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RESUMEN

La formacién de compuestos mutagénicos N-nitroso por 1la
interaccién entre aminas o amidas y nitritos ha sido ampliamente
estudiada. En este proyecto se deﬁcribe la posibilidad de deteccidn
de compuestos N-nitroso, formados por la interaccién de las especies
antes mencionadas, 'mediante la | estimacién de sus propiedades

|

mutagénicas.
\

En el presente trabajo se buscé un modelo de nitrosacién in
vivo que proporcionara resultados satisfactorios al utilizar
Salmonella typhimurium cepa TA1535 como indicador de mutaciones. La
mutagenicidad fué estimada como el ndmero de revertantes Hist de
Salmonella typhimurum TA1535 resultantes al ser expuestas a los
productos obtenidos de 1los modelos estudiados. Se probaron dos

modelos diferentes de nitrosaciédn enddgena:

En el primero de ellos la actividad mutagénica fué estudiada en
la orina de ratdénes obtenida después de la administracién oral de
a).-nitrito de sodio m&s metilurea y b).-nitrito de sodio mas

adipato de piperazina. Los resultados obtenidos fueron negativos.



En el segundo modelo, 1la actividad mutagénica se probdé en
Salmonella typhimurium TA1535 recugerada de la cavidad peritoneal de
\

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

\
de sodio mas adipato de piperazina y d).-nitrito de sodio mas

clorhidrato de piperazina. Esta metodologia se conoce como ensayo

via el hospedero. |
\

: | ‘o .

Al analizar los resultados se observd que la administracién
I

simultdnea de nitrito de sodio y [clorhidrato de piperazina provocd
\
un aumento en el 'nGmero de ‘b:evertantes His? de salmonella

typhimurium TA1535. No asi cuando se administraron por separado.

Finalmente se probdé &cido ascérbico como inhibidor de 1la
formacién de compuestos N-nitroso en este modelo de nitrosacién,
presentdndose en los resultados una disminucién en el nGmero de

revertantes His' de Salmonella typhiimurium TA1535.



INTRODUCCION - \

\

La producciéh masiva de diveﬁsas sustancias ocasionada en gran
medida por 1los avances tecnolégi&os, propicia que las poblaciones
humanas se encuentren cada vez m&s expuestas a ellas. Es evidente
que los productos quimicos han parTicipado en el mejoramiento de las
condiciones de vida, aunque, tambifn se'ha puesto de manifiesto - que
algunos de ellos tienen efectos inJeseables.

\
|

El dafio producido al material genético por diversos factores a
través de la mutagénesis, es uno dé los riesgos toxicolégicos que no
se han valorado lo suficiente a pesar de su repercusién en la salud
de 1los individuos afectados y sus descendientes. Algunos estudios
sugieren una relacién causal ‘ entre la mutagénesis y la
transformacién maligna de las células (carcinogénesis) y ciertas

alteraciones del desarrollo (teratogénesis) (Cortinas de Nava et

al., 1980).

En 1los Gltimos afios, numerosas investigaciones han aportado
nuevos elementos para entender los mecanismos que intervienen en la
carcinogénesis, proceso que comprende la transformacién de las

células y el desarrollo del céancer.



|
|

Los avances logrados en el campo de la carcinogénesis adquieren
|

singular importancia para quienes est&n interesados en el estudio

epidemiolégico y el control del (cé&ncer, ya que permiten entender

porqué este padecimiento tarda tanhtos afios en manifestarse, porqué
|
no todos los individuos de una poblacién enfrentan un riesgo similar

)
de desarrollarlo y cémo mdltiples factores ejercen un efecto

. \
modulador de la enfermedad. 1
|

Otro aspecto que deriva del conocimiento de la carcinogénesis

es la oportunidad de identificar 'y controlar la exposicidén a 1los -

factores de riesgo, establecer estrategias para interferir en las
distintas etapas del proceso y plantear conductas para vigilar y

prevenir que los individuos en alto riesgo desarrollen céncer.

Por su parte, los estudios epidemioldgicos, los biocensayos
animales de carcinogénesis y las pruebas de corta duracién de
mutagénesis y transformacién celular, han confribuido de manera
importante a detectar agentes ambientales capaces de inducir cé&ncer,
constituyéndose en un recurso valioso para 1los programas de

prevencidén (Cortinas de Nava y Espinosa, 1990).

Los epidemiblogos calculan que por lo menos el 70% de los
cadnceres en el humano podrian, en principio, ser prevenidos si se

identificaran los principales factores de riesgo y anti-riesgo.



Esto en virtud de que la incidencia de tipos especificos de cancer
difieren marcadamenté en distinﬁas partes del mundo donde las
personas tienen diferentes esti#os de vida. Por ejemplo, los
canceres de colon y mama, que copstituyen unos de los principales
tipos de cancer en los Estados Unﬂdos, son bastante raros en Japbdn,
pero no entre japoneses-ameriqanos. Los epidemidlogos estén
aportando. importantes pistas acerca de las causas especificas del
cancer humano, a pesar de las dificultades metodoldégicas inherentes.
Se ha identificado que el tabaco €s una causa evitable de alrededor
del 30% de las muertes por céncer en E.U. y de un nGmero mayor de
muertes por otras causas. Menos especificamente, factores presentes
en los alimentos, o la carencia de ellos, han sido considerados por
diversos estudios como responsables de una proporcién sustancial de

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

estdn siendo identificados muy lentamente.

Una alta ingesta de grasas parece relacionarse con el céancer
del colon, pero la evidencia no es definitiva como lo son las dque
involucran a las grasas saturadas en las enfermedades del corazdn o
al tabaco en el cancer pulmonar. El consumo de bebidas alcoholicas,
particularmente por los fumadores, se piensa es responsable del 3%
de las muertes por cancer en E.U. y de un namero mayor por otras

causas (Ames et al., 1987).



Se han efectuado progresos en la prevencidén de algunos factores
ocupacionales, como el asbesto, ial cual los trabajadores solian
estar altamente expuestos, con efectos diferidos que alGn contribuyen
a cerca del 2% de las muertes p#r' cdncer en E.U.. La prevencién
también parece ser posible en el Faso de los cénceres relacionados
con hormonas como el de mama, los asociados con virus como el céancer
hepatico (virus de 1la hepatitis é) y el céancer de cuello uterino
(papiloma virus HPV 16) (Ames et ai., 1987).

\

Esto no sucede en el caso Edel cancer gastrico, ya que 1la
proporcién de mortalidad por esté tipo de cancer dgque puede ser
atribuible a- factores de 1la dieéa, cuando menos en los Estados
Unidos, se ha estimado en un 35% (Doll y Peto, 1981). Se estima que
la influencia de la dieta sobre el riesgo de padecer cancer, es tan
importante como la exposicién al humo del tabaco, aunque el papel de
la dieta en la etiologia de esta enfermedad es dificil ée estudiar

en parte porque el concepto de "dieta" abarca una gran éariedad de

alimentos y h&bitos personales dificiles de medir objetivamente.

Uno de los posibles factores de la dieta involucrado en 1la
etiologia del céancer en humanos; es la formacién endbégena de

nitrosaminas y nitrosamidas.



|
|
Los humanos nos encontramos expuestos a una amplia variedad de

. . . | .
sustancias nitrogenadas provenientes de los alimentos, que pueden

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

nitroso (CONN), 1los cuales repreTentan‘ una clase muy versatil de
car¢indégenos ( Shephard et al., 1987) .
|
Los precursores de CONN se lencuentran principalmente en 1los
componentes normales de la dieta, aunque también en el agua, aire,

humo de cigarro y farmacos de uso comGn, entre otros.

Los agentes nitrosantes se pueden formar también endégenamenfe,
en reacciones mediadas por bacterias y macréfagos activados (
Calmels et al., 1987; Miwa et al., 1987; Marietta, 1988). De esta
manera la formacidén endégena de CONN puede ocurrir en diferentes
partes del organismo incluyendo cavidad oral, estdmago e intestino,

pulmdén y 6rganos infectados o con procesos inflamatorios.

La exposicién a CONN ha sido asociada con un incremento en el
riesgo de padecer cancer de estdmago, de esdfago y de vejiga, aunque
la asociacién carece atGn de evidencia epidemiolégica convincente,
priricipalmente por la falta de métodos confiables para estimar 1la

formacién enddégena de CONN.
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La hipbétesis més aceptada pa%a la carcinogénesis géastrica fué
propuesta por Correa (1988) en na cual, los compuestos N-Nitroso
formados enddgenamente a partir d!e nitratos ingeridos en la dieta
(reduccién a nitrito via bacteria?a) son propuestos como origen de

accidn carcindgena en el estémago.;

La exposicidén a nitratos exégenos ha sido, por eso, considerada
un factor de riesgo importante ‘para el padecimiento de céncer
gastrico 'via la formacién endégena de compuestos N-Nitroso. La
e;idencia epidemiolédgica para una asociacidén etiolégica entre 1la

exposicién nitrato/nitrito y el c¢ancer géastrico 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
alimentacién diaria contiene factores identificados como

carcindgenos en animales (como los resultantes de la coccién de los
alimentos) todos ellos perfectamente naturales o tradicionales, y
practicamente no es posible encontrar una dieta enteramente libre de

mutdgenos que pueden ser carcindgenos para roedores.

Por ello es necesario identificar las causas importantes del

cancer para el humano entre el inmenso nGmero de riesgos minimos.

11



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

sustancia a la gque el humano puede estar expuesto, como de su

potencia carcinogénica (Ames et all, 1987).
\

El empleo de los sistemas animales para identificar
carcinégenos cuenta con grandes ventajas, sin embargo, una regla
importante - para que el bioensayo}se considere valido es que debe
realizarse en ambos sexos de dos especies expuestas en forma
crénica, 1lo que hace 1las pruebas en animales relativamente
laboriosas, costosas y de larga duracién. Y aGn mas, la utilidad de
estas pruebas para la estimacién del riesgo en el humano es limitada

ya due existen compuestos que s6lo inducen céancer en el hombre

(Vogel et al., 1976).

Es por eso que considerando las observaciones que sugieren una
asociacién entre la carcinogénesis y la mutagénesis, en las cuales
se dice que los carcindégenos que inducen tumores en la mayoria de
los organos de las -éspecies de roedores son capaces de producir
mutaciones. Los compuestos quimicos pueden participar en las estapas
de iniciacidén y progresién del proceso 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
guimicas como un indicador de riesgo de céancer, ver Figura 1 (Viola

et al., 1971)

12



¥igura que presenta las caracteristicas mas relevantes de las
pruebas utilizadas en la identificacién de mutégenos.

!

PRINCIPALES PRUEBAS DE CORTA DURACION

A. MUTACIONES GENICAS.
1l,Sistemas microbianos con y sih activacién metabdlica.Salmonella
typhimurium (prueba de reversién, o ensayo de Ames).
2.Cultivo de células de mamifero con y sin activacién metabdlica.
Deteccidén de mutaciones en el locus HGPRT o TK.
3.Mosca de la fruta, Drosophila melanogaster.
Deteccidén de mutaciones letales ligadas al X.

B.ALTERACIONES CROMOSOMICAS. ‘
l.Deteccién de aberraciones cromosomlcas y micronGcleos en
células de médula o6sea y sangre de roedores.
2.Deteccién de aberraciones qromosomlcas y micronicleos en
linfocitos humanos en cultivo o provenientes de individuos
expuestos.

PRUEBAS COMPLEMENTARIAS

A.DANO AL ADN.
1l.Pruebas de rompimiento de cadenas o formacidén de aductos.
2.Sintesis de ADN no-programada.
3.Intercambio de cromatidas hermanas.

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

C.ADQUISICION DE CARACTERISTICAS TUMORALES POR LAS CELULAS EN
CULTIVO.
1.Pruebas de transformacién celular de fibroblastos.

( Cortinas de Nava y Espinosa, 1990 ).

FIGURA 1. Sistemas de prueba para identificar mutéagenos.

13



\
JUSTIFICACION DEL USO DEL METODO DE AMES PARA LA EVALUACION DE

MUTACIONES GENICAS EN Salmonella typhimurium.

\
Una de las pruebas para la, identificacién de mutdgenos mas

difundida, es la desarrollada por el grupo del Dr. Bruce N. Ames en
{ .
la Universidad de California empleando como sistema biolégico

diversas cepas bacterianas mutanﬁes aisladas a partir de cepas

|
silvestres de Salmonella typhimurium.

Las bacterias mutantes (auxéﬂrofas, his™) a diferencia de las

‘
silvestres (prototrofas, his™) reqbieren histidina para crecer y la
base de la prueba consiste en "névertir" el fenotipo mediante 1la
indﬁccién de mutaciones en el operén de la histidina, 1lo que
confiere a las "“revertantes" 1la capacidad de crecer en medios

carentes del amino&cido o con cantidades limitadas de él1.

Una mutacién se considera com¢ una modificacidédn en la secuencia
de las bases nitrogenadas que constituyen el material genético
(ADN). Este cambio puede ocurrir en los genes (unidades de
férmacién) o en los agrupamientos de genes, denominados cromosomas

de cualquier tipo de célula (figura 2).

14



EPARADA.
N . BN
O NAL i
MUTANTE

. R

TOMADO DE: MANUAL DE METODOS PARA LA IDENTIFICACION DE MUTAGENO S8 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 GQENERACION A OTRA

FIGURA 2.RIESGOS CLINICOS DE LAS MUTACIONES

15
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\

Uno de los aspectos més inteyesantes de esta prueba, ademas de
la facil manipulacién, economia y rapidez de ejecucibén, deriva del
|
conocimiento de los cambios moleculares ocurridos en el operdn de la

histidina como consecuencia de las mutaciones originales, lo que

B
.

permite aﬁeriguar, no tan solo SH un agente quimico es mutagénico,
sino a través de qué mecanismo induce la mutacién. Varias de estas
cepas se originaron, en efecto, a través de sustituciones de bases y
otras por desfasamiento de 1la se%uencia nucleotidica (frameshift),
lo que implica que su "reversidén" requiere del concurso de los
mismos mecanismos, es decir, sustitucién de la base adecuada en el

primer caso o eliminacién de bases en el segundo, para "correr" 1la

secuencia y restablecer el cédigo genético.

La recoleccidén de los datos generados en todos los laboratorios
en los que el Dr. Ames dond 1las cepas, asi como en su propio
laboratorio, han permitido contar con informacién suficiente para
"validar" la prueba. El estudio de mads de 300 compuestos quimicos,
carcinogénicos y no carcinogénicos ha mostrado, ademas, una alta
correlacién entre mutagenicidad y <carcinogenicidad. Aunque el
anilisis de la relacidén, en funcién de la estructura quimica de 1los
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).

16



\
En el mamifero in vivo  existen sistemas enzimdticos
responsables de la transformacidén' metabdélica de los compuestos gque
. |

acceden al organismo y que est&n ausentes en S. typhimurium. Por

ello, 1la prueba ha sido complémentada mediante 1la adi‘cién de
homogenados de ©Organos de roedores o humanos que contienen las
enzimas correspondientes (fraccic’m1 S9) (Ames et al., 1973); una de
las alternativas del método de Ames en la cual no se utiliza la
fraccién S9 es el ensayo via el hospedero. Esta metodologia fué
introducida en 1969, y se han hecho varias modificaciones desde su
aparicién, es considerado como un método indirecto para detectar
mutaciones puntuales lo que permite caracterizar agentes mutagénicos
(Gabridge y Legator, 1969; Legator y Malling, 1971). En este ensayo
el mamifero durante el tratamiento con un agente quimico
potencialmente mutdgeno, 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 induccién de mutantes es determinada. La comparacién
entre la accidén mutagénica del compuesto sobre el microorganismo
directamepte, y la del ensayo del huésped mediador en el cual se
indica si el huésped puede destoxificar el compuesto o los productos
mutagénicog pueden formarse como resultado del metabolismo del
huésped. Este es un procedimiento extremadamente flexible, de tal

manera que permite el uso de una dran variedad de organismos

indicadores y casli cualquier animal de prueba.

17



Aunque muchos organismos indicadores han sido utilizados en
esta prueba, los auxétrofos de hi?tidina de S. typhimurium han sido
los, ma&s extensivamente usados. | Los genes de histidina de S.
typhimurium estdn entre los opgrones de microorganismos mejor
caracterizados. Se han usado u?a serie de cepas mutantes por
sustitucidén de pares de bases ¥ por corrimiento de formato,
deficientes 6 competentes en reparacién. La utilidad de é&ste método

para detectar el metabolismo acti&o en un animal completo ha sido
ampliamente demostrado, utilizando este auxétrofo con m&s de 100
compuestos tales como la cicacina y 1las nitrosaminas que han

demostrado ser activos con este sistema.

18



GENERALIDADES

Los nitratos estéan presente$ naturalmente en suelos, aguas,
vegetales y carnes. Se les anuentra también, en pequefias
concentraciones (1-40 microgramosﬂm3) en el aire como resultado de
la contaminacién atmosférica. ios nitritos se forman en 1la
naturaleza por la accidén de backerias nitrificadoras como etapa
intermedia en la formacién Ide nitratos; con todo, las

. .
concentraciones en plantas y agua son, por lo comin, muy bajas. Sin
embargo, puede haber:conversién microﬁiolégica de nitrato a nitrito
durante el almacenamiento de legumbres frescas, particularmente a 1la
temperatura ambiente, en cuyo caso las concentraciones de nitritos

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

mg/kg de peso en seco (Criterios de salud ambiental, 1980).

Los .nitratos y nitritos se utilizan con frecuencia en 1la
produccién y conservacién de productos cirnicos curados Yy de algunos
pescados. Estos usos, reglamentados oficialmente en muchos paises,
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.

19



La ingesta semanal de nitritos de un miembro de la poblacién
general de Inglaterra o) Eséados Unidos se ha estimado
aproximadamente en uﬁ promedio de unos 400-500 mg, si bien estas
cifras no se pueden generalizar a causa de las variaciones en los
habitos alimentarios y 1las concentraciones de nitratos en los
alimentos y el agua.

|
Se han detectado concentraciones bajas de compuestos N-nitroso

en aire, agua y alimentos, esp?cialmente en productos céarnicos
tratados con nitritos y ciertos productos del pescado. En la mayor
parte de los casos las concentraciones observadas en alimentos son
del orden de microgramos por kilogramo. En base a estos datos no es
posible realizar una estimacién efectiva de 1la exposicién de 1la
poblacién general a los compuestos de N-nitroso (Criterios de salud

ambiental 5, 1980).

El nitrito se utiliza en la curacidén 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 mg/kg de carne, puede ser
necesario utilizar hasta 20 mg/kg para producir una estabilidad
comercialmente aceptable del color y hasta 50 mg/kg aproximadamente
para producir el sabor caracteristico. Sin embargo, se carece de una

confirmacién experimental detallada de estas cifras.
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La curacidén de carnes da un importante grado de proteccién
|
contra el botulismo y puede conferir una proteccién similar contra

otras bacterias, como Clostridium welchii y estafilococos, aunque

todavia no se ha evaluado 1la imp!ortancia de los nitritos en este
\
aspecto. La cuestién relativa a saber qué cantidad de nitrito se

necesita para protegerse del botplismo es muy compleja debido a

: |
varios factores que guardan relaci?n entre si.

La conversién de nitratos a nitritos se produce m&s lentamente
en tocino envasado al vacio que ;en tocino sin envasar, a causa
presumiblemente de la baja capacidad reductora de los anaerobios
(Cavett,1962). Spencer (1967) comp}robé que el contenido de nitrito
del tociﬁo envasado al vacio disminuia lentamente durante el

almacenamiento.

Sebranek et al.(1974) han informado que los niveles de nitrito
en 'carne, determinados dos dias después de la elaboracién, son
inferiores a la mitad de los originalmente afiadidos a muestras

congeladas y muestras elaboradas a 71°c Y que tal disminucién es atn

mds acentuada durante el almacenamiento. Se ha reportado también que ..

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

2l tocino o jamén (Comité de Normas Alimentarias, 1959).
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Los nitratos se pueden reducir a nitritos cuando la coccidén se
\
realiza en utensilios de aluminio. Esta observacién parece
significativa ya que en algunos ipaises se utilizan utensilios de
aluminio para hervir leche y aguaL practica que podria llevar a la
7
formacién de cantidades consirerables de nitritos. Debiera

investigarse mejor este efecto del Jaluminio.

Las condiciones en las cuales‘las distintas aminas, amino&cidos
Y proteinas en los alimentos podrian reaccionar con nitritos para
formar nitrosaminas fueron estudiadas por Ender y Ceh (1971) y Sen
et al. (1970), dquienes demostraron dgque cuando el bacalao, el
arenque, la merluza, el hipogloso, la caballa o el salmén se
trataban con 200 mg/kg de nitrito de sodio y se cocinaban a 1109
durante 60-70 minutos, solo habia indicios (2.5-25 microgramos/kg)
de dimetilnitrosamina (DMN) en el produéto cocido. Los niveles mas
elevados 'se observaron en la caballa y la merluza, gque contenian
grandes cantidades de dimetilamina (DMA) y trimetilamina (TMA). Las
muestras sin la adicién de nitrito no contenian nitrosaminas

detectables.

La formacién de DMN se estudié en sistemas de modelo acuoso que
contenian metilaminas y nitrito de sodio en condiciones més
controladas gque las empleadas en la elaboracidén comercial de
leucisco ahumado con nitrito (un pez de agua dulce que contiene
pequeflas cantidades de trimetilnitrosamina (TMN) , 6xido de

trimetilamina (OTMA) y DMA).
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Los: resultados de los estudios mostraron que durante el proceso de
\
ahumado no se formarian mds de 1q microgramos de DMN por kilogramo

de producto final (Malins et al., 1970).

|

Sen et al. (1973b), sugirieron que una fuente importante de
|
nitrosaminas en las carnes curadas se podria derivar de una
interaccién de nitritos y especias, como la pimienta negra y el
\

pimentdn, gque esta&n presentes en ias mezclas utilizadas para curar

|
|

carnes.

Se encontré nitrosopirrolidina, nitrosopiperidina y DMN en una
mezcla de curar utilizada por un fabricante de carnes en Canadi. Sen
et al. (1974a) han estudiado también el efecto de la concentracién
de nitrito de sodio sobre la formacién de nitrosopirrolidina y DMN
en tocino frito. Estos autores analizaron muestras de tocino
preparadas con nitrito de sodio en concentraciones de 0, 50, 100,
150 y 200 mg/kg en busca de nitrosopirrolidina y DMN. Sin embargo,
10 se detectd nitrosamina en muestras preparadas sin nitrito, pero
todas las muestras tratadas contenian de 2 a 20 microgramos/kg de
nitrosaminas. La concentracidén de nitrosopirrolidina se relaciond
con la concentracién inicial de nitrito en el tocino. Se ha
lemostrado que la formacidén de nitrosamina en tocino aumenta con el
incremento de la temperatura y el tiempo de fritura, y gue, si bien
la coccidén, hervor o fritura producen cantidades variables de
1itrosaminas, no se produce ninguna nitrosamina cuando la coccidn se

*ealiza en un horno de microondas (Pensabene et al., 1974).
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Luego de 1la nifrosacién deliberada de huevos y carnes con
cantidades desusadamente elevadasl (1%) de nitrito de sodio, se
forman, al parecer, algunos compﬁestOS' N-nitroso, sin gque pudiera
determinarse claramente la natur%leza guimica de 1los compuestos

detectados (Walters, 1971).

No se han realizado estudios sistemdticos acerca de la
formacidén de compuestos N-nitroso en quesos, si bien se sabe dque

algunos tipos de queso se elaboran con nitratos y nitritos.

Se tienen escasos datos respecto del destino de los compuestos
N-nitroso durante 1la coccidén, elaboracién o almacenamiento de
alimentos, pero algunos estudios han demostrado que la nitrosamina
volatil DMN y 1la nitrosopirrolidina se pueden perder durante la

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

Debido a la capacidad de 1la espinaca para acumular grandes
cantidades de nitratos y a los casos notificados de intoxicacién
asociada con el consumo de esta planta, se han realizado varios
estudios sobre la conversidén de nitratos a nitritos en la espinaca.
Los datos presentados por Phillips (1968a), indicaban gque el
contenido 1inicial de nitrito de 1la espinaca fresca, congelada,
enlatada e incorporada a alimentos para bebés era generalmente

inferior a 1 mg/kg de peso en fresco.
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Sin embargo, varios autore? han informado de una réapida
disminucién de las concentraciones de nitrato y un aumento de las de
nitrito en la espinaca fresca en los primeros cuatro dias de
almacenamiento a temperatura ambiente (Achtzehn Yy Hawat, 1970;
Phillips,. 1968a; Schuphan, 1965”. Se han observado niveles muy
elevados de nitrito en espinaca; de tierra fertilizada (Brown Yy
Smith, 1967), que incluso podian‘llegar a valores excepcionalmente
elevados (3,600 mg/kg de peso Seco) en casos de fertilizacidn

excesiva (Schuphan, 1965).

Bajo refrigeracién, el contenido de nitrito de 1la espinaca
fresca aumenté muy gradualmente en un periodo de almacenamiento de
28 dias (Phillips, 1968a). No hubo aumentos significativos de 1los
niveles de nitrito durante el almacenamiento de espinaca congelada,
enlatada o en alimentos para bebés, pero se observaron
concentraciones aumentadaé en espinaca congelada que se habia dejado
descongelar a temperatura ambiente por un plazo excesivamente largo

aproximadamente 39 horas (Phillips, 1968a).
En animales de experimentacién y en un caso en el hombre se ha

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

nitratos o nitritos y aminas o amidas.
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Epstein (1972) observdé la formacién de nitrosopiperidina en el
tubo gastrointestinal de ratas tratadas con nitrito y clorhidrato de

piperidina. A |
. ' |

Manteniendo la concentracidén de nifrito constante, la formacidén
de nitrosopiperidina en el intestﬁno delgado fue en aumento con las
concentraciones crecientes de piperidina. También se encontrd
nitrosopiperidina en el estémago. Sander et al. (1974a), demostraron
la formacidén de N-N’-dinitrosopiperacina, DMN y N-nitroso-N-
metilbencilamina en el contenido | gastrico de ratas a las dque se
administré las aminas precursorgs combinadas con nitrito; sin
embargo, en los animales se observd una considerable variacién
individual en el grado de sintesis de N-N’-dinitrosopiperacina. En
otro informe reciente se formé N-nitrosopirrolidina muy ré&pidamente
en el estémago de perros a partir de nitrito de sodio y pirrolidina
en un lapso de 2-6 minutos que, sin embargo, habia desaparecido casi

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

rapida absorcién (Mysliwy et al., 1974).

Algunos estudios de toxicidad, han generado evidencia indirecta
de la formacién in vivo de compuestos N-nitroso. Por ejemplo, las
lesiones hepaticas, formadas después de la administracién de nitrito
y algunas aminas, fueron similares a las producidas por DMN o N-

nitroso-N-metilbencilamina (Asahina et al., 1971).
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Efectos similares se advirtieron cuando se administré nitrito hasta
tres horas después de 1la DMA, si bien el efecto se redujo

|
sefialadamente cuando el nitrito se;administré antes de la amina.

Una parte de 1l1los nitratos ingeridos se absorbe facilmente y

otra parte puede ser metabolizada por la microflora en el conducto

gastrointestinal (Ridder y Oehme, 1974). En funcién de los
orgénismos presentes, el pH vy los nutrientes disponibles
(cligoelementos e hidratos de carbono), se pueden formar y absorber

nitritos (NO,), ©6xidos de nitrégeno (N,0g5, NO,, NO), hidroxilamina

(NH,OH) y amoniaco (NHj).

Friedman et al., 1972, administraron una sola dosis oral de 150
microgramos de nitrito a ratones. La medicién de 1la tasa de
desaparicién indicé que el compuesto se absorbia rapidamente y que

el alimento en el estémago tenia escaso efecto sobre la absorcién.

Los resultados en animales con una ligadura gastroduodenal
indicaban que 1la absorcidén tenia lugar sobre todo en 1la micosa
gastrica. Los estudios de Mirvish et al. (1974), en ratas
alimentadas con una dieta rica en nitrito sustentaron 1las

observaciones anteriores en ratones.
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Los experimentos con alimentos que contenian rojo de fenol mostraron

que la disminucidén en las cantiéades de nitrito en el contenido
géstrico, especialmente en la parte glaﬁdular, se producia dentro de
las cinco horas siguientes a ia adicién de el alimento, era
significativamente mayor que 1la' debida a 1la eliminacién fecal
directa. Esto se atribuyd a 1la d?scoﬁposicién y a ‘otras reacciones
catalizadas por &acido del nitrito, y a la absorcidén directa en el

estdémago.

Aunque de la naturaleza de los efectos tdéxicos posteriores a la
administracién oral de las nitrosaminas se puede inferir que 1la
absorcién es considefable, existen pocos estudios con informacién
cuantitativa sobre la absorcién. Alarif y Epstein (1974),
administraron nitrosometilurea y nitrosometiluretano marcados con
3H, por sonda esofagica, a grupos de cobayas prefiadas en dosis de 2
mg/kg y 5 mg/kg de peso, respectivamente. Los animales se
sacrificaron una hora después de la administracién de 1la dosis.
Cuando se mididé la absorcidn por los tejidos maternos y fetales por
recuento de centelleos en liquido y determinacidén de DMA, se observé
que los niveles maternos eran generalmente mAs elevados que los
fetales. En estudios realizados por Juszkiewicz y Kowalski (1974),
la DMN, DEN y nitrosopropilamina, administradas oralmente a cabras a
razén de 20-30 mg/kg, aparecieron en la sangre en un plazo de media

hora y posteriormente en la leche.
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La concentracién en la leche, dos horas después de la administracién
de 30 mg/kg de DEN, fue de 14 mg/%itro y al cabo de 24 horas solo se
pudieron observar indicios. Phillﬁps et al. (1975a), examinaron 1la
desaparicién de DMN del estémago e intestino delgado de ratas como
! s

indice de absorcidén y comprobaron' que, si bien poco se absorbia en

el estémago, la DMN se absorbia rapidamente del intestino delgado.

Hawksworth y Hill (1971b) realizaron un estudio de 122 muestras
de orina humana y comprobaron que la concentracién wurinaria de

nitrato guardaba relacidén con la cantidad de nitrato ingerido.

La excrecién de nitratos y nitritos en la saliva fue estudiada
por Spiegelhalder et al. (1976), en once voluntarios a los cuales ‘se
les administré zumos de leguminosas con concentraciones de nitrato
de 30 a 550 mg/litro. Las cantidades de nitratos y nitritos
excretadas fueron prdﬁorcionales a las de nitratos ingeridos. Luego
de ingerir 100 mg de nitratos, las concentraciones de nitritos en

saliva aumentaron, por término medio, en 20 mg/litro.

Magee y Barnes (1967), han examinado la informacidén disponible
sobre el metabolismo y la eliminacién de compuestos N-nitroso. Magee
(1956), midié la recuperacidén de DMN del cuerpo entero del ratdén y
observdé que el 97% de la dosis total (0.05 mg/kg) se podia recuperar
inmediatamente después de 1la administracién oral, y que las
cantidades recuperadas decrecian con el tiempo hasta que cuatro

horas después no se recuperaba DMN.
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Se obtuvieron resultados similareés con la rata a la cual se le
administrarian oralmente dosis de DMN a 50 mg/kg; la concentracidén
declindé rapidamente con el tiempo después de la inyeccidén, de modo

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

nada a las 24 horas.

La transformacidn metabélica‘de DMN fue estudiada por Dutton y
Heath 1956, utilizando DMN marcada con 14c. Tanto en el ratén como
en la rata el principal producto radiactivo fue el didéxido de
carbono espirado. En el ratdén se recuperd el 65% del 14¢ inyectado
como didéxido de carbono espirado, seis horas después de una
inyeccidén subcutdnea de DMN a 50 mg por kg de peso. En la rata se
recuperd® alrededor del 40% del 14¢ radiactivo como didxido de
carbono espirado ocho horas después de la inyeccién. Al terminar el
experimento, el resto del 14c estaba distribuido con relativa
uniformidad en los tejidos, aparte del 7% aproximadamente que se

habia excretado en la orina.

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

nitrosaminas estudiadas se excretaba inalterada en la orina y en el

aire espirado, la mayor parte estaba en descomposicidén. En base a ..

las tasas de espiracidén de didéxido de carbono marcado, se demostrd
que la descomposicidén de dimetil-, dietil-, Yy N-
butilmetilnitrosamina obedecia a la cinética de Michaelis-Menten. La

tasa de descomposicidén dependia de la dosis.
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Cuando se investigd la | transformacién metabdlica de
dialquilnitrosaminas,. especialmente del carcindgeno de 1la vejiga,
di-N-butilnitrosamina, se identifﬂcaron los principales metabolitos
urinarios con estructura retenida de N-nitroso (Blattmann Yy
Preussman, 1974; Blattmann et al.,:1974f Okada y Suzuki, 1972; Okada

et al., 1975).

Se ha observado tanto la hibroxilacién particularmente en el
grupo CHs terminal, como el acprtdmiento de la cadena. La butil (3-
carboxipropil) nitrosamina (BCPN), un importante metabolito de 1la
butil (4-hidroxibutil)-nitrosamina (BBN), fué un carcindégeno de la
vejiga igualmente potente y selectivo (Okada y Suzuki, 1972).
Durante el metabolismo de la nitrosomorfolina se observé rompimiento
de anillos (Stewart et al., 1974).

Si bien, el conocimiento de la sintesis enddégena de compuestos
N-nitroso es muy importante, no esta todavia claro que porcentaje de
pasos la limitan. La formacién de compuestos N-nitroso (in vitro) a
base de aminas y nitritos ha sido resefiada por Mirvish (1975),

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

Por ejemplo, se estima que la nitrosacién de la dimetilamina
(DMA) y el nitrito de sodio en soluciones diluidas de é&cido
clorhidrico sigue el proceso (Mirvish, 1970) que se indica a

continuacién:
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NaNO, + HCl ---=-> HNO, + NaCl
2HN02 ————— >‘ N203 + Hzo

En DpH>1 el principal agente nitrosante es el tridxido de
dinitrégeno, que se forma reversiﬁlemente a partir de dos moléculas
de &acido nitroso. La velocidad de reccidn (V,) es proporcional a la -~
concentracién de tridéxido de din&trégeno [N,O3] Yy, por ende, al

cuadrado de la concentracién del &cido nitroso [HN02]2, esto es:
= 2
Las concentraciones de amina no ionizada y el &cido nitroso
libre varian segGn el pH, pero k, es independiente del pH. A los
fines practicos, es m&s conveniente reformular la ecuacidén en
funcién de las concentraciones totales de nitrito y DMA, esto es:

V,= k, [amina total] [nitrito total]?

donde k, depende del pH; k, v 1la velocidad de reaccidén muestran

valores midximos en pH=3.4 que corresponde al pk, del &cido nitroso

(Pk,=3.37).
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La velocidad de reaccién disminuye 10 veces por cada aumento
unitario de pH superior a pH=3.4. Por debajo de este nivel de pH el

nitrito se convierte casi completémente en &cido nitroso. El1 efecto

|
principal de una nueva reduccién del pH es una caida continua de la
concentracidén de amina no ionizada, lo que causa una disminucién de
la velocidad de reaccidén. No existe un limite preciso de pH para la

nitrosacién, que puede ocurrir lentamente a un pH de 5 o incluso 6,

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

La nitrosacién de amidas, como N-alquiureas y N-alquiluretanos,
se realiza ré&pidamente (Challis y Challis, 1970; Mirvish, .1971;
Sander y Burkle, 1969). En este caso el agente nitrosante

probablemente sea el ién nitré&cido (H2N02)+:

y la nitrosacién se realiza por la siguiente reaccién:

RNH.COR’ + (H,NO,)¥ —=-—o > RN(NO).COR' + H,0 + HF
La velocidad de reaccién es también proporcional a las
concentraciones de alquilurea no ionizada a iones nitracido, cuya
formacidén puede estimarse que se realiéa de acuerdo con la primera

ecuacién por lo tanto:
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V3= k3 [RNH.COR’] [HNO,] [HT]
q
v,= k, [amida total] [nitrito total] [H']
La velocidad de reaccidn, que aumenta alrededor de 10 veces por
cada disminucién de una unidad en el pH de 3 a 1, no muestra un
nivel maximo de pH; k, depende de la ionizacidén de nitrito y, por

ende, del pH, pero no de la ionizacidén de las amidas, dque solamente

estan levemente ionizadas en un pH superior a 2.

Las tablas en las que figuran las constantes de velocidad de
reaccién de 15 aminas y 21 amidas de acuerdo con las ecuaciones
antes dichas (Mirvish, 1975) indican que las clases de compuestos de
m&s rapida nitrosacién son las N-alquilureas, N-arilureas, N-
alquilcarbamatos, aminas aromdticas secundarias, amino piperazina
secundaria, derivados de morfolina y enamidas terciarias (Criterios

de salud ambiental 5, 1980).

Como se menciona anteriormente la exposicién a compuestos N-
nitroso ha sido considerada como resultado de su formacidén enddgena
por la interaccién enfre aminas y nitritos (Oshima y Bartsch, 1981).
Ha sido también sugerido que la ingestién de drogas aminadas Jjunto
con nitritos pueden generar nitrosaminas y nitrosamidas mutagénicas

y carcinogénicas (Lijinsky, 1980).
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Este es el caso del antihelmintico piperazina, al cual se ha
. probado su capacidad para reaccionar endégenamente con nitrito de
sodio para formar derivados nitrosados que son carcinogénicos a -~
ratas (Von Schneider et al., 1977). Se ha observado gque la
administracién oral de 1-4 dinitrosopiperazina a ratones prefiados
incrementa la frecuencia de tumores en sus descendientes cuando
alcanzan ‘la edad adulta (Borzsonyi et al., 1980). La deteccién de

compuestos N-Nitroso en orina constituye una manerd 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 &cido y
temperatura fisioldégica, produciendo compuestos nitrosados que

inducen mutaciones en Salmonella typhimurium TA1535 (Arriaga Alba et

al., 1988). Esto ocurre con derivados de la pirimidina (pamoato de
pirantel) o con drogas que contienen aminas secundarias aliféaticas
(cloroquina) o nitrégenos heterociclicos (dehidroemetina,
piperazina). Sin embargo, drogas antiparasitarias dgque contienen
derivados halogenados de aminas terciarias (iodoclorohidroxiquinina)
o sales cuaternarias de amonio (hidroxinaftato de befenio) no forman
.compuestos mutagénicos N-Nitroso bajo condiciones similares (Arriaga

¥y
‘Alba et al., 1989).
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., Muchos factores han sido %nvestigados para encontrar una
asociacidén posible con cancer gastrico, pero, aunque los factores
dietéticos se cree dque son de 'mayor importancia, 1los agentes
causales no han sido claramente identificados ( Howson 1986; Mettlin

1988).

Nuestro conocimiento con respecto a 1lo que sucede al epitelio
gastrico después del @establecimiento de gastritis se basa
principalmente en el trabajo de Correa, (1988). No hay ninguna duda
de que la gastritis cuando llega a ser atrdéfica, es un factor de
riesgo de cancer gastrico y resulta de la pérdida de 1la acidez
normal, colonizacién bacteriana y 1la reduccidn intragastrica de

nitrato a nitrito.

El nitrito puede entonces nitrosar sustratos proteicos y formar
compuestos carcinogénicos N-nitroso. Esta secuencia de eventos es
bioldégicamente plausible, y todos los pasos individualmente han sido
demostrados en estudios experimentales en humanos (Mirvish, 1983;
Bartsch y Montesano, 1984). Sin embargo todavia no se ha establecido
si tales componentes N-nitroso sintetizados endbgenamente hacen
alguna contribucién al c&ncer humano y cual seria el papel de 1la
pxposicidén a nitrato dietético tiene en este proceso. La
anvestigacién epidemioldégica ha sido enfocada a contestar esta

pregunta (Fraser, 1985; Forman, 1987).
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Mundialmente, el cancer gastrico ocasiona la muerte de
alrededor de medio millén de personas cada afio y, en términos de
|

mortalidad de cancer, es el segundo en importancia después del

cdncer de pulmén (Parkin, et al. 1988).

Como en todos los canceres; hay mucha variacién internacional
en la incidencia y mortalidad de Esta enfermedad. M&as notorio, sin
embargo, ha sido la declinacién consistente en la incidencia vista
con todos los paises. cercanos cuyas estadisticas est&n disponibles
(Mufioz, 1988). Investigando las causas del caAncer gastrico, se puede

concluir que los agentes causales son probablemente muy extendidos.

El lugar importante gque ocupa el cancer como causa de
enfermedad y de muerte en la actualidad, aunado al conocimiento del
origen de. una gran parte de los céanceres, ha impulsado el desarrollo
de miltiples sistemas de prueba tendientes a identificar y evaluar
la potencia de carcinégenos. Todo ello con el propdésito de contar
con informacidén que permita el control del céncer (Cortinas de Nava

y Espinosa, 1990).

La forma méas usual de exposicién a carcindégenos para la
poblacién general estd relacionada con mezclas complejas de un gran
nimero de compuestos gque se encuentran presentes en muy baja
concentracién en el aire, el agua y los alimentos gque se consumen

diariamente.
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En estos casos, el patrdn general ?e exposicidén y las variaciones de
ésta, pueden inferirse de los habitos de vida y 1la calidad del

ambiente en el que se desenvuelven‘las poblaciones.

Lo anterior hace evidentel algunas de las dificultades
importantes que enfrenta el estudio de la carcinogenicidad de
agentes quimicos y el disefio de modelos que permitan obtener
informacidén relevante para las dondiciones usuales de exposicién

humana a dichos compuestos (Cortinés de Nava y Espinosa, 1990).

En virtud de los problemas descritos, se han disefiado diversas
estrategias para el desarrollo de las distintas pruebas para
detectar carcindgenos, asi como para la integracién, interpretacidén
y extrapolacién de los datos emanados de ellas, con el objeto de
evaluar el riesgo de que poblaciones humanas expuestas a tales

agentes desarrollen céncer.

Los bioensayos de carcinogénesis son tan costosos y tan largos
(mds de 3- afios), que para garantizar su buen desarrollo se considera
indispensable un disefio experimental bien documentado, basado en una
metodologia rigurosa, ademds 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, lque los carcindbgenos gque 1inducen
tumores en la mayoria de los 6rgan+s de las especies de roedores son
capaces de producir mutaciones. | Los compuestos quimicos pueden
participar en las etapas de iniciacién y progresidén del proceso 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 quimi¢as como un indicador de riesgo de
cancer (Viola et al, 1971). Ademés, se ha constatado que la mayoria
de los carcindégenos para los roedores empleados en los bioensayos de

carcinogénesis y para el humano son capaces de inducir dafio genético

(IARC, 1974; Waxciler et. al, 1976).

Existen numerosas pruebas para evaluar la capacidad mutagénica
(inductora de mutaciones) o genotdxica (inductora de dafio genético)
de los agentes quimicos. Estas pruebas permiten determinar distintos
tipos de alteraciones Ggenéticas, tanto en células somaticas
constituyentes del cuerpo como reproductoras, in vivo e in vitro,
como se sefiald en las Fig. 1 y 2 (Cortinas de Nava y ﬁ3pinosa,

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 et 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 accién de estos antimut&genos y anticarcindgenos
son objeto de investigacibén de ﬁrontera en este campo y se han
postulado algunos mecanismos geneﬂales. La inhibicién puede deberse
a la inactivacién de electréfilos o radicales libres, interferencia
de los mecanismos de activacidén metabdlica medida por citocromo P-
450, catdlisis de la descomposicién de los compuestos reactivos,
alteracidén de las vias metabdlicas, etc. Dentro de este contexto la
nitrosacidén de numerosos compuestos puede ser bloqueada por agentes

que reducen al nitrito.

Se ha observado que el &acido ascérbico ( Mirvish et al., 1972),
compuestos fendlicos ( Groenen, 1977; Challis, 1973), @&cidos
fenblicos ( Pignantelli et al., 1976; Walker et al., 1975, 1980),
taninos (Bogovski et al., 1972) y p-nitrosofenol (Walker et al.,
1979) modglan la tasa de nitrosacidén, sin embargo, estos estudios de
cinética quimica no revelan si también se altera 1la actividad

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

La nitrosacién de la metilurea conduce a la formacidn de

mutigenos activos los cuales pueden ser detectados r&pidamente por

la prueba de mutagenicidad para S.typhimurium. Este sistema ha sido
usado como un modelo para examinar el efecto de varias plantas
fendlicas y taninos en presencia o ausencia de metales de

+2 y mezclas complejas de sustancias,

transcicién Fe™t3 Yy Mn
incluyendo 3 diferentes cafés. El acido té&nico y A&cido clorogénico

redujeron la formacidén de compuestos mutagénicos.
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El efecto inhibitorio de esas plantas fendlicas fué similar o mayor

que el del acido ascdrbico, el cual ha sido ampliamente empleado.

Es también probable que los compuestos fendlicos puedan
interactuar con productos de nitrosacién y asi inhibir su
mutagenicidad (Rosin y Stich, 1980). Sin embargo al examinar la
désis efectiva de los compuestos fendlicos, este mecanismo parace
poco plausible, ya que dichas désis no redujeron la mutagenicidad,
cuando'se agregaron después de la terminacidén de la nitrosacién de

la metilurea.

lLos resultados de mutagenicidad en general estdn de acuerdo con
los estudios quimicos gque muestran una inhibicién de formacidn de
compuestos N-nitroso por dcido t&nico (Bogovski et al., 1972; Gray Yy
Dugan, 1975), &acido galico (Pignantelli et al., 1976) y algunos
otros compuestos fendlicos (Gray y Dugan, 1975; Groenen, 1977;
Kawabata et al., 1979). Sin embargo, bajo ciertas condiciones los
compuestos fendlicos pueden aumentar las reacciones de nitrosacién
(Walker et al., 1979, 1980). En ninguna de 1las pruebas de
mutagenicidad con el sistema de metilurea nitrosada se pudo observar
una elevacién significativa en la frecuencia de mutaciones cuando
los compuestos fendlicos fueron agregados a la mezcla de
nitrosacién. Esta aparente contradiccién puede ser debida a varias

razones:
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a) un pequefio incremento en el porcentaje de nitrosamina o formacién
de nitrosamina como fué observada len las pruebas gquimicas, puede no
afectar significativamente 1la induccién de mutaciones, 1la cual
dependera principalmente de la concentracién de 1los agentes
mutagénicos y del tiempo total de exposicidén al mutégeno; b) el
efecto catalitico de élgunos compuestos fendlicos en la formacidn de
N-nitrosaminas podria ser debido al uso de A&alcali para detener la

reaccidén de nitrosacién (I.A.R.C., 1980; Mirvish, 1981).

Estos dos puntos son relevantes para uno de 1los objetivos
especificos que se plantearon para este trabajo, ya que los
objetivos principales a lograr en esta investigacién son los

siguientes:
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OBJETIVOS

A) OBJETIVO GENERAL:

- Estandarizacién de un modelo de reacciédn de nitrosacién in vivo.

B) OBJETIVOS PARTICULARES:

- Probar la capacidad mutagénica de los productos formados en el

ratén utilizando Salmonella typhimurium TA1535 como sensor de dafio

genético.

- Comprobar la capacidad inhibitoria del &cido ascérbico sobre 1la

nitrosacién de aminas.
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MATERIAL Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO:

Oorganismo de prueba para evaluar mutagenicidad.- La cepa bacteriana
utilizada fué Salmonella typhimurium TA1535, la cual se obtuvo del
laboratorio del Dr. Bruce N. Anes: Biochemistry Department,

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

Ratones.- Los ratones utilizados en los experimentos fueron de la
cepa CD1, los cuales se mantuvieron en bioterio con alimento para

perros Purina y agua ad libitum.

REACTTIVOS:

Los productos quimicos que se utilizaron en los experimentos fueron:

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

México, 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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!
En el primer modelo de nitrosacién enddégena se utilizd orina de

DESCRIPCION DEL METODO:

ratones tratados con los compuestos que abajo se mencionan.

Cinco ratones machos de la cepa CDl1 (peso promedio 35 g) por
grupo, fueron expuestos oralmente durante 5 dias consecutivos a los
siguientes compuestos: 1) nitrito de 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 se

encuentran en la tabla I.

Tabla I. Concentraciones de gquimicos utji
lizados en el ensayo de orinas.

Reactivo Concentracidn
(mg/kg)
Metilurea 12, 15 y 100
Nitrito de sodio 8, 10 y 100
Adipato de piperazina 250
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Los ratones fueron colocados en jaulas metabdlicas con alimento
para perros Purina y agua ad Libitum. 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 filtracién
a través de una nmembrana mi}lipore de 0.45 micrdmetros y
posteriorﬁente se utilizaron para la evaluacidén de 1la actividad

mutagénica.

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD MUTAGENICA.
La actividad mutagénica de la orina anteriormente recolectada

fué probada en Salmonella typhimurium TA1535, de acuerdo al método

reportado por Ames et al. (1975).

Descripcidén del método:

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

agregdé 0.1 ml de cultivo de Salmonella typhimurium TAl1535 de 16
horas y 100 o 200 microlitros de orina. Después de agitar, la mezcla
se vacid en cajas petri conteniendo agar Vogel-Bonner. Se incluyeron
controles de bacteria no expuesta a ningln compuesto y un control
positivo que fué Metil-Nitro-Nitrosoguanidina (1 microgramo en 0.1
ml de DMSO), Azida de sodio (5 microgramos en 0.1 ml de agua)y
Ciclofosfamida (100 miligramos por Kkilogramo) (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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1. Metil Nitro Nitroso Guanidina

2. Azida dse sodio

3. Ciclofosfamida )

* Colocar los ratones en jaulas metabdlicas para recoleccién de orina.

FIGURA 3. Modelo de reaccion de Nitrosacion enddgena en orina utilizando metilurea y nitrito de
sodio.
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* Colocar los ratornies en jaulas metabdlicas para recoleccién de orina.

FIGURA 4. Modelo de reaccion de Nitrosacion enddgena en orina utilizando adipato de piperazina
y nitrito de sodio.
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Recuento:

. |
Las colonias revertantes se contaron al cabo de 48 horas

de

incubacién a 37%c. Un resultado positivo se definié como un aumento

en el nGmero de revertantes que supere por mads de dos veces

la

frecuencia de reversién esponténea y que muestre un incremento en el

nimero de mutantes en funcidén de 1la concentracién del compuesto.

El segundo modelo que se utilizé fué el ensayo Via

hospedero, el cual se describe a continuacidn:

Los compuestos gque se probaron fueron metilurea; adipato
piperazina; clorhidrato de piperazina en forma individual

combinados con nitrito de sodio; como controles positivos

el

de

b4

se

utilizaron ciclofosfamida y dimetilnitrosamina. Las concentraciones

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

Tabla II. Concentraciones de dquimicos
utilizados en el ensayo via el hospedero.

Reactivo Concentracidn
(mg/kqg)
Nitrito de sodio 100 y 200
Metilurea 100
Adipato de piperazina 250
Clorhidrato de piperazina 461.39
Ciclofosfamida 20
*Dimetil Nitrosamina 100

* Se administré por vfa intramuscular.

49



En este estudio los compuestos de prueba fueron administrados
oralmente. La bacteria se inoculd en 1la cavidad peritoneal
inmediatamente después de la administracién del compuesto de prueba.

\

Las bacterias fueron incubadas durante toda la noche .para
obtener una densidad aproximada de 1-2 x 10° células/ml en un bafio
de agua con agitacién. 0.5 ml de este cultivo se transfiridé a 4.5 ml
de caldo nutritivo fresco e incubado por 2 horas. Una aguja de
calibre 25 se utilizé para inocular 2 ml de suspensién de células
dentro de la cavidad peritoneal del ratdén después de que el Aarea de
inoculacién fué limpiada con etanol. El peso de los animales fué de
25 a 30 gramos. Después de 3 a 4 horas de haber inoculado 1la
suspensién de bacterias, la regién abdominal del ratén muerto fué
limpiada con etanol y se inyectaron 2 ml de solucidén salina estéril
dentro de la cavidad peritoneal. La piel de la regidn abdominal se
empujé hacia atrds de tal manera que la aguja pudo ser insertada
para recuperar el fluido. La muestra obtenida de cada ratdén se
procesd separadamente.

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

VIABILIDAD:

Se prepararon en el momento tubos para dilucidén, conteniendo

4.5 ml de solucién salina estéril.
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FIGURA 5. Ensayo vz ¢l Hospedero uliizando melflurea y nitrto de sodio,
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FIGURA 6. Ensayo via & Hospedero utilzando adipato de piperazina y nitnto de sodio,
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FIGURA 7. Ensayo via o Hospedero utiizando clorhidrato de piperazina y nifrito de sodio,
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Se hicieron siete diluciones seriadas de cada exudado peritoneal
( 0.5 + 4.5 ml) produciendo series de concentraciones desde 1071

hasta 10”7.

Para el conteo total de bacterias, de las diluciones 1073, 10°6
y 10~7 fueron sembrados 0.2 ml en cajas de medio completo, 3 cajas

por ‘muestra.

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD MUTAGENICA:

El sembrado para conteo de mutantes totales se realiza sobre
medio minimo, sembrando 0.2 ml del fluido 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 minimo se incubaron 24 y 48 horas respectivamente.

Recuento:

Las colonias revertantes se contaron al cabo de 48 horas de
incubacién a 379c. Un resultado positivo se define como un aumento
en el nimero de revertantes gque supere por més de dos Vveces la
frecuencia de reversidn espontdnea y que muestre un incremento en el

nimero de mutantes en funcién de la concentracién del compuesto.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La tabla IIT muestra los resultados de experimentos realizados

|
con el primer modelo de Nitrosacién Endégena.

TABLA Ill. Mutagenicidad de orina de ratones tratados con diferentes
precursores de nitrosacion: En el ensayo de Salmonella typhimurium
TA1535,

No. de revertantes/caja

TRATAMIENTO . TA1636 o
T=0 T=1 T=6

MU 12 mg/kg + N 8 mg/kg
Exp. 1 21 © 34 23
Exp. 2 35 48 44
agua" . 26 37 41
MU 16 mg/kg + N 10 mg/kg
Exp. 3 43 39 36
aguad ) 31 36 26
MU 100 mg/kg + N 100 mg/kg
Exp. 4 30 31 a3
agua“ 38 40 32
AP 260 mg/kg + N 100 mg/kg
Exp. 5 36 36 az
agua“ 33 37 20

" Tmo0 Antes del trnl-ml.nto;-T-‘l despuée del primer die de tratamiento;
“TmB Deepués del quinto dia de tratamiento.

dControl negativo.

Loe ocontrolas positivoes q;J. ow utilizeron tueron:

Azide de sodio (80 gg/ml); Metil Nitro Nitroeo Guanidine

(1 pg/mil); Cioclotosfamida (100 mgskg).

En todoe loe casos ee obtuvieron mae de S00 ool./oaja.

El volimen de orine utilizedo en todow ioe cusos fué de 0.2 mi.
Todee Ilas Mmueetras ee trebajeron por triplioado.

Todoe loe precursores al ser sdminietrados Iindividuasimente
preesentaron resulitados negativos.

MU .-metilurea; N.-nitrito de esodio; AP.-edipato de piperazinas.
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En ninguno de los casos se tuvieron valores de la media que
fueran pdr lo mends dos veces el valor de la media del control
negativo, atin cuando la metilurea%dombinada con el nitrito de sodio
fueron probados a diferentés concentraciones, con las
caracteristicas de los ratones y 1las condiciones para su

mantenimiento; asi como la obtencién y esterilizacidén de la muestra

a estudiar segln la técnica descrita en material y métodos.

El ensayo via el Hospedero fué probado como una alternativa de
deteccidén 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 iddéneo para lograr 1los

objetivos propuestos. Los primeros resultados se muestran en la

tabla IV.

TABLA 1V, Efectividad mutagénica de nitrito de sodio y
metilurea; en el ensayo via el hospedero con Salmonella
typhimurium TA1535 como indicador genético.

Grupos rev./caja

Nitrito de sodio 5 (0.0)
Agua 10 (0.0)
Metilurea 1 20 (1.0)
Metilurea 2 11 (0.0)
Metilurea 3 8 (0.0)
Nitrito + Metilurea 1 17 (0.0)
Nitrito + Metliurea 2 11 (0.0)
Nitrito + Metilurea 3 13 (0.0)

Los compuestos fueron adminisirados por via oral simuitaneamente
a |la inyeccién bacteriana. El tiempo de incubacién

de la bacteria fué limitada a 3 horas en todos los casos.

Nitrito de sodio 100 mg/kg; Metilurea 100 mg/kg; agua;

Reversién espontanea S.t. TA1636 (19 rev/caja).

El valor entre paréntesais as el resultado de la divisién

dae el valor obtenido sobre la reversién espontéanea.
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La metilurea y el nitrito de sodio fueron probados nuevamente

en el ensayo via el Hospedero.

Al realizar la comparacién entre las medias de los resultados

obtenidos con la de revesidén esponténea 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 reversién esponténea de

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

cocientes de las medias por la reversién esponténea de S.Typhimurium

TA1535) .

Al no haberse obtenido resultados positivos en los ensayos de
mutagénesis con metilurea se decididé probar el adipato de
piperazina. Resultados de algunos experimentos se muestran en 1la
tabla V.

TABLA V. Efectividad mutagénica de nitrito de sodlo y

adipato de piperazina; en el ensayo via el hospedero
con Salmonella typhimurium TA1535 como indicador

genetico.
Grupos Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3
rev./caja rev./ocaja rev./caja
N1 21 (0.0) 14  (0.0) 18 (0.0)
N2 28 1.2) 13 (0.0 22 (1.0)
Pz 32 (1.4) 12 (0.0) 13 (0.0)
Pz2 3e (1.6) 17  (0.0) 13 (0.0)
N + Pzl 36 1.6) 14 (0.0 16 {0.0)
N + Pz2 28 (1.3) 24 (1.1) 24 (1.1)
ci 23 1.0) 17  (0.0) 14 (0.0}
ciz 27 (1.2) 12 (0.0) 16 (0.0
Al 18 (0.0 30 (1.4) 17 (0.0
AZ 23 1.9 22 (1.0 8 {0.0)

Los compuesios fueron adminisirados por via oral simultdneamente

a Ia inyeccién bacteriana. El tlempo de incubacién de la bacleria

fué limitado a 3 horas en todos |os casos.

N (nlirito de sodio 200 mg/kg); Pz (adipato de piperazina 250 mg/Kg);

A (agua); Reversién espontanea S.t. TA1535 (22 rev./caja).

El valor entre paréntesis es el resullado de la divisién de el valor obtenido
sobre |a reversién eaponténea.
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En estos experimentos se aumentaron las désis de nitrito de
sodio y adipato de piperazina. La lconcentracién de nitrito es la que
Se encuentra reportada en 1la bibliografia como la m&s alta que

soportan los ratones sin llegar a ser téxica.

En ninguno de los experimentos que se presentan en la tabla se

observa efectividad mutagénica.

El adipato de piperazina presentd problemas en la solubilidad
por lo que se probd el clorhidrato de este mismo compuesto,

aumentando la concentracién a 461.39 mg/kqg.

En la tabla VI se presentan 1los resultados obtenidos con 1las

nuevas concentraciones.

' TABLA VI. Efectividad mutagénica de nitrito de sodio +
clorhldrato de plperazina; en el ensayo via el hospedero
con Salmonella typhlmurium TA1535 como Iindicador

genético.
Exp.1 Exp.2

Qrupos rov.;)oula ) rov./':xa]a

N1 35 (1.8) 138 (0.0)
N2 31.26 (1.6) 37.76 (1.9)
Pz1 14.78  (0.0) 140 (0.0)
Pz2 18.76 (0.0) 14.26 (0.0)
N + Pz1 48.26 (2.5) 60.76 (2.8)
N + Pz2 73.76 (3.8) 40.0 (2.1)
Al 176 (0.0) 146 (0.0)
A2 31.78 (1.8) 18.75 (0.0)
DMN1 q2 (2.2) 360 (1.9)
DMN2 97 ®.1) 985 .1)

Los compuestos fueron administrados por via oral simultaneamente a la

Inyecclén bacteriana. El tiempo de incubacién de la bactera fué limitado a 4 horas
en todos los casos. N (nitrito de sodio 200 mg/kg); Pz (clorhidrato de

piperazina (461.39 mg/kg); DMN (dimetlinitrosamina 100 mgyg/kg); -Revesién espontanea
S.t. TA1636 (19 rev./caja); A (agua).

Los valores entre paréntesis son el resuitado Hde la divisién de el valor obtenido
sobre la revesién espontanea.
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En estos experimentos, ademds de aumentar la dbésis de
piperazina, también se alargd el tiempo de incubacién de 1la
bacteria,. esto es, el tiempo que dura la bacteria dentro de 1la
cavidad peritoneal del ratén después de administrar la désis oral de

los compuestos de prueba.

En los resultados se observa un ligero aumento del nilmero de

revertantes de Salmonella que estuvieron en contacto con nitrito de

sodio + clorhidrato ae piperazina. Se realizaron mAs pruebas para
comprobar gque realmente eran reproducibles los resultados. Tal vez
habria gque aumentar las concentraciones de 1los precursores para
obtener resultados mé&s francos positivos; sin embargo, existe 1la
limitante de que al hacerlo, estas resultaran téxicas para el
animal. Estos resultados nos sugieren recomendar la utilizacidén de

otros bioensayos que incluyan activadores metabdlicos.

Al lograr reproducibilidad de 1los resultados con las
condiciones de concentracién y tiempo empleadas en estos ultimos
experimentos, este ensayo se aceptd como el modelo de nitrosacidn
endégena a utilizar en 1la siguiente fase del proyecto la cual
consiste en probar extractos de vegetales como posibles inhibidores
e la nitrosacidén, sin embargo esta fase no forma parte de 1los

objetivos del presente trabajo.
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Finalmente se probé el &cido ascérbico como inhibidor de 1la

formacién de CONN en este modelo de nitrosacién; los resultados se
|

presentan en la siguiente figura.

FIGURA 8. Efectividad mutagénica de nitrito de sodio + clorhidrato de
piperazina; inhibicion de la actividad mutagénica al agregar vitamina C
en el ensayo via el hospadero.

100" P IR

®
(=]

N+ P
N+ P+ C

No. de revertantes/caja
[+
©

-3
o

20

1 2 3
No. de experimento

Los compuestos fuaron administrados por via oral simultaneamente

a la inyeooién baoteriana. E! tiempo de inoubsoidn de I baoteria

fue limitado a 4 horas en todos los casos.

N (nitrito de sodlo 200 mg/kg); Pz (olorhidrato de piperazine 481.39 mg/kg);

DMN (dimetilnitrosamina 200 mg/kg); C (VIt. C 200 mg/kg); Reversién espontanea

8.t. TA1835 (13 rev./osjn).
*Media de In reversion espontanea de Saimonelia typhimurium TA1835.
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En esta figura se observa que hay una disminucién en 1los
valores obtenidos cuando se probarbn en combinacién nitrito de sodio
+ clorhidrato de piperazina + vit. C, estos resultados apoyan lo
propuesto para el &cido ascérbico como un inhibidor de la formacién

endbdgena de compuestoé N-nitroso.

Podemos concluir que el ensayo via el hospedero puede ser usade

como un primer tamiz en la deteccién de inhibidores de nitrosacién

-

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

frecuencig de mutacién en Salmonella se incrementa a poco méas del
doble con respecto a la frecuencia espontanea, el método propuesto
podria resultar poco especifico generando resultados falsos
negativos con ‘frecuencia. Por ello es necesaria la bisqueda de

mejores alternativas.
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