificultades 

imp0rtantes que enfrenta el estiudio de la carcinogenicidad de 

agentes quimicos y el diseño qe modelos que permitan obtener 

información relevante para las dondiciones usuales de exposición 

humana a dichos compuestos (Cortinds de Nava y Espinosa, 1990) • 

En virtud de los problemas descritos, se han diseñado di versas 

estrategias para el desarrollo de las distintas pruebas para 

detectar carcinógenosj as1 como para la integración, interpretación 

y extrapolación de los datos emanados de ellas, con el objeto de 

evaluar el riesgo de que poblaciones humanas expuestas a tales 

agentes desarrollen cáncer. 

Los bioensayos de carcinogénesis son tan costosos y tan largos 

(más de 3· años), que para garantizar su buen desarrollo se considera 

·indispensable un diseño experimental bien documentado, basado en una 

metbdolog1a rigurosa, además de el control de calidad de los 

reactivos empleados, de los alimentos, del ambiente de los bioterios 

y del estado de salud de los animales (Cortinas de Nava y Espinosa, 

1990) • 
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Se ha reportado, a la vez, ique los carcinógenos que inducen 
1 

en la mayoria de los órganos de las especies de roedores son 
1 

capaces de producir mutaciones. 1 Los compuestos quimicos pueden 

participar en las etapas de iniciación y progresión del proceso de 

carcinogénesis a través de ocasümar alteraciones en el material 

genético de las células; de ahi e~ interés en evaluar la capacidad 

mutagénica de las sustancias quimicas como un indicador de riesgo de 

cáncer (Viola et al, 1971). Ademá~, se ha constatado que la mayoria 

de los carcinógenos para los roedores empleados en los bioensayos de 

carcinogénesis y para el humano son capaces de inducir daño genético 

(IARC, 1974¡ Waxciler et. al, 1976). 

Existen numerosas pruebas para evaluar la capacidad mutagénica 

(inductora de mutaciones) o genotóxica (inductora de daño genético) 

de los agentes quimicos. Estas pruebas permiten determinar distintos 

tipos de alteraciones genéticas, tanto en células somáticas 

consti tuyen1:es del cuerpo como reproductoras, in vivo e in vi tro, 

como se sefialó en las F ig. 1 y 2 ' (Cortinas de Nava y Espinosa, 

1990). 

La mutagénesis y carcinogénesis pueden ser suprimidas por una 

gran cantidad de compuestos quimicos presentes en la naturaleza, o 

incluso con compuestos hechos por el hombre (Wattenberg, 1979; 

Wattenberg cat al., 1980; Schrauzer e Ishmael, 1974; Lo y Stich, 1978 

a.b., 1979, 1980¡ Kada et al., 1978). 
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Los mecanismos de acción de esto~ antimutágenos y anticarcinógenos 

son objeto de investigación de :frontera en este campo y se han 
' 

postulado algunos mecanismos gene~ales. La inhibición puede deberse 

a la inactivación de electrófilos o radicales libres, interferencia 

de los mecanismos de activación metabólica medida por citocromo P-

450, catálisis de la descomposición de los compuestos reactivos, 

alteración de las vias metabólicas, etc. Dentro de este contexto la 

ni trosación de numerosos compuestos puede ser bloqueada por agentes 

que reducen al nitrito. 

Se ha observado qu~ el ácido ascórbico ( Mirvish et al., 1972), 

compuestos fenólicos ( Groenen, 197.7; Chal lis, 1973), ácidos 

fenólicos ( Pignantelli et al., 1976; Walker et al., 1975, 1980), 

taninos (Bogovski et al., 1972) y p-nitrosofenol (Walker et al., 

1979) modulan la tasa de nitrosación, sin embargo, estos estudios de 

cinética quimica no revelan si también se altera la actividad 

genotóxica de las mezclas resultantes (Stich et al., 1982). 

La nit:rosación de la metilurea conduce a la formación de 

mutágenos activos los cuales pueden ser detectados rápidamente por 

la prueba de mutagenicidad para s.typhimurium. Este sistema ha .sido 

usado como un modelo para examinar el efecto de varias plantas 

fenólicas y taninos en presencia o ausencia de metales de 

transcición Fe+3 y Mn+2 y mezclas complejas de sustancias, 

incluyendo 3 diferentes cafés. El ácido tánico y ácido clorogénico 

redujeron la formación de compuestos mutagénicos. 
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El efecto inhibitorio de esas plantas fenólicas fué similar o mayor 

que el del ácido ascó~bico, el cual ha sido ampliamente empleado. 

Es también probable que 

interactuar con productos de 

mutagenicidad (Rosin y Stich, 

Ios compuestos fenólicos puedan 

ni trosación y asi inhibir su 

1980) . Sin embargo al examinar la 

dósis efectiva de los compuestos fenólicos, este mecanismo parace 

poco plausible, ya que dichas dósis no redujeron la mutagenicidad, 

cuando se agregaron después de la terminación de la nitrosación de 

la metilurea. 

Los resultados de mutagenicidad en general están de acuerdo con 

los estudios quimicos que muestran una inhibición de formación de 

compuestos N-nitroso por ácido tánico (Bogovski et al., 1972; Gray y 

Dugan, 1975), ácido gálico (Pignantelli et al., 1976) y algunos 

otros compuestos fenólicos (Gray y Dugan, 1975; Groenen, 1977; 

Kawabata et al. , 1979) . Sin embargo, bajo ciertas condiciones los 

compuestos fenólicos pueden aumentar las reacciones de nitrosación 

(Walker et al., 1979, 1980). En ninguna de las pruebas de 

mutagenicidad con el sistema de metilurea nitrosada se pudo observar 

una elevación significativa en la frecuencia de mutaciones cuando 

los compue~stos fenólicos fueron agregados a la mezcla de 

nitrosación. Esta aparente contradicción puede ser debida a varias 

razones: 
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1 

a) un pequeño incremento en el porcentaje de nitrosamina o formación 

de nitrosamina como fué observada 1en las pruebas quimicas, puede no 

afectar significativamente la i~ducción de mutaciones, la cual 

dependerá principalmente de la concentración de los agentes 

mutagénicos y del tiempo total de exposición al mutágeno; b) el 

efecto catalitico de algunos compu~stos fenólicos en la formación de 

N-nitrosaminas podria ser debido al uso de álcali para detener la 

reacción de nitrosación (I.A.R.C., 1980¡. Mirvish, 1981). 

Estos dos puntos son relevantes para uno de los objetivos 

especificps que se plantearon para este trabajo, ya que los 

objetivos principales a lograr en esta investigación son los 

siguientes: 
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,-------~--~---- -~-- -

OBJETIVOS 

A) OBJETIVO GENERAL: 

Estandarización de un modelo de reacción de nitrosación in vivo. 

B) OBJETIVOS PARTICULARES: 

- Probar la capacidad mutagénica de los productos formados en el 

ratón utilizando Salmonella typhimurium TA1535 como sensor de daño 

genético. 

- Comprobar la capacidad inhibito¡ria del ácido ascórbico sobre la 

nitrosaci9n de aminas. 
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MATERIAL Y METODOS 

MATERIAL BIOLOGICO: 

Organismo de prueba para evaluar mutagenicidad.- La cepa bacteriana 

utilizada fué Salmonella typhimur~um TA15J5, la cual se obtuvo del 

laboratorio del Dr. Bruce N. Ames: Biochemistry Department, 

University of California, Berkeley, California, 94720, BC43, U.S.A. 

Ratones.- Los ratones utilizados en los experimentos fueron de la 

cepa CDl, los cuales se mantuvieron en bioterio con alimento para 

perros Purina y agua ad libitum. 

REACTIVOS: 

Los productos quimicos que se utilizaron en los experimentos fueron: 

de sodio ( Baker. México, D.F., México); metilurea ( Baker. 

D.F., México ); adipato de piperazina ( Laboratorios 

Whintrop. México, D. F., México); clorhidrato de piperazina (Sigma 

Chemical, st. Louis, MO, E.U.A. ) ; como controles positivos se 

utilizaron ciclofosfamida ( Schering Mexicana, S.A., México D.F., 

México ) y dimetilnitrosamina (Sigma Chemicals, St. Louis, MO., E. 

U. A.). 
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DESCRIPCION DEL METODO: 
1 

En el primer modelo de nitros~ción endógena se utilizó orina de 

ratones tratados con los compuesto9 que abajo se mencionan. 

Cinco ratones machos de la qepa CD1 (peso promedio 35 g) por 

grupo, fueron expuestos oralmente ,durante 5 di as consecutivos a los 

siguientes compuestos.: 1) nitrito Cie sodio; 2) metilurea; 3) nitrito 

de sodio + metilurea; 4) agua. 

Posteriormente se realizaron otros experimentos en los cuales 

los grupos formados fueron 1) adipato de piperazina; 2) nitrito de 

sodio; 3) adipato de piperazina + nitrito de sodio y 4) agua. 

Las concentraciones utilizadas de cada uno de los quimicos s·e 

encuentran en la tabla I. 

Tabla I. Concentraciones de quimicos uti 
lizados en el ensayo de orinas. 

Reactivo 

Metilurea 
Nitrito de sodio 
Adipato de piperazina 

45 

Concentración 
(mgjkg) 

12, 15 y 100 
8, 10 y 100 

250 



Los ratones fueron colocados en jaulas metabólicas con alimento 

para perros Purina y agua ad Libttum. Se recolectaron muestras de 

orina de 24 horas; antes, después: del primer dia y al término del 

tratamiento (quinto dia). Las orinas se esterilizaron por filtración 

a través de una membrana miilipore de 
1 

o. 4 5 micrómetros y 

posteriormente se utilizaron para la evaluación de la actividad 

mutagénica. 

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD MUTAGENlCA. 

La ac·tividad mutagénica de la orina anteriormente recolectada 

fué probada en Salmonella typhimurium TA1535, de acuerdo al método 

reportado por Ames et al. (1975). 

Descripción del método: 

A un tubo conteniendo 2 ml de Agar de superficie fundido se le 

O .1 ml de cultivo de Salmonella typhimurium TA1535 de 16 

o 200 microlitros de orina. Después de agitar, la mezcla 

se vació en cajas petri conteniendo agar Vogel-Bonner. Se incluyeron 

controles de bacteria no expuesta a ningún compuesto y un control 

fué Metil-Nitro-Nitrosoguanidina ( 1 microgramo en O .1 

ml de DMSO), Azida de sodio (5 microgramos en 0.1 ml de agua)y 

Ciclofosfamida (100 miligramos por kilogramo) (cada uno de ellos 

utilizado en experimentos diferentes) . Todas las pruebas fueron 

realizadas por triplicado. 

El modelo se encuentra esquematizado en las fig. 3 y 4. 
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vía 
oral 

1. Metil Nitro NitroBo Guanidina 
2. Azi da de SOdiO 
3. Ciclofosfamida 

vía 
oral 

'* Colocar los ratones en jaulas metabólicas para recolección de orina. 

vía 
oral 

vía 
oral 

FIGURA 3. Modelo de reacción de Nitrosación endógena en orina utilizando metilurea y nitrito de 
sodio. 
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vía 
oral 

vía 
oral 

* Colocar los ratones en jaulas metabólicas para recolecdón de orina. 

vía 
oral 

vía 
oral 

FIGURA 4. M9delo de reacción de Nitrosación endógena en orina utilizando adipato de piperazina 
y nitrito de sodio. 
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Recuento: 
1 

Las co.loniq.s revertantes se contaron al cabo de 48 horas de 

incubación a 37°C. Un resultado p~sitivo se definió como un aumento 

en el número de revertantes que supere por más de dos veces la 

frecuencia de reversión espontánea y que muestre un incremento en el 

número de mutantes en función de 1~ concentración del compuesto. 

El segundo modelo que se utilizó fué el ensayo via el 

hospedero, ·~1 cual se describe a continuación: 

Los compuestos que se probaron fueron metilurea; adipato de 

piperazina; clorhidrato de piperazina en forma individual y 

combinados con nitrito de sodio; como controles positivos se 

utilizaron ciclofosfamida y dimetilni trosamina. Las concentraciones 

utilizadas de los reactivos se encuentran reportados en la tabla II. 

Tabla II. Concentraciones de quimicos 
utilizados en el ensayo via el hospedero. 
----------------------------------------

Reactivo Concentración 
(mgfkg) 

----------------------------------------
Nitrito de sodio 
Metilurea 
Adipato de piperazina 
Clorhidrato de piperazina 
Ciclofosfamida 
*Dimetil Nitrosamina 

100 y 200 
100 
250 

461.39 
20 

100 

----------------------------------------
* Se administró por vfa intramuscular. 
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En este estudio los compuestbs de prueba fueron administrados 

oralmente. La bacteria se inobuló en la cavidad peritoneal 

inmediatamente después de la admin~stración del compuesto de prueba. 
1 

· Las bacterias fueron incubatlas durante toda la noche .para 

obtener una densidad aproximada de 1-2 x 109 célulasjml en un baño 

de agua con agitación. 0.5 ml de este cultivo se transfirió a 4.5 ml 

de caldo nutritivo fresco e incubado por 2 horas. Una aguja de 

calibre 25 se utilizó para inocular 2 ml de suspensión de células 

dentro de la cavidad peritoneal del ratón después de que el área de 

inoculación fué limpiada con etanol. El peso de los animales fué de 

2 5 a 3 O gramos. Después de 3 a 4 horas de haber inoculado la 

suspensión de bacterias, la región abdominal del ratón muerto fué 

limpiada con etan~l y se inyectaron 2 ml de solución salina estéril 

dentro de la cavidad peritoneal. La piel de la región abdominal se 

empujó hacia atrás de tal manera que la aguja pudo ser insertada 

recuperar el fluido. La muestra obtenida de cada ratón se 

separadamente. 

El modelo se encuentra esquematizado en las Fig. 5, 6 y 7. 

VIABILIDAD: 

Se prepararon en el momento tubos para dilución, conteniendo 

4.5 ml de solución salina estéril. 
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VÍfi 
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FIGURA 5. Ensayo vía el Hospedero ulil~ando melilurea y nilrilo de sodio. 
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FIGUPA 6. Ensayo vía a Hospedero ulil~ando adipalo de piperazina y ni! rito de sodio. 
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vi a 
oral 

vi a 
oral 

vi a 
oral 

vía 
oral 

FIGURA 7. Ensayo vía el Hospedero ulilizando clorhidralo de piperazina y ni! rilo de sodio. 
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Se hicieron siete diluciones seria~as de cada exudado peritoneal 

( O. 5 + 4. 5 ml) produciendo seri,es de concentraciones desde 10-1 

Para el conteo total de bacte~ias, de las diluciones 10-5 , 10-6 

10-7 fueron sembrados 0.2 ml en cajas de medio completo, 3 cajas 

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD MUTAGENICA: 

El sembrado para conteo de mutantes totales se realiza sobre 

medio mínimo, sembrando 0.2 ml del fluído peritoneal sin diluir en 

cada una 'de cuatro cajas. El procedimiento de sembrado fué idéntico 

al seguido para las cajas con medio completo. Las cajas con medio 

completo y mínimo se incubaron 24 y 48 horas respectivamente. 

Las colonias revertantes se contaron al cabo de 48 horas de 

incubación a 37°c. Un resultado positivo se define como un aumento 

en el número de revertantes que supere por más de dos veces la 

frecuencia de reversión espontánea y que muestre un incremento en el 

número de mutantes en función de la concentración del compuesto. 
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RESULTADOS ~!! DISCUSION 

La tabla III muestra los resultados de experimentos realizados 

con el primer modelo de Nitrosació~ Endógena. 

TABLA 111. Mutagenicidad de orina de ratones tratados con diferentes 
precursores de nitrosación: En el ensayo de Salmonella typhimurium 
TA1535. 

No. de revertantes/caja 

TRATAMIENTO TA1636 

MU 12 mg/kg + N 8 mg/kg 

Exp.1 
Exp.2 
aguad 

MU 16 mg/kg +N 10 mg/kg 
Exp.3 

' d 
agua 

MU 1 00 mg/kg + N 1 00 mg/kg 
Exp.4 
aguad 

AP 260 mg/kg + N 1 00 mg/kg 
Exp.6 
aguad 

.. 

b 

T=1 

21 34 
36 48 
26 37 

43 39 
31 36 

30 31 
38 40 

36 36 
33 37 

·T-o Ante• del tratamiento; T-1 deapuée del primer dla de tratamiento; 

tratamiento. 

4Control negatl~.ro. 

Loe control•• poaltlvoa que ee utlllz aran fueron: 

Azlda de a odio (1150 pg/ml); M etll Nitro Nltroao Guanldlna 

('1 pg/ml); Clolofoafamlda ("100 mg/kg). 

En todoa loa oaaoa •• obtuvieron m•• de 500 ool./oaja. 

El volúmen de orina utilizado en todoa loa oaaoa fué de 0.2 mi. 

Todaa lea mueatraa •• trabajaron por triplicado. 

Todoa loa precJuraorea al aer admlnlatradoa Individualmente 

pr.eeentaron r•eultadoa n•gattvoa. 

MU ... metllurea; N.-nltrlto de •odio; AP.•edlpalo de plp•razina. 
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T=6 

23 
44 
41 

36 
26 

33 
32 
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En ninguno de los casos se ,tuvieron valores de la media que 

fueran por lo menós dos veces el valor de la media del control 
1 

negativo, a1:ín cuando la metilurea ',combinada con el nitrito de sodio 

fueron probados a 
• 1 

dJ.ferentes concentraciones, con las 

características de los ratones: y las condiciones para su 

mantenimient:o; así co:mo la obtención y esterilización de la muestra 

a estudiar según la t~cnica descrita en material y métodos. 

El ensayo vía el Hospedero fué probado como una alternativa de 

detección de CONN al primer método propuesto para este proyecto; 

debido a que no se obtuvieron resultados significativos que nos 

permitieran aceptar el modelo como el idóneo para lograr los 

objetivos· propuestos. Los primeros resultados se muestran en la 

IV. 

TABLA IV. Efectividad mutagénica de nitrito de sodio y 
metilurea; en el ensayo vía el hospedero con Salmonella 
typhimurium TA1535 como indicador genético. 

Grupos 

N ltrlto de sodio 
A.gua 
Metllurea 1 
Metllurea 2 
Metllurea 3 
Nitrito + Metllurea 1 
Nitrito + Metllurea 2 
Nitrito + Metllurea 3 

rev.Jcaja 

5 (0.0) 
1 o (0.0) 
20 (1.0) 
11 (0.0) 
8 (0.0) 
17 (0.0) 
11 (0.0) 
13 (0.0) 

Lo.s connpuestoe fueron administrados por vfa oral simultáneamente 
a la Inyección bacteriana. El tiempo de Incubación 
de la br1cterla fué limitada a 3 horas en lodos los caeos. 
Nitrito de sodio 1 00 mg/kg; Melllurea 100 mg/kg; agua; 
Reverslc)n espontánea S.t. TA1636 (19 rev/caja). 
El valor entre paréntesis ea el resultado de la división 
de el vrdor obtenido sobre la reversión espontánea. 
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1 

La metilurea y el nitrito de sodio fueron probados nuevamente 

en el ensayo via el Hospedero. 

Al realizar la comparación entre las medias de los resultados 

obtenidos con la de revesión espontánea de s.typhimurium TA1535, nos 

podemos dar cuenta de que en ninguno de los casos los valores llegan 

por lo menos al doble de la media de la reversión espontánea de 

s.typhimurium TA1535 (los valores dentro del paréntesis son los 

cocientes de las medias por la reversión espontánea de S.Typhimurium 

TA1535). 

Al no haberse obtenido resultados positivos en los ensayos de 

mutagénesis con metilurea se decidió probar el adipato de 

piperazina. Resultados de algunos experimentos se muestran en la 

tabla v. 

TABLA V. Efectividad mutagé'nica de nitrito de sodio y 
adipato de piperazina; en el ensayo vía el hospedero 
con Salmonella typhimurium TA1535 como indicador 
genético. 

Gr·upos l!xp. 1 e:xp. 2 l!xp'. 3 
rev./oaja rev./oaja rev./oaja 

N1 21 (0.0) 14 (O. O) 18 
N2 25 (1.2) 13 (O. O) 22 
Pz1 32 (1.4) 19 (O. O) 13 
Pz2 35 (1.6) 17 (0.0) 13 
N+ Pz1 35 (1.6) 14 (0.0) 115 
N + Pz2 28 (1.3) 24 (1.1) 24 
Cf1 23 (1.0) 17 (0.0) 14 
Cf2 27 (1.2) 19 (O. O) 10 
A1 15 (O. O) 30 (1.4) 17 
A2 23 (1.0) 22 (1.0) 8 

Lo• CC)mpueetoe fueron Bdmlnlatradoe por v(a oral elmullánoamente 
a la Inyección bacteriana. El tiempo de Incubación do la bacteria 
fu6 limitado a 3 horaa en todos loe caaoe. 
N (nitrito de eodlo 200 mg/kg); Pz (adlpato de plperazlna 250 mg/kg); 
A (agua); Roverelón oepontánea S.t. TA1535 (22 rev./caja). 

(O. O) 
(1.0) 
(0.0) 
(O. O) 
(O. O) 
(1.1) 
(0.0) 
(O. O) 
(0.0) 
(O. O) 

El valc,r entre parénteele ea el resultado de la dlvlal6n de el valor obtenido 
eobre la reversión eepontánea. 
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En es1:os experimentos se aumentaron 
' ' 

las dósis de nitrito de 

sodio y adipato de piperazina. La !concentración de nitrito es la que 

se encuentra reportada en la bibliografía como la más alta que 

soportan lo::; ratones sin llegar a ser tóxica o 

En ninc3"uno de los experimento's que se presentan en la tabla se 

observa efectividad mutagénica. 

El adipato de piperazina presentó problemas en la solubilidad 

lo que se probó el clorhidrato de este mismo compuesto, 

aumentando la concentración a 461.39 mgjkg. 

En la t.abla VI se presentan los resultados obtenidos con las 

nuevas concentraciones. 

' TABLA VI. Efectividad mutagénica de nitrito de sodio + 
clorhld•·ato de plperazlna; en el ensayo vía el hospedero 
con Salmonella typhlmurlum TA1535 como indicador 
genético. 

Exp.1 Exp.2 Orupo• 
r<>v./oajoo rov./oaJa 

N1 35 (1.8) 13.5 (0.0) 
N2 31.25 (1.8) 37.76 (1.9) 
Pz1 14.76 (0.0) 14.0 (0.0) 
Pz2 18.75 (0.0) 14.25 (0.0) 
N+ Pz1 48.25 (2.6) 60.75 (2.8) 
N+ Pz2 73.76 (3.8) 40.0 (2.1) 
A1 17.6 (0.0) 14.5 (0.0) 
A2 31.75 (1.6) 18.75 (0.0) 
DMN1 42 (2.2) 38.0 (1.9) 
DMN2 97 (6.1) 98.6 (6.1) 

Lo• compueatos fueron administrados por v(a oral simultáneamente a la 
Inyección bacteriana. El tiempo de Incubación de la bactera fué limitado a 4 horaa 
en todos loa• caaos. N (nitrito de aodlo 200 mg/kg); Pz (clorhidrato de 
plperazlna (•1161.39 mg/kg); DMN (dlmetllnitrosamina 100 mg/kg); .Revealón eapontánea 
S.t. TA1636 (19 rev./caja): A (agua). 

Loa valorea entre paréntesia aon el reaultado de la división de el valor obtenido 
sobre la reveaión espontánea. 
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En estos experimentos, además de aumentar la dósis de 

piperazina, también se alargó el tiempo de incubación de la 

bacteria,. esto es, el tiempo que dura la bacteria dentro de la 

cavidad peritoneal del ratón después de administrar la dósis oral de 

los compuest:os de prueba. 

En los resultados se observa un ligero aumento del número de 

revertantes de Salmonella que estuvieron en contacto con nitrito de 

sodio + clorhidrato de piperazina. se realizaron más pruebas para 

comprobar que realmente eran reproducibles los resultados. Tal vez 

que aumentar las concentraciones de los precursores para 

obtener resultados más francos positivos; sin embargo, existe la 

limitante de que al hacerlo, estas resultaran tóxicas para el 

animal. Estos resultados nos sugieren recomendar la utilización de 

otros bioensayos que incluyan activadores metabólicos. 

Al lograr reproducibilidad de los resultados 

condiciones de concentración y tiempo empleadas en estos 

con las 

últimos 

experimentos,, este ensayo se aceptó como el modelo de ni trosación 

endógena a utilizar en la siguiente fase del proyecto la cual 

consiste en probar extractos de vegetales como posibles inhibidores 

de la nitrosación, sin embargo esta tase no forma parte de los 

objetivos del presente trabajo. 
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Finalmente se probó el ácidp ascórbico como inhibidor de la 

formación de CONN en este modelo de ni trosación; los resultados se 

presentan en la siguiente figura. 

FIGUFlA 8. Efectividad mutagénica de nitrito de sodio + clorhidrato de 
piperazina; inhibición de la actividad mulagénica al agregar vitamina C 
en el19nsayo vía el hospedero. 
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No. de experimento 
Los compuestos fueron administrados por vill oral slmuHIIneamente 
1 la Inyección btlctertana. !1 tiempo de Incubación de la bacteria 
fue limitado • 4 horas en todos los casos. 
N (nitrito de sodio 200 mg/kg); pz (clorhidrato de plperazlna 461.38 mg/kg); 
DMN (dlmetllnltrosamlna 200 mg/kg); e (vlt. e 200 mg/kg); Reversión espcntlln .. 
S.t. TA1S36 (13 rev./caja). 
•Media de 11 reversión espontllnea de Sllmonella typhlmurlum TAj63S. 
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En es1:a figura se observa , que hay una disminución en los 

valores obtenidos cuando se probarpn en combinación nitrito de sodio 
IJ 

+ clorhidrato de piperazina + vit. e, estos resultados apoyan lo 

propuesto para el ácido ascórbico como un inhibidor de la formación 

endógena de compuestos N-nitroso. 

Podemos concluir que el ensayo vía.el hospedero puede ser usad~ 

como un primer tamiz en la detección de inhibidores de nitrosación 

endógena. Sin embargo, debido a que en el mejor de los casos la 

frecuencia de mutación en Salmonella se incrementa a poco más del 

doble con r~~specto a la frecuencia espontánea, el método propuesto 

podría resultar poco es~ecífico generando resultados falsos 

negativos con ·frecuencia. Por ello es necesaria la búsqueda de 

mejores alternativas. 
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