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R E S U M E N 

Los daños inducidos por agentes químicos y/o físicos que 

no son reparados pueden inducir mutaciones, las cuales -

pueden originar carcinogénesis química si el daño se ha -

efectuado en células somáticas o teratogénesis, si el da

ño ha afectado células germinales . Uno de los mutágenos 

químicos mejor conocidos, son los compuestos ~-nitroso, -

un grupo de estos compuestos, las nitros amidas, son uti li 

zadas frecuentemente en quilnioterapias y se han detectado 

también en cerveza y pescados ahumados. No obstante exis 

ten pocos reportes sohre los efectos de la reparación de 

daños al ADN, inducidos por nitrosamidas . 

Empleando una pru.eba de Salmone.Lta typ!Umwu'.um uvrt/Uvr

conteniertdo y no el plásrnido plt:!n1 01 , el cual contiene el 

sistema de r eparación propenso a error sos, se encontró -

que la N-metil-N-nitro-!- nitrosoguanidina y la N-nitroso

N-rnetilurea producen mutaciones por substitución de bases, 

las cuales no son corregidas por el sistema de reparación 

por escisión UvrB . La N-etil-N-nitro-~-nitrosoguanidina ~ 

y la N- propil-N-nitro-N-nitrosoguanidina indug eron muta-

cienes por substituci6n de bases, las cuales pueden ser 

corregidas por el sistema de reparación por escisión de -



das , se dismir::;ye e1 riesgo de exposición del h.umano a 

esos compues tos qu í micos mutagénicos, siempre y cuando la 

exposición no !>ea a dosis al tas . El compuesto etilante -

fué t óxico para las cepas de Sa.hnonelea tijphün~tUu.m, pero 

su efecto fuE: reduciño por el sistema SOS presente en las 

cepas TAJOO y UHT8414. La mutagenisidad de estos cuatro 

compuestos no pudo ser incrementada en las cepas de Sa,fm~ 

nelea typhimW1.ÁLlm T~J535 y TA1975 carentes del plásmido -

pKrn.l 03 son má'.s susceptibles para detectar car,puestol? ~-n_!; 

troso y poder eyaluar el alto ri'esgo de exposición que re 

presentan estos compuestos al ser Iiumano. 
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I N T R o D u e e I o N 

En la a c tualidad la producción masiva de diver-

~as substancias químicas que se han desarrollado 

para mej orar las condiciones de vida, ha propi-

ciado una mayor exposición del homb r e a es te - -

tipo Je compuestos, siendo evidente que ~lgunos 

de ellos tiene efectos indeseables al producir -

da5os al material gen@tico, pudiendo trad uc i rse 

dichos daños en mutaciones heredables, las cua-

les pueden iniciar el proceso de carcinogénesis 

en células som¡ticas o teratog~nesis si el daño 

se da en células germinales. (J 3). 

Los compuestos N-nit roso encontrados frecuen te-

mente en alimentos, bebidas y que pueden or i gi-

narse a partir de sus precursores como medicamen 

tos aminados y nitritos, son considerados en la 

actualidad corno uno de los grupos más importan-

tes de compuestos químicos, que pueden ser muta 

g énico s y carc inogén icos , ya que se ha comproba

do que son capaces de producir cáncer en esófago, 

colón , hígad o y estómago, así como tumores. hepá

t icos en diferentes especies animales. Al ser -

el hombre capaz de activar los compuestos ~-ni--
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troso al ig u al que los an i males de laborato:io, 

puede ser tamhién sensible a su efecto carcinogé 

nico (32). Por otro lado, existe evidencia epi 

demiológica que señala una mayor inc idencia de -

c&ncer en lugares con alto consumo de nitritos, 

nitrosaminas y nitrosamidas, con respecto a za-

nas menos expuestas a este tipo de compuestos --

C.5 1 • 

El proceso sobre la comprensión dela carcinogén~ 

sis química ha sido lento, $in embargo se sa be -

que el dafio producido al ADN por cualquier com -

puesto no es necesariamente traducido en una mu

taci6n o muerte celular, ya que la cé lu l a cuenta 

con diferentes mec~nismos de reparaci6n. No ohs 

tante , en la actualidad exísten pocos reportes -

acerca del papel que juegan los sistemas de rep~ 

raci ó n celular en cuanto a la correcc ión de da-

ñas al ADN que rroducen los compuestos !-nitroso, 

encontrando qu e a pesar de la dificultad que re

presenta extrapolar los datos obtenidos mediante 

el uso de sistemas bacterianos, se considera que 

si e l daño inducido por algú n compuesto en el -~ 

ADN de las bacterias puede $er corregido, repre~ 

sentaría un riesgo menor a la salud, dado que en 

el ser humano existen mecanismos de reparación -

similares a los de los procariontes (13, 39), Es 
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por e ll o q ue en al pr e~c n te Lr aba jo se dar& un -

apor te a l c cnoc irniento de la valor ac ión d el .ries 

go de exposici ó n a compuestos N-nitr oso {nitrosa 

midas}, determ i nando e l ra ngo de dosis en e l que 

lo s daños p r oducidos al ADN por estos compu estos 

puedan s er corregid os mediante el sistema d e r e 

paraci6n por es c i s ión libre de err o r p resente en 
+ la s c epas UvrB d el sistema d e cepas de Salmone-

lia typh~mu4~um d e Ames . Por otro lado con el -

empleo de cepas del mismo sistema pero q u e con-

tienen el plásmido pKml01, se determinará s i el 

sistema d e reparaci6 n propenso a error SOS faci

lita la d etecc i ó n de e stos compuestos, de termi -

nando la influ e ncia de est e sist em a tanto en - -

efec t os mutagéni c os como en e l incremento de so-

brevida d el mi smo con r e specto a la s cepas caren 

tes de est e plást"!'lido . 



A N T E C E D E N T E S 

MUTACIONES Y SUS EFECTOS BIOLOG I COS 

Relación entre Mutación y Cáncer 

Si se acepta el concepto de enfermedad como una 

manifestación d e los disturbios de los procesos 

biológicos, bioquímicos o biofísicos controlados 

por productos génicos interactuando con factores 

ambientales, conceptualmente la mutación debe 

ser una causa importante de enfermedades . Así 

mismo al demostrarse que la mutagénesis está ba 

jo un control genético tanto en procariontes co

mo en eucariontes, que los mecanismos de repara 

ción del ADN parecen ser responsables de la muta-

génesis en ambos casos y que los defectos en di 

chos mecanismos de reparación parecen estar aso

ciados con varios síndromes humanos, relaciona-

dos entre otros el cáncer y otras enfermedades -

no contagiosas, se puede establecer una relación 

causal entre las mutagénesis y la carcinogénesi& 

Por otro lado la mutagénesis ha sido postulada -

como un mecanismo responsable del cáncer , terato 

génesis y envejecimiento (58). 
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Exist e un gran número de estudios que or i gi n a n -

mod elos y /o teo r ías qu e describen el proceso de 

inducción d el cánce r por parte de varios agent es 

fís ico s, qu ím ic os y vi ra les. Así mismo hay que 

tener en cuenta q u e si c o nceptual i zamos al cán -

cer como un fenotipo, entonces, al igual que los 

demás fenotipos necesita ser la consecuencia de 

un conjunto complejo de i nteraccione s que invol~ 

era tanto elem en tos génicos como ambien t ales . 

Por otra parte la revisió1. de la literatura pare

ce apoyar el hecho de q u e tanto l a mu tac ió n como 

los procesos epige n~tic os tienen que v e r (como -

componentes) con la carcinogénesis (10, 58). 

Tipos de Mutación y Efecto Biológico 

La estabilidad de las molécul as heredita rias que 

se presenta c omo un requisito para desempeñar su 

papel biológico que existen y han existido a pa~ 

tir de l pr i mer ser vivo, se ha originado a con-

secuencia de la aparición de errores sistemático~ 

los cuales han permitodo la diversificación de -

la s moléculas hereditarias. Sin embargo es con-

veniente distinguir las mutac iones espontáneas -

que tienen l ugar ocasionalmente en la naturalez~ 

de aquellas que son prod ucidas por efecto de cier 

tos agentes ind uc tores o routágenos físicos y quf 
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micos, teniendo en cuenta que los mecanismos mo

l eculares productores del cambio de la secuencia 

de bases pueden ser diferentes según el origen -

que tengan (52) . 

En cuanto a las mutaciones inducidas por f acto-

res externos, son numerosos los agentes inducto

res de mutac iones génicas o croroosómicas, y pue-

den ser tanto físicos como químicos. El efecto 

de la luz UV (ampliamente utilizada en la induc

ción de mutaciones) es uno de los más conocidos,-

d ando lugar a dos tipos de consecuencias : 

a) El cambio de una base por su forma tautoméri

ca que puede originar una transición de las -

bases nucleóticas . 

b) La formación de dímeros de tiroina , que disto~ 

siona la estructura del ADN, pudiendo produ - 

cir ruptura de la cadena complementaria. La -

disto~sión puede ser reparada o conducir a -

una substitución de bases y consecuentemente 

a l a aparición de transiciones y transversio

nes . 

La luz UV también puede causar cambios estructu 

rales cromosómicos, así como lqS radiqciones - -

8 



i o 1 i i :.:. a 1 : t e s ( e ó s rn i e 0 ,; , .i s ó t o &- o s r a u i o a e t i v o 5 , r a 

y o s X) puede n camb iar la~: pr·op iedades de d istr~ 

bu ci 6 ~ e lecc r6 nicu d e las m6lecula s heredita- -

r i as, provocando t an t o c am bios d e ba ses en l os 

á c i dos nu cl eic o s , c omo rupturas en mo léculas y 

cromosomas ( 5 2}, en tanto qu e los matágenos q u i 

mic o s , pueden actuar p rinc ipalmente de tres f or 

ma s par a c a usa r a lt eraciones en l a secuencia de 

bases del ADN : 

1) Muta c ión por reacc ión con el ADN. E l ácido 

nitroso, la hidroxi l amina y l o s a gente s al- 

quilan t es, actuan por modificación de la es

tructura quími c a de l as bases produciendo el 

cambio en l a secuencia de las mismas. LOS -

agentes alquilantes introducen grupos alqui

lo en las bases d e l ADN pud iendo originar la 

formación tautomérica de bases , dando lugar 

a transiciones, la producción de bases alqui

ladas de difícil reconocimiento para la ADN -

polimerasa duran te la repl ic ación y la produ~ 

ci6n d e trans i ciones, transversiones y gran-

des d elesiones. 

2) Mutaci ó n por substitución de bases durante la 

replicación . Este efecto lo producen además 

de los que ya se han mencio nado ciertos com--

9 



puestos anál~gos de bases que intervienen en 

la estructura del ADN, e i ntroducen errores -

durante l a r eplicación . 

3) Mutación p or d is t orsión de la doble hélice de 

ADN . Ef e cto producido por compuestos policí

clicos y las acridinas (grupo de moléculas --

aromát ic a s ). La consecuencia d e los efecto s 

producidos por éstos agentes consiste en la -

adición o delesión de pares de bases, desde 

una hasta veinte (52) . 

De acuerdo con la naturaleza del gen a que afec

tan, las mu tac i ones que implican cambios en las 

secuencias de bases de las moléculas informativas, 

pueden tener diferente repercusión . Una mu'ta- -

ción que afecta a un gen que ha de ser traducido 

en una cadena polipeptídica puede tener cense - -

cuencias muy concretas para el individuo, que de 

penden de la importancia del gen y del tipo de 

cambio producido. Las mutaciones que afectan a 

los genes que codifican las síntesis de los ARNt 

pueden tener un efecto más amplio - que las ante-

riores, ya que pueden afectar peliotrópicamente 

a la síntesis de proteínas de otros genes (52). 
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LOS COMPU ESTOS N- NITROSO 

Loti compuestos ~-11it roso c onstituyen un grupo e~ 

tenso de productos químicos cu yo interés de estu 

dio s urg ió desde 1956, cuando se puso en eviden

c ia tanto su capacidad c arcinogénica corno su ac

tividad biológica. Con ésto se increm e ntó el in 

terés por el estudio de las posibles implicacio

nes de los mismos en el cáncer humano, iniciándo 

se el estudio de la identificación de las formas 

de exposición a estos compuestos (50). 

Definición 

Los compuestos ~-nitroso se definen químicamente 

como el producto de la reacción catalíti ca a pH 

ácido entre el ion nitrito y diferentes compues -

tos nitrogenados . Estos compuestos se subdivi--

den en nitrosaminas y nitrosamidas, en base al -

compuesto nitrogenado que ha dado lugar a su for 

mación. 

Se denominan nitrosaminas a los productos de la 

reacción del nitrito con aminas secundarias ali

fáticas, aminas terciarias aliÍáticas y aminas -

secundarias y terciarias heterociclícas, deriva

dos piriroidinicos y enaminas. Las nitrosamidas 

por su parte, son el producto de la r eacción con 
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!-alquilureas, !-alquilcarbamatos, hidroxilami~

nas, hidrazinas, hidrazonas , N-alquilamidas y -

guanidinas (1 2 , 16, 34, 42). 

Compuestos N-Nitroso y Cáncer 

Los compuestos N-nitroso están relacionados con 

el cáncer , ya que son capaces de originar muta-

cienes al introducir grupos alquilo en el ADN, 

siendo este tipo de lesión considerada como un 

mecanismo involucrado en la fase de iniciación -

del cáncer (8, 50). Sin embargo, en cuanto a su 

actividad carcinogénica, existen diferencias no

tables en el comportamiento de las n i trosaminas 

y las nitrosamidas, siendo estas últimas capaces 

de inducir cáncer y tumores cerca del sitio de -

su aplicación, por ser agentes alquilantes dire~ 

tos de las bases nitrogenadas del ADN, mientras 

que las nitrosarninas deben ser transformadas rne

tabólicamente y por lo tanto, su vía de adminis

traci6n no influye en su especificidad por algún 

6 r gano ( 5 , 4 3 ) . • 

Los adenocarcinomas mamarios se inducen con un -

elevado porcentaje ("90%1, después de 6 a 12 me-

ses de una inyección intravenosa del agente al-

quilante · ~-nitixoso.;.N..., .metilurea (NMU). a ratas jóv~ 
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nes, así mismo, si és t e compu e s t o se inyecta in 

traperitonealmente en ratones jóvenes puede indu 

cir tumores en el timo. Por otra parte, la in--

yección transplacentaria de la N-etil - N- nitrosou 

rea (ENU) se ha utilizado para la inducción de -

tomares del sistema nervioso en fetos de rata, 

obteniendo una eficacia del 95\ (30) . En otros 

estudios , Lu en 1989, confirmó que el carcinóma 

esofágico en el condado de Linxian puede ser in

ducido por !-nitrosaminas. Bartsh y colaboradb

res en 1989, reportaron un papel etiológico de -

los compuestos ~- nitroso en cánceres humanos, co 

mo el de la cavidad oral, esófago , estómago y ve 

jiga urinaria . Archer en 1989, determin6 que se 

se puede predecir con un alto grado de confiabi

lidad que loB compuestos N-nitroso son carcinog! 

nicos en el humano. En 1989 Presten - Martín rnos-

tró que varios compuestos ! - nitroso , son poten-

cialmente carcinógenos del sistema nervioso en -

animales, particularmente cuando se exponen trans 

placentariamente. No obstante, se ha discutido 

que no hay una asociaci6n directa "causa y efec 

to" entre l a exposición a nitratos y el riesgo 

a un cáncer ya que existen otros factores que e~ 

tán implicados en la formaci6n endógena de los -

compuestos ! - nitroso (7 , 18). Mueller en 1989, 

menciona que la literatura de las nitrosaminas y 
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nitrosam i das es a bu ndan t e , si n e mb arg o e s impos! 

ble hac er una valora c i6n natural del daño que ~

presentan los compuestos ~-nitroso y s u s pre c ur-

sores para el hombre . De i gual forma , Anderson 

y colaboradores (1989} determinaron que a pesar 

de que exist e una posible hipótesis acerca de -

los compuestos ~-n itroso como agentes causales 

de c'ncer en jóvenes, no se puede sostener ni -

refutar concl uyentemente que puedan iniciar tum o 

res neurogénicos en fetos de ratón. Por otra - -

parte , se sabe que los compuestos N-nitroso son 

capaces de i nducir cáncer en mSs de 22 espe c ies 

diferentes de animales de laboratorio, habiéndo

se descrito también una alta incidencia de cán - 

cer de esófago, colón y est6.mago en lugares e n -

los cuales se ingieren alimentos con alto conte

nido de compuest o N-nitroso o de sus precursores 

(32, 351. 

Actividad Mutagénica de los Compu~stos ~-nitroso 

La activida d mutagénica de los compuestos !-ni- 

troso se debe espec1ficamente a su capacidad de 

alquilar el ADN (19, SO) . La capacidad mutagéni 

ca de diferentes g r upos de nitrosaminas con dife 

rente estructura qui.mica, se ha valorado en va-

ríos estudios empleando el sistema de cepas de -

14 



SalmoneUa tc¡pfúmwUwr) descrito por Aroes y colqbo:r~ 

dores en J973. Dad~ la capacidad qlquilante de 

estos c ompuestos y la consecuente generación de 

substituciones de bases, las cepas TA1535 y TA100 

de Sa.f.mo nella :typhimatWmi hisG46, sus ce p t i b 1 es de ser 

revertidas por dicho mecanismo, son las más ade

cuadas y sensibles para detectar su actividad -

(3, 33, 61, 62). 

Dentro del grupo de las nitrosamidas destacan -

los derivados N-nitxoso de ureas y guanidinas, -

ya que por sus propiedades citostáticas se han -

empleado como drogas anticancerígenas. La activ~ 

dad mutagénica de este tipo de alquilantes puede 

ser detectada en el sistema de cepas de Sahnoneila 

-lifphanU!Úum hisG46 sensibles a la reversión por -~ ... 

substitución de bases. Lijinski y Andrews (1979}, 

probaron 34 nitrosamidas, resultandoser todas m~ 

tágenos de acción directa, pero de potencia muy 

variable. Estas mismas, fueron probadas con el -

efecto de incubaci6n mediante la preparación mi

crosomal empleada en el método de Ames, encon

trando que no hubo un incremento en la actividad 

mutagénica. Existen otros trabajos en los que se 

han est~diado nitrosaminas heterocíclicas, carci 

nogénicas y no carcinogénicas en cepas de Sabnone.

Ua :CifprumU!IÁ.Wn hisG46 uvrB-, resultando ser todas 

mutag~nicas en el sistema (61, 62}. 



Por otro lado, Andrews y Lijinsky (1980), exami

naron la mutagenisidad de 45 nitrosaminas en Sal 

monella typhimu~ium TA1535, encontrando una rela 

ción carcinogénica. Negishi y colaboradores en -

1991 probaron la genotoxicidad de N-nitrosaminas 

(alifáticas y cíclicas) en células somáticas de 

Vfta~ophila meianoga~te~ ~n vivo, encontrando que 

el efecto genotóxico obtenido, está en relación 

al efecto mutagénico de las nitrosaminas proba--

das en el sistema de Ames. Hors fa 11 y co labo.ra-:-

dores (1989), determinaron la especificidad muta 

génica de la ~-nitroso -N-dimetilamina roetaboliz~ 

da in vivo, encontrando que la mutación predomi

nante fue la transición G:C - A:T, con una espe

cificidad similar a la reportada para agentes al 

quilantes de acci6n directa. Así mismo, Gutten-

plan en 1990, estudio la relación entre la alqui 

laci6n de bases, reparaci6n y mutag,nesis del -

ADN utilizando algunos compuestos ~-nitroso en -

cepas de Salmonella typhimu~ium uvr+/uvr-, encon 

trando que los alquilantes metil y etil presen-

tan una alta eficiencia mutagénica, la cual se -

refleja en el cambio del par de base GC, en com

paración con los demás compuestos probados, de-

terminando que la eficiencia mutagénica puede 

ser afectada por los sistemas de reparación y en 

algunos casos por la dosis estudiada. Así mismo, 



se comprobó que las principales lesiones mutagé

nicas produc idas por compuestos N-nitroso son la 

metilación del 0
6 

de la guanina y la metilaci6n 

7 de la guan i na (19, 43) . 

Fuen t es de exposición Humana a los compuestos 

N-nitroso 

Los compuestos ~-nitroso se han detectado en di

ferentes fuentes a las cuales el hombre está ex-

puesto. Los alimentos, bebidas, medicamentos y 

pesti c idas son las principales fuentes de aporte 

de compuestos nitrogenados que pueden ser nitro-

sados. Siendo particularmente los alimentos una 

fuente importante y probablemente la más conocí-

da de precursores de compuestos ~-nitroso. En--

tre los alimentos en donde estos se han encontrado 

con mayor frecuencia están los embutidos, algu-

nos quesos, leche descremada en polvo, pescado -

ahumado, cerveza, whisky y algunas bebidas aleo-

hólicas del este de Africa. Así por ejemplo en 

pescados se han detectado aminas volátiles, mien 

tras que en el jam6n se ha encontrado ~-propila

roina e isopropilamina en carnes, así mismo la 

creatinina presente en pescados y jamón asado ha 

sido identificada como un precursor de la roetilu 

rea. Por otro lado, las poliarninas identifica--

das en cereales como avena, maíz y arroz, se - -
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constituyen como precursores de los co~puesto~ -

N - n i t ro so ( 3 7 1 4 4 l . 

Los productos preservados son una fuente impor

tante de nitrosaminas y de sus precursores, ya -

que durante su manufactura son tratados con ni

trito de sodio. En algunos lugares de Europa se 

añade nitrato en los quesos para prevenir el ere 

cimiento de especies de Clostridios ( 191 . Tam

bién se han detectado compuestos ~-nitroso en al 

gunos de los adttivos y saborizantes de alin)en

tos como la salsa de soya y la pimienta blanca y 

negra (48, 57). En los alimentos al estilo oes

te se han detectado nitrosa:Rlinas volátiles, aun

que en cantidades poco detectables (O. l 4 g/kg) 

en tanto que en los alimentos fermentados como -

el youghurt, pan y queso presentan niveles infe

riores a 20 ~g/kg de compuestos ~-nitroso (23, -

4bt. 

Si bien los alimentos y bebidas representan la -

forma de esposición más importante y más frecuen 

te a nitrosaminas y nitrosamidas para la pobla

ción en general, la exposicipn ocupacional aun

que restringida a una parte de e~la también es -

considerable, debido a las altas concentraciones 

que se pueden alcanzar en el ambiente de traba-
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jo, como en e l caso de la industria del hule, en 

do nde se ma nipula la !-nitroso-N-nifeni lamica co 

mo retardante de la vulcanización, detectando a 

su vez en este mismo ambiente la presencia de ni 

t rosodifenilamina, nitrosodimetilamina y nitros~ 

morfolina (5). Otra fuente importante de expos~ 

ción a precursores de los compuestos N-nitroso -

lo constituyen los pesticidas, entre los que se 

encuentran compuestos nitrosables que dan lugar 

a la formación de nitrosamidas como en a l caso -

de las ~-alquilureas y del bisdialquiltiocarba-

m i ld is u l fato ( 4 3 ) . 

Sin embargo, en la actualidad se considera que -

la principal fuente de exposici6n del ser humano 

a compuestos N-nitroso potencialmente carcinogé

nicos es la formación de los mismos den tr o del -

organismo, al reaccionar nitritos y aminas que -

se ingieren junto con las bebidas, alimentos y -

medicamentos (6, 7, 32). La reducci6n de nitra-

tos y nitritos por bacterias orales o gástricas 

mediante la reacci6n con los substituyentes ni- 

trogenados del jugo g&strico, puede pcurrir pri~ 

cipal~ente para la formaci6n ¡n ~¡tu de los coro-

puestos ~-nitroso. El principio es que depen- -

diendo de la concentración relativa del aqente -

reductor, nitrito y oxígeno, la inhibición o ca-
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tálisis de la nitrosación puede ocurrir C27l. 

La prueba de excreción urinaria de ~-nitrosopro

lina en humanos voluntarios para cuantificar la 

exposici6n endógena a los compuestos !-nitroso, 

mostró que en sujetos de alto riesgo, de cáncer 

de estómago, esófago, cavidad oral y vejiga uri

naria , el índice de nitrosación endógena es roa- -

yor que en sujetos de menor riesgo (9) . Así mis 

roo, se han reconocido otras vías no gástricas de 

nitrosaci6n endógena, incluyendo aquellas catali 

zadas por bacterias. Así por ejemplo, la contri 

buci6n de esas vías de nitrosaci6n endógena con 

respecto a la nitrosoprolina, es de aproximada~ 

mente 20 mol/día, teniendo en cuenta que .para -

que se lleve a cabo la nitrosaci6n endógena, se 

requieren condiciones especiales de pH, así como 

la presencia simultánea de ambos precursores en 

la cavidad g~strica CJ, 9., 28). Así mi' smo, se -

consideran importantes las concentraciones de - 

No3- que se ingier e n diariamente, ya que se ha 

encontrado que dentro da una población r ural se 

pueden alcanzar niveles. de 37 mg a 47 mg por día 

(4 O) , 

El tabaquismo, es pos~blemente el factor etioló 

gico del cáncer en el humano que más se ha estu -
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diado, habiéndose demostrado que la s nitrosami

nas propias de l tabaco pueden formarse en la sa 

liva de personas con hábito de mascar tabaco 

y rapé en un área central de Rusia (60). Así 

mismo, s e ha reportado que con el i nc remento de 

nitrito en el tabaco, desde 0 .5 % hasta 1.0% en

tre 1960 y 1980, se ha incrementado el poten- -

cia l car c inogénico del mismo, debido a la forma 

c i6 n de derivados N-ni troso de la nicotina y de 

la nornicotina (21). 

MECANISMOS DE PROTECCION CONTRA DAHOS PRODUCIDOS 

POR COMPUESTOS N-NITROSO 

Inhibición de las Reacciones de Nitrosación 

La formación de los compuestos N-nitroso puede 

ser inhibida por diferentes compuestos natura-

les que se encuentran distribuidos en las plan

tas, como la cafeína, ácido cafeico, alfa-toco

feroles (vitamina E) y ácido ascórbido (vitami-

na e). Sin embargo, se debe tomar en cuenta que 

la inhibición de las reacciones de nitrosaci6n -

in vivo parce estar influenciada por di ferentes 

factores como el pH, solubilidad de los compues

tos y la rapidez de absorción de cada uno de - -

ellos, así como la presencia simultánea de ambos 

precursores en el estómago (7). Existen eviden-
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cias de que la citamina C es c apaz de alargar el 

período de inducci6n del cáncer, así como de re

ducir la gravedad de los tumores en animales de 

laboratorio . Paralelamente se han reportado da-

to s que asocian la carencia de vitamina c a una 

frecuencia mayor de cáncer de estómago, esófago, 

laringe, boca , y cerviz (9, 36, 421. No obstan .. 

t e , e 1 em p l e o de la v i t ami na c debe tomar se c o n -

mucha reserva, ya que se ha demostrado que como 

resultado de esas reacciones de inhibici6n es ca 

paz de inducir rompimientos en la cadena del ADN 

( 53) . 

Sistemas Celulares de Reparación de Daños al ADN 

Como ya se menciono, existen numerosos agentes -

quím~cos naturales o derivados de las activida-

d es del hombre, así como los peróxidos y radica

les libres derivados de las reacciones metabóli

cas normales del organi.smo que inducen cambios -

e n el AD N. Sin embargo el daño produ c ido al ADN 

por cualquiera de estos, no es necesariamente -

traducido en mutaci6n o muerte celular , ya que -

la célula cuenta cqn diferentes mecanismos de re 

paración, los cuales responden a diferentes mod~ 

l os de activación. Así tenemos que los mecanis -

~os de reparación in ~~"tu por fotoreactivaci6n, 
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sól o se lleva n a ca bo en presencia d e luz, a sí -

como el meca n ismo d e l a r e spuesta adaptati va a -

algunos c ompuestos químicos, esp ecia lmente del -

tipo metilantes como e l metil-m etrano~sulfonato, 

debido a l a ind uc ci ón de las met i lasas específ i -

cas (31, 52, 25) Otros sis t emas de rep aración 

de daños al ADN, en los c ua le s interv i enen nume

r osas enzimas han sido posiblemente má s estudia

dos, dest acánd ose en tr e estos los sistemas de re 

paración post - replicación, por escisión de bases 

libre d e error, y el sistema SOS propenso a error 

{ 2 5) . El sistema de reparación por escisión ha 

sido también descrito en los ser es humanos no 

tándose su ausencia en los pacientes con Xeroder 

ma Pigmentoso (521. Siendo esta la razón por la 

cual se valora el r iesgo de exposición a mutáge

no s , en base a la capacidad de l os compuestos 

químicos de producir mutaciones que no puedan 

ser corregidas por este sistema de reparac ión 

{39). El sistema de reparación sos propenso a -

er ror tiene una gran importancia para el estudio 

de mutag~nos químicos, ya que su presencia ha fa 

cilitado la detec c ión de los mismos (], 41}. 

S istema de Reparación por Escisión 

Por la forma de operar del sistema de reparación 

23 



por escisi6n, se ha descrito COil)O de "Corte y E~ 

lace", y la secuencia de acontecimientos del mi~ 

mo fue probada directamente por Pettijhon y Han~ 

walt en 1965. La reparaci6n por escisi6n resul -

tó ser uno de los sistemas fundamentales en la -

corrección de daños al ADN, no solo en bacterias 

sino tarobi&n en cilu l as de mamífero (incluyendo 

al hombre) , pues adem~s de eliminar dímeros de -

pirimidinas actúa sobre todo tipo de lesiones al 

AD N ( 2 4 , 5 2} • En este proceso intervienen tres -

enzimas especiales, determinadas por los genes -

uv~A, uv~B , y uv~C, estando relacionados los pro

ductos - ~finicos de los dos primeros, con la acti

vidad de reconocimiento de la lesión y corte endo 

nucleolítico de la incisión de los dímeros , m~en 

tras que los correspondientes al gen uv~C estan 

probablemente implicados en el proceso de corte 

o ese isión. La for~a en que este proceso se lle 

va a cabo es en priJ"Oer lugar con el reconoc:j::rni·en 

to del daño por la proteína uvrA, seguido de un 

corte endonucleolítico por la enzima uvrB, A -

continuaci6n, la proteína uvrc realiza una inci

sión en el extremo 5 1 de la región dañada. En -

presencia de la prote~na uvrc entra en acción la 

polimerasa, la cua l tiene una doble actividad, -

en primer lugar actua como exonucleasa, liberan

do específicamente los dímeros en direcci6n -
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5'-3' y en segundo lugar actua añadiendo al ex

tremo-OH 3' nuevas vases, empleando como molde 

la cadena complementaria, que no ha sido dañada. 

Finalmente una ligasa enlaza los extremos 3' de 

las bases recien añadidas con el extremo 5' li

bre de la cadena r eparada (24, 52) . 

Sistema SOS 

El sistema de reparación SOS ha sido fre~uente

ment e r ef er ido corno "reparación propenso a error", 

"reparaci6n SOS" o "proceso SOS" . La existencia 

de este sistema SOS fue deducida principalmente 

a partir de experimentos fisiológicos y genéti

cos, los cuales indicaron que las funciones ce

lulares tuvieron que ser inducidas por algún da 

ño al ADN. Esto requiere del funcionamiento de 

al menos tres genes, umuV, umuC, 4ecA, los cua

les son inducibles y estan regulados como parte 

del sistema del operón texA (591. 

En una célula en crecimiento que no ha sufrido -

daño alguno, los genes estructurales del oper6n 

SOS se encuentran casi totalmente reprimidos por 

la proteína LexA, enc ontrándose sin embargo niv~ 

les basales de los genes uv4 que se expresan so

lo en forma constitutiva, para que la célula pu~ 

da llevar a cabo esporádicas reparaciones por --
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escisi6n. Cuando ésta ae expone a una dosis si~ 

nificativa de radiación ultravioleta, los dírne-

ros de pirimidina que no pueden ser reparados -

con las enzimas presentes en el estado no induci 

do de la célula, originan la forroaci6n de huecos 

post-repl icativos . Así los niveles constitutivos 

de la proteína recA que en aquel momento haya en 

la célula se unen al ADN unicatenario que queda 

frente a los huecos , al ADN dañado estimula la -

actividad proteasa de recA y se induce la res- -

puesta sos. La proteína recA destruye a los r e

presores de LexA, eliminando la represión del -

gen ~ecA y a otros genes regulados en el mi smo -

operon, sintetizándose grandes cantidades de 

recA que se unen al ADN unicatenario todavía li

bre y posteriormente a regiones contiguas. En e~ 

tas condiciones la proteína LexA se destruye en 

cuanto se sintetiza y los genes estructurales r~ 

gulados por recA y LexA permanecen activados - -

mientré\S haya ADN unicatenari.o en la célula para 

estimular la actividad proteasa. Cuando la pro-

teína LexA recién sintetizada no se destruye y -

puede cumplir su función represora, 

célula vuelye al estado no inducido 

entonces la 

(24} • No --

obstante dentro de este sistema SOS , la polimer~ 

sa introduce bases en forma errónea eliminando -

las lesiones de tipo letal, pero se introducen 
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mutaciones , que cambian la estructura original. 

La re spuesta SOS estimula de manera más amplia 

la reparación del ADN, ya que aumenta l a dispon~ 

bilidad de enzimas para la reparación por esci-

sión y abre la vía de la r eparación post -repl ic~ 

c i ón dependien te del buen funcionamiento del gen 

Jtec.A e 2 4 > . 

SISTEMA DE CEPAS DE Sa! moneila tuphimuJtium DE 

AMES 

La determ ina ción de l a mutagenesidad de d iversos 

productos, para identi~icar situacione s peligro

sas para el s e r humano y desarro llar medidas de 

control o prevención de r iesgos es mu y importan

te. ne ahí que las pruebas de rnutagénesis de -~ 

corta duraci6n son una excel en te opción , ya que 

además de rápidas, son generalmente sensibles y 

de bajo costo. En la actua lidad se cuenta con 

diferentes tipo s de pruebas con capacidad para -

detectar diversos daños al ADN , que van desde la 

detección de mutaciones puntuales, hasta daños -

cromosómicos en cultivo de linfocitos de mamífe-

ros (10). Entre lqs pruebas de corta duración , 

l os sistemas bacteri·anos han sido los más emple~ 

dos, especia lmente la prueba desarrol l ada por el 

Dr . Ames (11, para detectar el efecto mut agéni c o 
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de substancias químicas, mediante el uso de di

ferentes cepas de Salmonella tqphi..muJtium que pu~ 

den ser revertidas a su fenotipo original por la 

acci6n de un gran número de compuestos mutagéni

cos y carcinogénicos que actúan por diferentes -

mecanismos. Esta prueba s e b asa en el uso de di 

versos grupos de cepas b a c ter ianas cons tru í da s a 

partir de la cepa silvestre Salmonella typfUmW!i.v.m 

LT2, entre las cual e s s e encu entr a n la TA 1 537 -

{ h,Cl!C3 076, Jt6a uvti.B), TA.153 8 (hi~C 3052, Jt6a uvJr.Bl, 

y la c epa hisD2 QO l8, las cuales son rever t ida s -

al fenotipo origina l solo por compuestos capac es 

de inducir mutaciones por corrimien t o de forma t o. 

Otro grupo de cepas son aquellas q u e solo p u eden 

ser revertidas por mutágenos que actúan a un ni 

vel de substituc i6n de bases en el par G/C, como 

es el caso de las cepas hisG46, como la TA1535 -

lhi~G46 Jtóa , uvnBJ, y las cepas hisG48 que son -

capaces de detectar compuestos que actúan por --

transiciones AT TA (2QJ . Posteriormente, este 

sistema fue mejorado mediante la introducción -

del plámido pKro10J que contiene los genes umuB ~ 

y umuC que promueven e l ro·ecanismo de reparaci6n 

propens·o a error, con l o cuál s.e amplió el espe~ 

tr·o de mutá genos quí.Il}icos que pueden ser monito

reados pon esta prueba (ll . As! por ejemplo, a 

partir de las cepas TA1537 y TAj53 8 , se crearon 
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las cepas TA97 y TA98 respectivamente, para de

tectar compuestos intercalantes que produzcan c~ 

rr im ientos de formaco. Igualme nte al introducir 

este plásmido en l a cepa TA 153 5 , se obtuvo la ce 

pa TA100 dándo le mayo r sens i bilidad para detec

tar algunos compuestos c apaces d e inducir muta

ciones por substitución de bases (38) . 

En general , l as cepas del sistema de Ames emple~ 

das con mayor frecuencia son la TAJ535, TA1537, 

TA1538, TA97, TA98 y la TAlOO, las cuales prese~ 

tan una deleción en el gen ~6a del minuto 79 de 

su cromosoma bacteriano, confiriendoles la falta 

de una proteína en la pared celular , haciendolas 

más sensibles al paso de diferentes compuestos -

químicos, como es el caso de algunos colorantes 

tal es coro o e 1 crista 1 vi ole ta ( 3 8 , 5 1 ) . 

ASÍ mismo la mutac i 6n uv4B ya mencionada, es de

bida a una delesi6n del minuto J 8 del cromosoma 

bacteriano, que involucra a los genes galC , B~o , 

UV4B y crie., esta mu t aci6n les confier e un fenoti 

po aux6trofo para b~otina y ha sido Gti l para f~ 

cilitar el monitoreo de compuestos químicos cap~ 

ces de reaccionar con el ADN, sin que interfieran 

los s i stemas celulares de r eeparación. Sin embar 

go, debido a la gran importancia de estos siste

mas en la capacidad de un compuesto de p~oducir 



mutaciones h.ered abl es , se cuenta en el s.j.stema - · 

de Ames c on cepas s L~ilares carentes de esta de

l e$iÓn, como son las cepas TAJ9 75 (h..üG46, .:! Jt6a.1., 

UHT8413 (h-l~V3052 ,LJt 6a.l y UHT8414 {h-i..MS46,A.Jz.6a. , 

pKm101} entre otras ( 1, 20, 38, 39, 41} . 
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O B J E T I V O S 

GENERAL 

Dar un aporte al conocimiento de la magnitud de 

daños producidos por c uatro compuestos N-nitros o 

(nitrosamidas; MNNG, NMU, ENNG y PNNG) con acti

vidad mutag€nica, en base a su capacidad de pro

ducir dañ os que no puedan ser corregidos, em - -

pleando cepas de Salmonella typh~mu4ium con dife 

rente capacidad de reparación. 

PARTICULARES 

- Est and arizar la t~cn ic a del sistema de cepas -

Salmonella typhimu4ium en el laboratorio. 

- Conoc er c ual de estas nitrosamidas pueden pro

ducir mutaciones qu e no puedan ser reparadas. 

- Establecer l os rangos de dosis en los cuales -

el daño producido por estos compuestos pued e -

ser reparado. 

- Conocer la capacidad de la s nitrosaroidas para 
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.. producir daños al ADN que puedan ser letales y 

estudiar si estos mismos pueden ser corregidos 

por el sistema de reparación SOS propenso a -

error . 

- Valorar cual de estos compuestos podría repre

sentar un riesgo mayor de exposici6n, en base 

a su capacidad de producir mutaciones que no -

puedan ser corregidas. 

32 



MATERIAL Y METODO 

CEPAS BACTERIANAS 

Se utilizaron cultivos de las cepas de Salmone-
l la -typhimu.JLiu.m TA1535 (/ ii<5G 46, t.Jtóa+, u.vJtB- ), -

TA l o o ( h,t ~ G 4 6 , 6 fL ó a , u v Jz B-, p Km 1 o 1 > , TA 1 9 7 s 

(h.,{,~G46,bll.6a+, u.vlLB+), donadas por el br. Bruce 

N. Ames de la Universidad de California, Berke-

ley CA. 947020. B.C . 4 3 , USA , como de la cepa - -

UHT84l4 (hi.é,G46 , AJLóa+ , uvll.B+, pKm101), donada -

por el Dr . J . Espinosa Aguirre del Departamento 

de biología del desarrollo del Instituto de In-

vestigaciones Bioméd icas, UNAM . 

REACTIVOS 

El Dimetil Sulf6xido ( DMSOJ fu€ adquirido de J . T. 

BAKER {No.Cat. 9224). Los compuestos ~-nitroso -

(nitrosamidas) : N -metil-N-nitroso-!!-nitrosoguan~ 

dina (No.Cat. M-7629), N-etil-N-nitro-~-nitroso 

guanidína (No.Cat. E- 41301 , N-propil -N-nitro-~

nitrosoguanidina (No. Cat . P7028) 1 ~-nitro-N-me

tilurea (No.Cat, N-0132), fueron adquiridos de -

SIGMA. Las sales inorg¡nicas fueron: Sulfato de 

33 



Magnesio (MgS0
4 

- 7H
2
0l No .Cat 6362 1 &cido cítr~ 

co . H
2
o No . Cat. 0522, obtenidas de p.q. MONTE-

RREY, Fosfáto de Potasio (K
2

HP0
4 

anhidro} No.cat. 

3252 y Fosfáto de Sodio y Amonio (NaNR
4 

HP0
4
.-

4H20) No . Cat. 3690, la Dextrosa anhidra (C
6

H12 od 
No. Cat. 0840, y el Cloruro de Sodio (NaCl) No. 

Cat. 2490, fueron adquiridos de p . q. MONTERREY. 

Los aminoácidos fueron: D-Biotina No.Cat. B-4501 

adquirida de SIGMA y L - Kistidina No.Cat. 4351 

adquirida de MERCK. El Cloruro de Potasio (KCl) 

No . Cat. 1500 fue adquirido de TECNICA QUIMICA, -

el Cloruro de Magnesio (MgCl) No . Cat. 192 fué ad 

quirido de p.q. CTR . 

MEDI'OS DE CULT I'VO 

·El agar Bacteriol6gico No . Cat . 1 50-1 y la 1nfu

si6n cerebro Coraz6n (Blil l No.Cat. 112-1 fueron 

adquiridos de BIOXON, El caldo nutritivo OXOID -

No. 2 recomendando por Maron y Ames (1983), fue 

substituido por caldo nutritivo BIOXON No.Cat. -

103-1. Los medios de cultivo se describen en el 

anexo. 
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VERIFICACION DE MARCADORES GENETICOS Y DET ERMINA 

CION DE LA REVERSION ESPONTANEA 

Se estandariz6 la metodología de los marcadores 

genéticos para el sistema de cepas de Salmonella 
~yph~mu~;um de Ames. 

Requerimi e n to de Histidina 

Se semb6 por medio de estrías una alícuota del -

cultivo de 16 horas sobre cajas petri contenien

do previamente medio mínimo de Vog el -Boner* . Se 

hizo lo mismo sobre me dio mínimo Vogel-Boner com 

plementario con un exceso de hitidina-biotina 

(O . 5 mM) * . Se dejó incubado 24 horas a 37ºC . So 

lamente debe haber crecimiento en las cajas de -

medio mínimo complementadas con histidina -bio ti -

na (15, 38) . 

sensibilidad al cristal Violeta 

Para verificar el marcador k6a (modificación de 

la pared celular) se determinó la sensibilidad -

de las cepas al cristal violeta*, inoculando -

0 . 1rnl. del cultivo de 16 horas (l-2x10
9 

células/ 

rol) en cajas de petri con medio BHI (I nfusión -

cerebro Corazón)*, se dejó solidificar y se colo 

c6 un disco de papel filtro estéril (0 . 5 c~ de 
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di&met ro) en el centro de la caja y con una mi

cropipeta s.e agregó sobre el disco l O 4 1 de una 

solución de cristal violeta (1 mg/ml)*. Las ca 

jas se incubaron invertidas durante 24 horas a 

37°C. una zona clara de inh ibici6n alrededor --

del disco indica la presencia de la mutación - -

Jt6a (15, 38). 

Presencia de Plásmido pKmlOJ 

Para verificar la presencia del plásroido pK.ro101 

(confiere la resistencia a la aropicilina), se -

determinó la resistencia de las cepas TA100 y -

UHT8414 a la ampicilina*, inoculando O.lml del 
9 cultivo de 16 horas (1-2xJO células/rol) en ca -

jas de petri con medio BHI*, se dej6 solidifi-

car y se colocó un disco de papel filtro est~-

ril (O. 5 cm de diámetro) en el centro de la ca

ja, y con una micropipeta se agrego sob re el -

disco 10 11, de una solu9iÓn de ampicilina (8rngL 

ml en NaOh 0.02Nl*. Las cajas se incubaron in-

vertidas durante 24 horas a 37ºC. Una zona cla 

ra de inhibición indica la ausencia del plásmi-

do pK.rolOJ (15, 38). 

*VER ANEXO 
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Sensibilidad a la Luz Ultravioletq 

Para verificar la presencia d aa mutación uv~B 

(afección del sistema de reparación por escisió~ 

se determinó la sensibilidad de l as cepas a la 

luz ultravioleta; coloc ándo en cajas petri con 

medio BHI* por medio de estrías una alicuota de 
9 

los cultivos de 16 horas (1-2x10 células/ml). 

Se tapó la mitad de las cajas con papel aluminio 

y s e irradió con una lámpara germicida de luz -

UV. de 15 W., a una distancia de 3 3-35 cm . , por 

6 seg undos para l as cepas que no c on ti enen el 

plásmido y 8 segundos para las ce pas qu e sí lo 

cont ienen. Las cajas se incubaron invertidas de 

18-24 horas a 37 °C . Las cepas que contienen el 

marcador UvrB, solo crecen en la mitad de la ca

ja que no fue irradiada y las que no lo tienen -

crecen en toda la caja (3 8 ). 

Frecuencia de la Reversión Espontánea 

En un tubo de ensayo con tapón de rosca, que co~ 

tenía 2 ml de agar suave mínimo complementado -

con histidina-biotina (0.5 roM)*. a 45°C; se agr~ 

gó 0.1 ml. del cultivo bacteriano de 16 horas -

{1-2 x 109 cilulas/ml), se agitó suavemente en -

un agitador vortex (Fisher, Genie. No.Cat . 12 -

812) y se distribuyó uniformem e nte en cajas con 

*VER ANEXO 
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medio ~ínimo de Vogel-Boner*, se dejo solidifi 

car y después se incubo a 37°C durante 48 horas 

con las cajas invertidas , contando las colonias 

revertantes que resultaron (15, 38) . 

~BTENCION Y CO~SERVAClON DE LAS CEPAS 

Las cepas bacterianas (excepto la UHT8414) se -

obtuvieron directamente del Dr. Bruce N. Am ex: 

Biochemistry Department University of California 

Berkeley, 94720 BC 43, USA, las cuales llegaron 

en discos de pape l filtro impregnados con los -

cultivos recientes de cáda cepa dentro de bolsas 

de plástico con agar suave para evitar su deseca 

ción . Se colocaron los discos con pinzas estéri 

les en 5 ml . de caldo nutritivo (BIOXON Mex.) y 

se incubaron aproxidamente de 18 a 24 horas. a -

37ºC con agitación a 120 rpm . Los cultivos así 

obtenidos se sometieron a las pruebas anterior-

mente descritas para veri fic ar la presencia de -

los marcadores gen~ticos, as í como la evaluaci6n 

de la frecuencia de revexsión espontánea (.15, 

38). • Preparándose cultivos de reserva descritos 

a continuación . 

*VER ANEXO 
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Cultivos de Reserva a Largo Plazo 

Los cul tivos de reserva de éste tipo se prepara

ron a partir de 0.9 ml d e l cultivo bacteriano de 

1 6 h o r a s ( J - 2 x 1 O 
9 

c é 1 u 1 a s / m l ) , a g r e g a n d o O . 1 Om 1 

de Dimetil Sulfóxido (DMSO), en vial es estériles 

(NUNC) con tapón de rosca y se c ongelaron rápid~ 

mente sobre hielo se c o, para mantenerlos poste-

riorm ente almacenados a-70ºC. en un ultracong el~ 

dos (VWR Scientific Company . Mod. No. A 8514 --

C-0-S) (15, 38) . 

Cultivos de Reserva a Corto Plazo 

Para evitar congelar y descongelar los cultivos 

de reserva (a largo plazo), se prepararon culti

vos de reserva secundarios (a corto plazo ), lo s 

cua l es se almacenaron a 4 °C . hasta por 1 6 2 me-

ses. Para ésto, se tomó con una pipeta de vi- -

d ri o estéril una muestra del c ultivo de reserva 

(manteniéndolo en hielo seco), y se sembró en --

5 rol de caldo nutritivo BIOXON* incubando en b a -

ño maría con agitación a 120 rpm. (American - -

Scie nti fic Products DT-23), durante 18 horas a -

37ºC . , de este cultivo se sembraron alícuotas -

por medio de estrías en cajas de petri con medio 

mínimo de Vogel-Bon e r complementado con un exce

so de histidina-biotina (0.1M)*, se incubaron du 

*VER A.NEXO 
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rante 24 horas a 37°C., con las cajas invertidas 

y se almacenaron a 4°C . Por seguridad se compr~ 

baron nuevamente los marcadores genéticos y la -

reversión espontánea . Para las cepas que contie 

nen el plásmido se agregó también ampicilina*, a 

la caja durando solamente de l a 2 meses ( 15, 38) . . 

SOLUCIONES DE MUTAGENOS 

Todos los compuestos se disolvieron con Dimetil 

Suf6xido (DMSO) y las soluciones se prepararon -

en tubos con tap6n de rosca estériles, conserv&n 

dolas a -20ºC., antes de ser usadas . A partir -

de los cuales se realizaron las diluciones co- -

rrespondientes con DMSO, colocándolas en tubos -

ependor estériles. 

ENSAYO DE MUTAGENESIS 

Este ensayo se reali~a utilizando controles pos~ 

tivos y negativos; sin e~bargo en este trabajo ~ 

se omitieron los controles positivos ya que se -

sabe que los compuestos con los que se trabajó 

(notrosamidas} son mutagénicos para las cepas 

de Sa.lmone.lla :typli,lmu..Jt..ium his.G46 (33, 54, 29). 

Los cultivos utilizados para esta prueba, se pr~ 

*VER ANE'XO. 
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pararon tomando co1 1 una asa de platino es t éril -

una muestr a de las c ajas de res e rva a c orto pla

""'º y se s e mbró en un matraz de 1 50 m1 contenien-

do 20 ml de ca ldo nutritivo ( BI OXON)* . Se incu -

bd ron <l 37 ºC., dur ante 1 6 hora s en baño maría - 

t:on agitación (Am erican Scientific Products BT -

23) a 120 rpm, hasta una den sidad aproximada de 

1 - 2 x 10
9 c ~ l ulas/ml, a partir de este cu l tivo se 

rea lizó el e11sayo cJc mutagénesis . En un tubo de 

ta pón de rosca que conten ía 2 ml d e aga~ suave * 

prec aJcntado a 45 °C , se añadió rapidamen te O .Jm l 

d e l cult ivo de 1 6 ho r a s más 0 . 01 ml de la solu --

ción del compuesto a probar mientras que el con 

t ro l negativo c onter1Ía 0 . 1m1 del cultivo de 1 6 -

horas más O . Olml del solv e n t e empleado (DMSO). 

E l e o n t e n i d o se a g i t ó r. o n a y u d a d e u n v o r t ex - -

(Fish c r, Genio 2 No . 1/. - 81n distri buyéndose per 

fectamen te sobre c a ja s pe t ri con medio mínimo de 

Vogcl -Boner*, de manera que se forme una capa ho 

mogénea . La s cajas se de jaron s olidificar a Lem 

peratura am~iente y se incubaron i nvertidas a --

37º C , durante 48 horas . Contá nd ose las revertan-

tes ohteni~as r.on la ayuda de un cuenta col onias 

(Físher Mod . 13 3 - 8002) (15 , 38 ). 

* VEi'{ /\NEXO 
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ENSAYO DE SOBREVIDA 

Los cultivos utilizados en este ensayo se obtu

vieron de la misma form a que para el ensayo de 

mutag~nesis . A partir del cultivo de 16 horas 
9 ,. 

(1-2x10 celulas/ml) , se realizaron d i luc iones 

en soluci6n salina- isot6nica est~ril*, hasta -

obtener al rededor de 3 x 10
3 

bacterias por mili 

litro. En un tubo de tap6n de rosca con 2 ml de 

agar nutritivo suave* precalentado a 45 ºC , se -

afiadi6 rapidarnente Q , j rol más 0.01 rnl del com --

puesto a probar . E l control negativo con tiene 

lo mismo, sustituyéndose el compuesto a probar 

por e l solv ente emp leado (DMSO), el c ontenido -

se agit6 con ayuda de u n vortez y se d i stribuy6 

perfectamen te sob re agar BHI* contenido en cajas 

petri . Dejándose solidificar a temperatura am -

biente y se incubaron invertidas durante 24 ha -

ras a 37°C , se contaron las unidades formadoras 

de c olonias (ufcl resultantes, con un c uenta co-

lonias (J 5) . . 

ENSAYO CON DMSO 

En este tr abajo se utiliz6 c omo solvente el Di~e 

til Sulf6xido (DMSOf, por ser uno de los más em

pleados en pruebas con el sistema de Sal monella 

*VF.R ANEXO 
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Pa ra determinar la -

cantidad de solvente que se va ha agregar en los 

con troles n egativos de los e xperimentos así como 

el volumen mínimo necesario pra disolver los co~ 

puestos problema sin que este resulte ser mutag! 

nico o tóxico para las cepas , se realizaron ensa 

yos tanto de mutagéne sis como de sobrevida según 

lo descrito an t eriormente. 

ESTUDIOS DE REPARACION 

Con e l fin de conocer e l efecto de l sistema de 

reparación por escis i ón sobr e la a cc ión de l os -

compuestos N-nitroso (nitrosamidas); se utilizó 

el sistema de cepas de Salm onella typhimu~ium --
+ -Uvr /Uvr, inoc ulando las cepas durante 16 horas 

a 37°c, en ba~o maria con ag itac ión a 120 rpm. 

Con este cultivo se procedió a trabajar simultá

neamente el ensayo de mutagénesis y el de sobre

vida con las nitrosamidas a probar . 

Así mismo para conocer el efecto del sistema de 

reparación propenso a error SOS, sobre la acción 

de las nitrosamidas, se utilizó el sistema de ce 

pas de Saimonella typhimu~ium con y sin la pre--

sen c ia del · plásmido pKml01. Realizando l os mis-

mos procedimientos que en el caso anterior. 

* VER ANEXO 
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INTERPRETACION DE RESULTADOS 

Mutagénesis 

Se consideró que hubo un efecto mutagénico posi

tivo, cuando al adicionar el compuesto ~-nitroso 

(nitrosamádas) se increment6 cuando menos al do

ble e l número de revertantes espontáneas , y que 

a l inc r ementar la dosis del c ompuesto se ob s erve 

una curva dosis respues ta . 

Toxic idad 

Se consideró que hubo un efecto t óxico, c u ando -

al adicionarle el compuesto N-nit ros o (n it rosam i 

das) se disminuypo a casi la mitad del número de 

unidades formadoras de colonias (ufc/mll. 

ANALISIS DE RESULTADOS 

se realizaro n varios experimentos hasta contar -

con tres reproducibles para cada caso, introdu-

ciendo tres placas en cada uno de los pu n tos, c~ 

mo se recomienda en Maron y Jmes (1983), roostrá~ 

dese un ensayo representativo para cada compues

to probado, Para comparar los efectos de los -

sistemas de reparaci6n, se realizaron estudios -
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en paralel o de las cepas uvr + 
y uvr defic ien te 

y eficiente en el s istema de r eparación por ese~ 

s ión , tanto con el p l ásmido pKm l 01 , c omo sin él . 

Lo s r esultados obtenidos se gr a f icaron empleando 

el prog rama Ha r vard Graphics 3 . 0 . 
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R E S U L T A D O S 

MARCADORES GENET IC OS Y ESTANDARI ZACION DEL 

METODO DE AMES 

En la tabla no . 1, se muestran l os resul t ados -

correspondientes a los marcadores genéticos de -

cada una de las cepas empleadas en este traba jo 

(TA1535, TA19 75 , TA100 y UH.T8414}. Enmar c and o -

la presencia de l plásroido pK.mJOl y de las mu t a

ciones ~fia y uv~B , en las cepas como positivo (+) 

y negat~vo (-) en el caso d e la ausencia de los 

miSJ110S. Observándose que las cuatro cepas se en 

contraban en condiciones adecua da s para poder 

t r a. b a j ar los c o.m pu es tos pro b 1 ero a , según 1 o re p o E_ 

tado por Maro y Ames 1983. Así mismo se presen 

ta la ~eversión espontánea (R . E) de cada una, ob 

tenida a partir de la cepas enviadas de Berkeley 

CA. 

En la tabla No. 2 se muestran los resultados ob

tenidos con respecto al uso del Dimetil Sulfóx i 

do (DMSO} como solvente para los diferentes com

puestos ~-nitroso, empleando a la cepa TA1UO tan 

to en el estudio de inducci6n de revertantes 
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. + 
ll 1 ~- \:orno en la pru eb:i rle> tox ic i d ad. Obt enien -

do qu e a las dosis probadas de l solvente no se 

obs e rv il un e fe cto mu t ag~nico ni tampoco un efec 

to tóx ico . 
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T A B L A NQ. J 

MARCADORES GENETICOS Y REVERS¡ON ESPONTANEA 

CEPA PLASMIDO U.V}[. R.E 

TA1535 + + 17 .o 

TA1975 + 8 . 0 

TA100 + + + 156 . o. 

UHT8414 + + 10.0 

+ Presencia del marcador . 

- •Ausencia del marcador . 

~.E Reversión espontánea obtenida del promedio de , . 
tres placas . 

TABLA No . 1 . Marcadores genéticos y reversi6n espon

tá,nea de cuatro cepas de Sai.mo~e.lta tqpf'U}nuJci.um Uvr 

+/-, con y sin l~ prrsenci'a del plásmido. 
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T A B L A No. 2 

ENSAYO CON "DMSO" 

CEPA DMSO R.E ~l?C SOBREVIDA 
J uo,,1 ]Q l 10 /m l % 

TA100 Q,O 146 . 3 37.5 l OO . O. 

TA100 10.0 198 . 3 41 . 5 1 J0.6 

' 
TA100 20.0 234.3 43.5 .116 . o 

TAJOO 40 . 0 393.6 37 .0 98.6 

DMSO. Diroetil Sulfóxido (CH
3

)
2
SO. 

UFC . Unidades formadoras de colonias. 

R.E Reversión espontánea (~ de 3 placasl 

% Porcentage de sobrevida conrespecto al control 

negativo. 

TABLA No.2. Ensayo de mutagénesis y sobrevida con el 

solvente oimetil SulfÓxido, en la cepa TA100 del si.s 

tema de cepas de S. typF.WnwWLrrJ. 
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MUTAGENESIS Y REP ARACJON 

Influencia del Sistema de Reparaci6n por Esci-

si6n en Mutaciones Inducidas con N itrosa~i d as 

En las gráficas de la 1 a la 4 se p resentan las 

respuestas de las cuatro nitrosamidas probadas: 

MNNG I NMO I ENNG y PNNG respectivamente en ce-

pas de Sa.tmovief..f'..a typh,i_miUtium (li,i.,5G46, L> Jt6a , 

uvJtB- e. h,{,.6G46 , AJt6a, uvrcB+). Lo s resultados roos 

trados fueron trabajados por triplicado, obteni 

dos de un ensayo representativo y reproduci b le. 
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GRAJ: I CA No . .1 

EFECTO MUTAGENI CO DE MNNG EN CEPAS DE 

~a.tmoneUa t.yplii.mwuwn uvr+/-

0.071 

•Control negattwo (OM80.PJUl.13) 
R.2: TA1e36:23.8 ~187aA.33 

o ... 
U9/caJa 

MNNG M-tnetll ~ltro-tt-nltroaoguankllna 

0.311 o.ta 

GRAFICA No.1. Se muest ran los resultados obtenidos 

con N-met il-N- nitro-N-nitrosoguanidina (MNNGl . Ob~ 

servándose que el compuesto fué mutagénico para ~ 

bas cepas: TA1535 uvrB + y TAl 97 5 uvrB , a partir -

de la dosis de O .. J 56 4g/caja. Así mismo se puede -

observar el inicio de un comportamiento dosis - res-

puesta. 
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fSRAFICA No . 2 

EFECTO MUTAGEN!CO DE MNU EN CEPAS DE 

Sal.monella -llfPrumUJUwn uvr+/-

Rlivertantea ..... 
900,--~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

100 .. 

-........ - . ....... _ . . ... . -........ -........................... .. 

o. 11 o.38 0.11 ue a.11 
Ut/ca)I 

- ~1&35 (uvr-) -+- ~1171 (uvr+) 

• Controt Mgatho (DMSO. P.M.71.13) 
AL ~1635: 16.6 TA117&.16.I 
NMU Nltroa~-trtetlfun.a 

H.O 

GRJ\FICA No . 2 . Se muestran los resultados obtenidos 

con la N-nitro-N-metilurea (NMU) . Observandose que 

este compuesto es mutagénico para ambas cepas: 

TA1535 uvrB y TA1975 uvrB + , a la dosis de 0 . .19-'{g 

/caja . Apartir de la cual se observa una tendencia 

de comportamiento dosis-respuesta. 
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GRAFICA No.3 

EFECTO MUTAGENICO DE ENNG EN CEPAS DE 

Sabno nel.la typf1 .imu!Uum u v r+ / -

1000 [ 

600 

eoo 

400 

0.312 0.126 

• Conh'ol negath10 (OMIO. P.M.71.13) 
A.E. TA11536: 16.'5 TA187&: 1tl.8 

1.26 
Ug/caJa 

ENNG ,...ttl~ltro-H-nltf0Ml9UanMtlna 

a.e ti.O 10..0 

GRAFICA No. 3 . Se muestran los resultados obtenidos 

con N-etil-N-nitro-~-nitrosoguanidina (ENNG}. ObseE. 

vándose que este compuesto fué mutagenico para la -

cepa TA1535 uvrB a partir de la dosis de 0.62S4g/ 

caja, mientras que para la cepa TA1975 uvrB+ fué mu 

tagénico a partir de la dosis de 1. 251 g/caja. Obt::_ 

niendo un comportamiento dosis-respues t a a partir -

de la dosis mutagénica correspondiente a cada cepa. 



f;RAFICA No.4 

EFECTO MUTAGENICO DE PNNG EN CEPAS DE 

Salmonei.la typlumu.JUwn uvr+/-

eoo ····· ··· · .......... .. 

"'°º ............ ................. ............................ . 

200 ... . "" 

ol.:::;:;:::;;:¡:;;;;;;;;;;;t;:::::::::I::::::::l::=..._,_~_,_~~--L~~ 
o.• o.ae 0.11 1.M a.11 a.ae ._, n.o eo.o • 

•Control negattw (OMIO.P.M.71.13) 
R.E. TA1153t: tte TA197ti 4.7 

Ug/caja 

PNNG "'1M'Opll-H-nltro-H-Altroaoguanldlna 

GRAFICA No.4. Se muestran l os resultados obtenidos 

con N-propil-N-nitro-~nitrosoguanidina (PNNG} . Te

niendo que p ara la cepa TAl-535 uvrB- el compuesto -

fué mu t agénico a partir de la dosis de 0 . 19 .~g/caja, 

+ mientra que para la cepa TA1975 uvrB lo fué a la -

dosis de ci. 78 .<.¡ g/caja . Observándose un comportamie~ 

to dosi s-respuesta para cada una de las cepas. 
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Influencia del Sistema de Rep&raci6n Propenso a 

Error "SOS" en Mutaciones Inducidas con Nitrosa 

midas 

En las g ráficas de la 5 a l a 8 se representan -

las respuestas de las cuatr o n itrosamidas proba-

das : MNNG, NMU I ENNG y PNNG r e spectivamen t e, 

e n cepas de Safmone lfa. typh,i_mull .i.u.m (hL6G 46,L"L6a, 

u. v ll B--, p Km 1 O 1 e ?1itiG4 6, L Jt 6 a , u. v Jt. B + , p Km 1 O 1 ) . 

Los resu l t a dos mostrados f ueron t ra b a j ad9s po r -

tr ipl i cado, obtenidos d e u n e n sayo representati

vo r ep r oduc ibl e . 



GRAF l CA No, S 

EFECTO MUTAGENICO DE MNNG EN CEPAS DE 

Saimone-lta typhJ.mu.JU.wn pKm101 uvr+j-

AewertalltM bla• 
eoo .....:...~~--=---~~~~~~~~~~~~~~~~~-. 

'700 ..................... -............. ,. . .... ......... _ 

600 ...... . .. ........ - · .... .. 

600 

400 ... ...... ·- -··· . .. . ................. ····· 

300 

IOO · ~~=; .. =· .. ···~-·· ···~·· ··~······~·- .. ~····-~· · --=··· =---~··· · · ·~-· ··=·--· ··= 
1~~~=--~·--=·· ·· · ·=""·=··· = ...... = .. · ~···· =····-=·· ·-=· "="'''·~·-··=· =··· ··=···· ·=· .... =··· ·~····=====~··~· ·_·· _··_- J·· 

0.039 o.on 

• Control Mgattw (DM80. P.M.78.13) 
R.E. TA100: t7.0 UHT8414: 24.0 

0 .156 
U¡/ caja 

MNNG N-metll-H-nl~nltro90guanldlna 

0.312 0.626 1.215 

GRAFICA No.5. Se muestran los resultados correspo!: 

dientes a la N-metil-N~nitro-!:!_-nitrosoguan idin a -

(MNNG) . Observándose que el cc:rnpuesto fué mtitagen~ 
+ co para ambas c epas: TA.1 QQ uvrB y UHT84J 4 uvrB , 

a partir de la dosis de O. 312 -<{ 9/caja . 
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GRAFICA No. 6 

EFECTO MU'rAGENICO DE NMU EN CEPAS DE 

Sal.monilla .typlWnwU.um pKm10 1 uvr+6-

:~~~ ...... .. ...... . 

1200 ' 

1000 

900 

800 

/ . 

! 
. ~ ªºº 

ok,:==::±===::t:::::::.....--'-~__J'--~.l.--~-L.-~......1.-~_J 
O.• 0.3t 0.71 tM !Ull ue 11.e ae.o 

Uo/cala 

~ ~100(pt<.m101 uvr-) ---'-- UHT"414(pKm101 uvr+) 

• Controt negattw CDMSO.P.M.78.13) 
R.E. TA100: 279.3 UHTMM: 14.1 
NMU Nt~etKurea 

GRAFICA No . 6 . Se muestran los resultados obtenidos 

con N-nitroso-N-metilurea (NMU). Observándose que 

el cmpuesto fué mutagenico para ambas cepas, pero 

a diferentes dosis. Para la cepa TA100 uvrB-fué po 

sitivo a la dosis de 6 . 2s 1 g/caja, mientras que p~ 

ra la cepa UHT8414 uvrB+ fué pisitiyo a la dosis -

de O. 78 ~g/caja . 
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(';RAFICA No.7 

EFECTO MUTAGENICO DE ENNG EN CEPAS DE 

$a1.monella typh,{JnUJÚum pK.m101 uvr+/-

1000 . ..... .. . ... ·-·-· .... . . .. - ····· 

200 

ol_===±:::=======í=::==:::::t::=====-~_J 
0.312 o.ea& t.a 

• Cootrol nqsttw (DMSO.P M.78.13) 
A.E. TA100: 22t.3 UHT8414: 10.3 

Ug/caJa 

!NN" N-etll-tf-mtro-tkllt?oaotuanldlna 

6.0 

GRAFICA No .7. Se mue s t ran los resultados obtenidios 

para la N-etil-N-nitro-~-nitrosoguanidina (ENNG} . -

Observandose que para ambas cepas: TAlOO uvrB y --

+ UHT8414 uvrB , el cOI1Jpuesto fué mutagénco a la do-

sis de 1.25 4g/caja. . 
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5RAFICA No . 8 

EFECTO MUTAGENICO DE PNNG EN CEPAS DE 

Safmonei.t a typfUinuJU.um pKm101 uvr+/-

o.• 0.3t 0.78 1.M 3.12 ue 
U9'C41a 

- ~tOO(pK1'!101 uvr-) -+- UHT1414(pt(lnt01 UY,.) 

• Cofttrot negatho (DM80.P.M.78.13) 
A.E. TA100: 71.3 UHT8414: 17.33 
PNHG M-proplHHlltro-ff-nltroM19Uanldlna 

12.8 

GRAFICA No.8. Se presentan los resultados obtenidos 

con N- propil-N-nitro-!'!_-nitrosoguanidina (PNNG}. Ob

servándose que el compuesto fué mutagénico para am-

bas cepas: TA100 uvrB 
+ . 

y Ulfl'8414 uvrB , a la dosis 

de O. 78 1g/caja. 
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EFECTO TOXICO DE COMPUESTOS N-N~TEOSO (N¡TROSAMI 

DAS) EN CEPAS DE. Salmone.llo.. typhimuJt,i,um 

El efecto tóxico de cuatro compuestos ~-nitroso 

(nitrosamidas: MNNG, NMU, ENNG Y PNNG), fue -

va lorado mediante el uso de los dos sistemas de 

cepas de Salmone.lla typhimuJtium uvrB+/uvrB- con 

y sin la presencia del plásmido pKrnJ01, menciona 

dos anteriorm ente . 

En las siguientes cuatro gráficas se muestran -

los resultados obtenidos , para cada uno de los -

compuestos probados. Utilizando la técnic a de -

incorporación en placa (sobrevida), en la cual 

cada dilución del compuesto fue probada por tri-

plicado. Se grafican los resultados de un expe-

rimento y reproducib l e. 
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CRECIMIENTO DE S c:U'monilla .t 1jpÍIÁ.Y!1WrJ wn 

EN PRESENCIA DE MNNG 

ªº ·-
40 

20 

2.1 

• Control neoattw U>M80.P .M.'78.13) 
UFC: Unklad .. fon11adoraa de colonlaa 
MNNG tt-fn•tll.......,ltro-fHlltroaoouanldlna 

&.O 

UHTe4MCpftllttDt W1'•1 

10.0 

GRAFICA No.9. Se muestran los resultados obtenidos 

con la N-metil-N-nitro-~-nitrosoguanidina (MNNG) . 

Obse rvándose que a l as dosis estudiadas, este com

puesto no produce un efecto tóxico que disminuya ~ 

el crecimiento de alguna de las cuatro cepas utili 

z adas. 
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CRECIMIENTO DE Salmone,U.a :cijphimu.)¡,{.um 

EN PRESENCIA DE NMU 

'- UFC 
140 ,------ ----·--- ----
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- 1't1"e<wl'"") 

-- 'a 100(pl(mtot n r·) 

• ContTd nepttw (DMSO.P.M.78.13) 
UFC1 Unldactea for111adoraa de colonl .. 
NMU Nltroao-ff-tnetllurea 

-+- 'DUIW«l(ll'I,.) 

-- UHTl414(pKa101 ....,.) 

60.0 

GRAFICA No . 10. Se muestran los resultados obtenidos 

con !!_-nitro-N-rnetilurea (NMU). Observándose nueva

menteque el compuesto no resulto ser t óxico para 

ninguna de l as cuatro cepas utilizadas, a las dosis 

empleadas. 



CRECIMIENTO DE SatmorteUa .typfúmWt-ilun 

EN PRESENCIA DE PNNG 

Y.UPC 
1ao.--~~~~~~~~~~~~~~~--~~~~.., 

1~r--~~ts::~~:=:::::::;:;~~~~~~ 
ªº 
eo 
"º .. .... ........ _ .... , .. 
ao 
0 1--~~~-'-~~~~'--~~~_._~~~--'~~~~~ 

ttl a.o e.o 10.0 20.0 

Ug/caja 

- V.11N(u•r·) 

...... 11"100(pt(alt01 nr•) 

•Control Mpthlo (DMIO.P.M.78..13) 
UfC: Unldlldea forinadoraa de cok>nlu 
eNNG N-ettl-ff-ttltro-N-nlt~nldlna 

...... "".,e( .. ,..) 
-- UHT14~t wr•I 

GRAFICA No.11. Se muestran los resultados obtenidos 

con la N-etil-N-nitro-~-nitrosoguanid ina (ENNG) . ~ 

servándose que el compuesto fué toxico para la cepa 

TA1535 uvrB-), en una forma directamente proporcio

nal a la concentración , no observándose dicho efec-
+ to en las cepas restantes uvra y pKm101. 



:~_K.;\F I CA .t~O .... 1.. 

CRECIMIENTO DE Saí..moneUa. ,t yphimu.lú u.m 

EN PRESENCIA DE PNNG 

so 
40 . ... .... .... . ............ . .............. ......... _ - -··" .... .......... . ................. ......... . 

20 . .. ... .......... ...... ..... ......... ..... ............ . ...... . 

• 0.18 0 .78 3.12 1Sl.6 
Uglc:aja 

- ~1N8(wr-) -+- 'IM1Tt4w,.) 

-- TA 100(pKill101 uwr·) -- ut-lTl414~tOt .. ,., 

• Control neglltho (DM80.PM.7&.13) 
UFC: Unid-.. for.,acloraa ele cok>nlu 
PNNG N-proplHHtltro-H-tlttroaoguanldlna 

50.0 

GRAFICA No.12 . Se muestran los resultados obtenidos 

con N-propil-N-nit ro-!!_-nitrosoguanidina (PNNGl, en 

el crecimiento de las cuatro cepas empleadas, obseE. 

vándose que este compuesto no resul t 6 ser t6xi co p~ 

ra ninguna de las cepas a las dosis empleadas. 



De. at:· :1 e r dc c;:in l os .:.esu l :.:.ados obtenidos anterio.r 

mente se deterrnin6 la d os i s mínima mutag~nica, 

p ar a c ad a una de la s nl t ros a midas probadas , en 

base a la canlida~ de manomoles necesaria para 

incre~entar a l doble la Reversi6n Espont&nea de 

cada c epa . En la tabla No . ' ~ I se observan los -

resul tad os obtenidos mediante la u t ili z ac ió n de 

cuatro cepas de Sa .f.m1•ii e.tla í.:.yphimu..lL,i_u..m u-vrB+/ --

uvrB con y sin la p r esencia del plásmido pKm10J. 

Observ&ndose que en las cepas c ar e ntes del plás

mido s e pres ent an las dos i s mínimas mutaginicas 

más bajas con respecto a las cepas que contienen 

el marcador. 



TABLA No.3 
DOSIS MINJ:i-1.~ MUTAGENICA DE CADA NrTROSAMLDA 

C01>1PUES'ro CEPAS 

NITROSAMIDAS TA1535 TA1 975 TA100 UHT8414 

NOMBRE nM/caja 

MNNG 1. 060 1.060 2. 1 21 2. 121 

NMU 1. 843 1 . 843 60 . 620 7 .565 

ENNG 3 .879 7 . 759 7.759 7. 759 

PNNG 1. 084 4.452 4. 452 4.452 

PESO MOLECULAR. MNNG : i 47. 1, NMU: 103 . 1, ENNG: 161. 1, 

PNNG: 175. 2 

GENOTIPOS: TA1535 (fú..6G46 , 6. Jt6a., uvJtB-) 

TA100 (hi.-OG46, LlJt¡)a, uvJtB-, pKm101) 

(h-úiG46, .6. 1t6a, 
+ 

TA1975 UVILB ) 

ch.UG46, L .1t6a., + 
UHT8414 uv.ILB , pKm101) 

TABLA No.3. Dosis minima mutagénica encontrada para ca 

da una de las nitrosamidas probadas para e l sistema -
l.:._ + -de cepas de SahnoY1.illa .typrwnwU.u.m uvr /uvr con y sin 

la presencia del plásroido pKm101. 



D I S C U S I O N 

(: C N T ROL D f. L S I S T f·'. :-1 A 

Como se me ncion6 an t eriorm en te est e trabajo f u e 

r e a 1 i zad o e n un l a b ol.¿¡ to r i o d e mi e rob i o 1 o g í a d e 

n u e v a e r e a e i ó n . S i e n d o e v i d e r. t e l a n e e e s i d ad a e 

e stab lece r un pa t r 6n propio en cu a nto a l .manejo 

adecu ado de l s is tema de c e p as de Salmonclla -
ty¡.~11-<.mu~ iwn, deb i do a que las c ond i1.· io nes amb.i.en 

ta les y de trabajo , v a rían de un lugar a o tro . 

Por o tro lado se han enco ntrad o q u e pueden exis 

ti r variac iones ins t ralabora t orios con respecto 

a lo s resultados obtenid os ~on mut&genos de -

ac c ión di recta (11J. En es te cas o se trat6 de -

a p ega r lo más posibl e a los pa t rone s estableci -

dos por Maron y Amex (1983) y Espinosa Aguirre ~ 

(1980). 

Marcadores Genéticos 

El manejo y verificación de los marcadores geni

ticos de cada un a de las cepas de Salmonella -

ty ph,i.mu.1i .i.u.m de A.ro e s, que se utili zaron para pro

b a r los diferentes compues tos , es Je suma impo r

~ancia para ob t ener resu lt a do s conf iab l es , c omp~ 
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rabl.es a 1. c s ie_p0 .ct 2ccs 10 11 la Liter atur a Clentí-

f ica. 

Las pru e bas p ara corrobar l a pr esenc ia de lo s -

ma rcadore s g e n € tico s , fueron rea li zadas al o b t e-

ner las cepas del Dr . Bruce N. Ames. Determinan 

do que las cepas llega r an e n buen estado para -

trabaja r inmed i ütamen te, p os te riorme nte y duran

t e la r e a lización d el t rabajo f u e confir~ ado el 

genotipo de cad a u n a de las cepas, espec ialment e 

e n los casos e n q ue la revers i 6n e spontS nea s e -

s a l i e r a de l patr6 n normal y / o cu ando s e perd í a -

la sensibi lid ad d e la prueba . 

La valoración de la presenci a de la muta c i 6n ~óa 

en las cepas mutantes, las c uale s presentan la -

falta de pol i sa c &r i dos e n la membrana celu l ar e x 

terna, facllitando el acceso de los compu estos ,

mediante la inhibici6n de cre c imiento con respe~ 

to a los compuestos con moléculas de gran ta~año, 

c oro o 1 o es el c r i s ta l v i ·o l e t a u t i 1 i z a n d o en es t a 

prueba {38), fue irnportante para la rea l ización 

del trabajo, ya que si bien éste no está enfoca

do hacia la capacidad penetrante de lo s compues

to s probados (nitrosaroidas J , babia que asegurar 

su introducción en las bacterias. 
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' -~ ·~ I? ¡ - es~ ne i a tl Q J p l á sr.li dci 

pKm 1 0 1 e n l as c epas 'rA100 yUHT84 J 4 , el cuál les 

..:onri~; r 0 r .._,si!>tenc ia a ia arnpici li;.a, a rJcmás ,-;e 

que s ~ ha visto que incrementa tanto la sensibi

lidad para ~et ccta r mu t 5gen c s como su resisten - 

;.;i.,, aJ. daño produ c i do por J.a l u z uv _ (38 , 41) I 

mP-:iante la falta de inhibición d el crecimien t o 

de las bacterias en pr esencia de ampici lina . Por 

otra p a rte se obs erv6 que despu~s de cinco sema

nas d e almacenamien to Je los cul tivos de.rese rva 

secund aria , no se lo']rÓ dete c t a r la pr esenc ia -

del p l 5 sm i rio , asum iendo que la s cepas correspon 

dientes lo ha bian per d ido a cau sa de la ines ta bi 

lidad del pl&smi rlo , coin r idienrl o éste per í odo -

c on el establ ecido de 1 a 2 meses para éste tipo 

de c e pas en otro s trabajos (38) . 

En cuanto a la determinación de la mutación uv~B 

presente en las cepas TAl535 y TA l 00 1 ocasionada 

por la delesión del minuto 1 8 del cromosoma bac.,... 

teriano, que origina la pér dida de la capa c idad 

para efectuar la rep~r aci 6n por escisión de los 

daños producidos al ADN (38 , 5 1 ) , se realizó con 

menor frecuencia debido a qu e es una de las mis 

e s t a b l e s d en t ro d e 1 s i s t em a d e s a e m o y¡ el.f. a 

tuph,i.rnutú1m , no obstante hay qu e enÍatizar l a im 

portancia que tiene el marcador para la realiza-
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ci6n de este t rab a ~ o ca~ r especto a la rep~ r d- -

ción <l e dafios . 

Revers ión Espontán ea 

La reversión es pontánea está de te rminada po r el 
~ . + numero de revertantes his por p laca y cada cepa 

tienen su frecuencia característi c a (38) . En es 

te caso la rever sión espontánea de cada un a ce 
las c e pas fu é v a lorada rutinar iamente , corno par

t e de los experimentos de mutagénesis, con lo -

cua l cada exper i mento contó con su patrón de co~ 

paraci ó n, para l a determinación d e u11 resultado 

positivo, además de ser consti tuir un contro l - 

del buen estado de l as cepas . De tal fo rm a que -

en el laboratorio de microbiología del Hospital 

Juárez de México , el n úmero de revertantes fluc

tG a alrededor de los sigui entes valor e s: TA1535 : 

17 .0, TA1975: B . O, TAlOO : 156.0 y UHT8414: 1 0 , 0. 

Debe hacerse notar que la subs titución del caldo 

nutritivo Oxoid No , 2 recomendado por Maron y -

Ames (1983) p or ca l do nutritivo BIOXON ( México), 

no alteró la prueba de Ames en es t e labor atorio, 

por lo que se presenta es te medio como una alter 

nativa adecuada para laboratorios cuyos reglarne~ 

tos dificu l ten l a importaci6n de r eactivos , 
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D t. ¿¡ : ·•.i :o· r do con los resul t ados o bt enie<~o s en l a s 

pruebas d e con t rol d e ca l idad , queda a s umido el 

b u en IY.::i n e j <) del s is tem a d e c epas d e Sal mo Hel.ta 

~yphimu~ium de Ame s en el l abora t o r io del Hospi

tal Juárez de M€x ic o a po yand o a s í J os resultados 

obten i d os c on r es pe c to a l a finalid a d de es te -

tr a bajo . 

ESTANDARIZACION DEL USO DEL DMSO EN LA PRUEBA 

DE AMES 

En la actualidad se conocen una gran cantidad de 

solv e n t es para los d ifer e ntes compuestos, si e nd o 

el Dim etil Sulfóxido el solv ente mejo r conocido 

den t r o del sist e ma de Sal monell a typhimu~ium, p~ 

ra compuestos no solubles en agua (.38). De acuer 

do c on los resu lt ados ob te n ido s a par t ir d e l o s 

ensayos de mu t ag~n e sis y sobr e vida (v e r tabla -

no. 2), s e deter~inó uti l izar la cantidad de - -

1 0 ~l de DMSO corno control nega t ivo en los ensa 

yos además de utilizar l o como solvente para l o -

compuestos . co~firmando así la disponibilidad -

del Dimetil Sulfóxido como solv ent e dentro d el -

sistema de cepas de Salmonella. 

ACTIVIDAD MUTAGEN I CA 

En e ste trabajo s e han present ado evidencias de 
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qu e las c uatro nitrOSal!)idas vrobadas (MNNG, NMU, 

ENNG y PNNG) inducen mutaciones dentro del siste 

ma d e cepas de Sa~ monelfa typhimunium de Ames . 

En este caso también s e tomó en cuenta q u e un r~ 

sultado posi ti vo puede ser confi rm ado a l demos -

trar una c urva dosis - respues t a ut i liza ndo rangos 

estrechos de concentraci6n, sin embargo ocasio-

nalmente se encuentran respuestas de tipo no l i

neal, como es e l caso de la MNNG, aunqu e un i n - -
. + . cremento de revertantes Hi s en forma directamen 

te proporcional a la dosis se considera como un 

efecto mutagénico (38) . No obstante se ha repor 

t ado también que en la prueba de Salmonella -

typhimunium , la mayoría de los mutág enos proba-

dos a dosis ba jas , p r es e ntan una r e l aci6n lineal 

en las curva s dosis-respuesta ( 56), siendo este 

ú ltimo c omportamiento comparable con l o obt e n ido 

para los c ompu estos probados en es t e tr a bajo. 

Una gran cantidad de compuestos N-nitroso dent ro 

de los cuales se encuentran las ni t rosaroidas, 

han sido probados en diversos si stemas par a de - 

terminar su capacidad mutagénica y en alg uno s c~ 

sos su capacidad carcinogénica (33, 3 , 22 , 54, 

29, 43). En es tos estudios se ha demostrado q ue 

la nitrosamida s son especialmente mutagénicas en 

cepas de Salmonelt a typhLmunium, hisG46, sin ob -
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s e r v a r s .:: u :--. 1 : 1 e r em <~ n c. o c e n s id e r a b l e d e l a r e s. - -

p ue s ta mu tag i n i c a d e l a s nitrosam i das al ser b io 

transformadas. De a h i q ue e n e s t e t rabajo, s6lo 

se empleó la técnic a d e i ncor pora c i6n e n tubo --

descrita por Maron y Am es ( 19 8 3). Permitiend o -

realizar una comparació n de la r e spu esta mutagé

n i ca en t re l as cepas uvrB usada s en otros r e p o r 

t e s d e l a li t era tu r a y la s c epas uvrB+ estudi~ --

d as en este t rabajo. 

Por ot r a parte, l a r eco l ecc ió n de datos ge n e ra -

dos ha most rado una a l ta corre l a c i6n entre la mu 

tag e nis i dad y carcinogenisidad d e m6s de trecien 

tos compu e stos quími c os . Co n lo c ua l s e en fati-

za la importancia de haber obtenido respuestas -

mutag &nicas por parte d e las cua t ro nitrosam i das 

probadas a dos i s bajas . 

EFECTO DEL s¡STEMA DE REPARACIO N POR ESC is¡oN 

SOBRE MUTACIONES INDUCI DAS POR COMPUESTOS N-NI-

TROSO (NITROSAMIDASl 

En este trabajo se probaron do s is b ajas de , los -

compu e s t os , para ver has ta qu e gra d o l os c omp u e~ 

tos (ni t r o samid a s) dej a n de se r p o tencialmente -

mu tag én i cos, tomando como bas e l as conc e ntrac io -

n es uti l izadas por Liji n sky y Andrews ( 1979), 
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quienes trabajaron c on respecto a la p otencia -

mu tagénica d e algunos compuestos N-nitroso entre 

los cuales incluyeron a a lg unos d e los que se 

han emplead o en este trabajo, empleando cepas 

hisG 4 6 uvrB ún icamente. 

Lo s resultados evidencian que tanto la MNNG com o 

l a NMU, son mutagénicas pa r a las cepas d e Salmo 

nella typhimu~ium hisG46, tanto uv rB+, como -

uvrB , ya qu e en ambos casos el sistema de repa

raci6n por escisi6n presente en la cepa TA1975 -

(uvrB+), no tuvo efecto s o b re l a acción de los -

dos compuestos . Observ&ndose que la MNNG mani --

festó una mayor c apacidad mu t agén i ca que la NMU, 

ya que esta Última requie.re de una dosis mayor -

para ser rnutagénica que la MNNG. No obs t an te am 

bos c ompu e stos pueden cons id erarse como mutáge--

nos potentes. Por otro lado, en el caso de l a -

ENNG y de la PNNG, indujeron mutacio nes en la ce 

pa de Sa..lmone,l l a. .typfi,[mLVi.i.u.m hisG46 TA.1535 uvr 

que pueden ser corregidas cuando el sistema de -

reparaci6n funciona adecuadamente como en el ca

so de la cepa Sa.lmone.lla. .typh~mu~~u.m TA1975 - -

hisG46 uvrB+. Observándose que en el ca so de l a 

ENNG se requiere de una dosis dos veces ma y or P! 

ra inducir mutaciones en esta Gltima cepa . Así -

mismo, para la PNNG se requiere de una dosis cua 
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pa T A l 97 5 

mayor 
+ u vr 

p a r a i nducir mu tac i o nes en la ce 

Esta si tuac i6n nos manifiesta -

que s ólo l ds met ilac i ones d e l ADN no son correg~ 

das po r el sistema de reparación por escisión. 

Por o t ra parte s e sabe que l os agentes a lquilan

tes inducen lesiones al ADN que son corregidas -

por mecanismos específicos de reparación para es 

tos a g entes y un o de e llos puede ser por la libe 

ración de grupos alqu i lo de bases alquilad a s (es 

pecialmente la 0 6 -ro etilguanidina) por p~rte de -

las metilasas, los c uales permanecen hasta la r~ 

plicación del ADN ( 26 , 31). Los datos d e e s os -

estudios coi ne ide n con los repor t a dos. por Gutten 

plan en 1990, en dond e se muestra que la metila

ci6n de bases es una lesi6n con mayor p otencia -

mutagénica. 

Por c onsiguie nte en es te trabajo se presentan -

evidencias de que el buen funcionamiento del sís 

tema de reparación por escisión, constituye un -

mecanismo de defensa que presenta la célula para 

poder redicir el dafio causado por la actividad -

mutagénica de algunos compuestos ~-nitroso. Así 

mismo s e determina que el daño reparado por la 

bacteria en forma dependiente de la dosis, po- -

dría representar un riesgo menor para la sa lud -

que aquellos cuyo da ño aGn a d os is bajas no pue-
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de ser corregido po+ el sistema de repqraci6n ~-

por escisión libre de error (391. En base a es.,. 

to determinamos que los compuestos metilantes ..-

constituyen un grupo de mayor riesgo para la sa-

lud. Teniendo en cuenta que se ha discutido que 

la capacidad de un compuesto para ser carcinogé

nico esta muy relacionada con la capacidad de un 

organismo para reparar el daño al ADN producido 

por dicho compues to y que la reparación de las -

lesiones, c onstituye otro aspecto importante de11 

tro del proceso de iniciaci6n del cáncer (58, 

l o) . 

EFECTO DEL SISTEMA DE REPARACION PROPENSO A ERROR 

"SOS" soanE MUTACl.ONES INDUCIDAS POR COMPUESTOS 

N-NlT.ROSO (NITROSA.MIDAS) 

Para determinar el efecto del sistema -de repara

ci6n SOS sobre las mutaciones inducidas por las 

ni trosall}:i:das. se emplearon dosis bajas, toro ando -

como base las concentraciones utilizadas en la -

determinaci6n del efecto del sistema de repara-

ci6n por escisi6n, 

Los r esultado& nos muestran que las cuatro nitro 

sarnidas; MMNG, NMU, ENNG y PNNG inducen mutacio

nes en las cepas de Salmone._lla .tgphimu.'1.iu.m hisG46, 

76 



+ 
lat1 i_o l a u v r l.3 p K..'ll 1 G i -

'- ,.,¡:, o l .:i u v r U p Km 1 O J , q u e no 

son corregidas , esta respuesta mutagén i ca de la 

MNNG y la NM U era Je e s pe rar se ya que e stos com

puestos metilantes indujeron da~os no reparables 
+ en cepas u vrB aú n sin e l plásmido (pKm101), 

mi e ntras que la reparac ió n de d a ~ os obtenida con 

e l sistema uvrB+ sin e l plásmido pKm101 para l os 

compues t os ENN G y PNNG, est~ siendo enmascarada 

por la presencia de er rores introduc ido s p or el 

plásmi do . Por otro lado, se obtuvieron e v iden--

cias d e qu e las nitrosarnidas prob ad as origi n ar on 

un efecto mutagénico en las cepas que contienen 

el plásmido a dosis que se en c uen t ran por a r riba 

d e las obtenidas con las cepas c arentes del mis

mo. ~s í se manifiestan dos situaciones importan 

tes: 

1: ) El s.istema de reparació n SOS propenso a error 

no proporciona un incremento de la sensibili

dad en las cepas que lo contienen para lq ~ -

identi ficació n d e los compuestos N-nitroso 

( Ni t ro s. am i da s. ) • 

2) Así como origina un inrr e mento en el ndm e ro -

de revertant e s hi s + en c omparac ión con el nú

mero obtenido co n l as cepas carentes del plá~ 

m i do , debido a la introducción de e rrores del 

sis tema SOS ( 4 1 l . 
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Estos resultados coinciden con l o reportado pQ~ 

otros autores que h an estudiado a los compues-

tos N-n itroso (6 1 , 6 2, 3 2, 33). 

Es tos efec tos d e l plásmido pKm101 han sido tam-

bi~n investi gado s anteriormente en otros siste- 

mas, e n donde se a determinado el gran impacto -

que tiene sobr e la detecci6n d e mutaciones espo~ 

tán ea s , así como su habilidad p a ra r e a lz ar la mu 

tagénesis y s obrevida celular, seguida de la exp~ 

s ición del ADN a l agente causal del daño ( 14) . 

VALORACION DE LA CAPACrDAD TOXICA DE LAS NITROSA 

MIDAS EN CEPA S DE Sa.tmo ne..tla. typhimu!L-i..um 

La mayoría de' los compuestos p re s enta a altas do 

sis cierto grado de t oxi c idad, aunque no todos -

presentan este tipo de comportamien to. La muta-

genesidad de un compuesto puede manifestarse a -

concentraciones por debajo de su nivel t6xico o 

muy cercano a él . Para estos Últimos, que inh i -

ben el crecimiento baceriano impidiendo evaluar 

su acción mutagénica, se han desarrollado di ver 

sas es t rat egí as para evitar resu lta dos fal s os ne 

gativos de tal forma que para seleccio nar las 

concentraciones del compuesto problema se reali.-

zan las prueba$ de toxicidad ( 1 5 ), • 
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E n e s t e t r a b a j o ~ ; <: .r e a 1 i za .r. o 1; ;,., ~ t ! e b il s d e so b r e v ~ 

d a ( vt: r ma reria l y métodos) para dete?:"minc:ir la -

c ctpa < idad 1: óx l ca d e las nitrosamid ds probadas s~ 

br e el sistema de cepas de Satm anella typhimu./L{,wn 

de Ames , utiliz and o las co n c e nt racio n es determi -

n ad as vara la p rueba d ~ mutagénesi s, ya que e n -

este ca so no se trat6 de encontrar o c omp r obar -

la do s is m&s alta mut ag6 nica . 

Los resultados nos mue s tran e vide n c ias d e que a 

rl o s i s bctjas fin ic amc nLe l~ ENNG presen t6 c i e r to -

grado Je toxic id-:id y s ólo e n la cepa TA 1 535 -

(uvr ) , e sta tenden cia coincide con l o reportado 

p o r L i. j i n s k y y A n d r e w s ( 1 9 7 9 ) , q u i e ne s d el e r mina 

ron un e fecto ba c tericida para la E NNG a 5 0 g , 

e ste efecto no se observa e n la cepa TAlOO (uvr, 

pKm101) debido a qu e c uen ta c o n el sistema de r e 

p a r a e i 6 n SO S , e l e u a l o r i g i n a u n i 11 c r em en to e n -

la sobrev i da . Por otra parte hay que tener en -

cuen t a que c uando el compuesto es debílmente mu 

tagénico y fuer t emente t óx ico, e s difícil hayar 

un rango de concentra c iones en el cual la pot e n

cia mu t agénic 8 no esté enmascarada con la toxi c i 

d ad ( J 8 ) , s i n embar go e n e s t e c a s o no s e c r e e 

que afec te l os resultados obtenidos ante r iormen 

te, ya que e l daño causad o por la ENNG al ADN -

puede se r correg i do , s6lo en forma dependiente -



de la dosis. Así mismo, en este trabajo se est~ 

demostra ndo que en el rango de dosis en que h~y 

c orrecci6n 
~ + 

de danos en las cepas uvrB los com- -

puestos no fu e ron tóxicos para ninguna de las -

cuatro cep as e stud iadas. 

VALORACION DEL RIESGO DE EXPOSICION A NI TROSAMI-

DAS 

En la actual i d ad la difusión masiv a de conLami -

nan tes (pl agu i c ídas, desechos indu s tria l e s , etc.) 

y el i ncremento en el consumo de otros pr od~~Los 

como ad itivos de alimentos , drogas terapé ut icas, 

cosméticos, e tc., pueden constituir un ri esgo p~ 

ra la pohlaci6n en general por la exposición cr~ 

nica, aún cuando no se alcancen niv e les muy al --

t os de esas substancias (10). En este c as o , co-

mo se puede ver en la tabla no . 3 se obtuvieron 

las dosis mínimas mutagénicas a concentraciones 

muy bajas, lo que nos indi c a que la exposi ción -

humana a los compuestos nitrosados, en e ste caso 

nitros~midas (MNNG, NMU, ENNG y PNNG) podría ser 

un riesgo considerable, teniendo en cuenta los -

report e s de Matney y colaboradores (1985), er: don 

de valoraron a los compuestos en base a su capa

cidad de producir mutaciones que no puedan ser -

debidamente c orregidas por el sistema de repara-
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c i6~ po r esc i sión , obten i endo que los compuestos 

metil a ntes (MNNG, NMU) pueden ser c onsiderados -

c omo de al to riesgo , mientras que los compuestos 

con radicales alquilo de mayor tama~o , pueden 

ser considerados de menor r ie sgo , al orig ina r 

una respues t a d e pendiente de la d o sis , como se ob 

serva en e s te estudio con la ENNG y la PNNG. 

En base a lo a n t e rior, se recomiend a que en est~ 

dios poster iores se debe n de tomar en cuenta a -

los sis temas de reparaci6n en la valoraci6n del 

rie sg o de exposi ci ó n a agen t es mutagénicos y ca~ 

cinogénicos , ya que si bien el hombre por na tu ra 

l eza esta expuesto a una gran c ant id ad de subs -~ 

tancias peli g rosas a través del ti empo , este ha 

podido superar dichos obstáculos y en gran medi

d a a lo s sistemas de reparaci6n presen tes en sus 

células . Por otro lado se recomienda realizar -

constantes p r uebas de valoración de exposici6n a 

los compu e stos !-ni t roso, a aqué l las personas -

que tienen mayor contacto con e llos , ya sea por 

ingestiión de los. roi·sJnos o de sus precursores o -

por con tacto exterior en sus diferentes ambien-

t es en donde se desenvuelven . 

Lo s sis t emas celular es de r eparación y sobre to

do el sistema uvrB l ibre de e rror, c onstituyen -
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un f actor d eterminan t e para poder evaluar l o s -

diversos riesgos de exposición a las nitrosaroi 

das en hase a la dosis mínima mutag~nica obteni 

da para cada c ompues t o y poder conocer en un mo

mento dado s i el daño provocado por algún agente 

químico com o l o s on l a s nitrosamid as, puede ser 

corregido . Se conocen diversas evidencias epi

demiológicas que relacionan la exposici6n a ni

t ratos con a l gG n c áncer en humanos , espe cialme n 

te cáncer gástrico, las cua l es han sido basadas 

en gran parte en estudios de correlac ión geográ-

fi c a . S i n emba r g o se discute sobre la ins u f i -

ciencia de pruebas que apoyen una asociación di 

recta causa efecto entre la exposic i ón a nitra-

tos y el riesg o de contraer cáncer , debi d o a que 

la exposición de hombre a lo s compuestos ~-n itr~ 

so, no es a los co~~uestos individualmente, sino 

con mezclas a l tamen t e complejas c omo lo es la co 

mida o productos d e l tabaco, los cuales pueden -

contener var~os compuestos ~-nitroso . De l o an

terior se enfatiza la necesidad de estima r el -

r~esgo que representa la exposición a cada coro-

puesto por medio de determinaciones cualitativas 

(relación causa-efecto) y cuantitativas (rela- -

ci6n magnitud -r espuesta) . Sin embargo hay q u e -

tomar en cuenta que estas manifestaciones son di 

fíciles de determinar en humanos por el período 
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•le l.:d.cncia entre la <-!X!?Osi ción .:il fi'.tctor y la 

manifestaci 6 n de el proceso maligno l10 , lBl. 

Utt proceso sensitivo que pu ed e ser ut ilizado pa

ra c uan tifi c ar l a expos i ción humana a compuestos 

endógenos ~- ni troso, esta bas ada e n la excresi6n 

urinaria de ~-ni t ro sopro l ina (NNP), como un Índi 

c e de nitrosación e ndógena subs i gu i ente a la in

gestión de precursores, los cuales al parecer e~ 

tan modu l ados por precursores o inh ibido~es die

tét i c os (9 , 28). Por otra parte, en diversos es 

t ud ios lq exposición a los compuestos ~-nitroso 

ha sido inferida a partir de la pres encia carac 

teríst ic a de aductos alquil, mediante el análi -

sis de los mismos en el ADN de linfocitos perif! 

ricos, siendo es ta una medida prometedora y acc~ 

siblc para cuantificar e l daño p or alquilaci6n -

(551. 
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e o N e L u s ¡ o N E s 

- Los cuatro c o mpuestos N-nitroso (ni t rosamida s) : 

MNNG, NMU, ENNG y PNNG, so n routagénicos para -

el sistema de cepas de Salmonella tqphimu~ium 

d e Ames. 

- Los compuestos !-nitroso metilantes inducen l~ 

s~on es en el ~DN que no son c orregidas por e l 

si·stema de reparación por escisión UvrB. 

~ Los compue stos etilantes y propilante inducen 

lesiones en el ~DN que son corregidos por e l -

sistema de reparación por escisión uvrB, en -

una forma dependiente de la dosis. 

Se piensa que el incremento en el tamaño del -

rad ical alquil an te origina un menor riesgo de 

daño para el humano. 

Estos resultados confirman reportes previos de 

q u e e 1 p 1 á s.m i do p Km 1 O 1 no i ne r em en t a e. l e f e c t o 

mutagénico de los compuestos N-nitroso . 
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-- ;..a p.rf.: .;8nci d d el .:; .tá5.':>ld o p.KJn l O~ en las cep <::s 

de .S a. .tmo ¡.¡ ii la. -t yph..i.mu!L..i.u.m no i ncr em ent a s u - -

sen si b ilid~d p ara de te c ta r compues to s N-ni t ro 

so, p o r lo que se re c omienda utilizar el sis-

· tema uvrB+ / - s i n la prese n cia de l plásmido . 

- La E NNG produce un e fecto tóxico en cepas de 

ScU~mo rie.lf.a .typh-i.mlUt.ium si no tienen un sist e ma 

efi ciente de reparación. 

- S e con f irma que el s ist ema de reparac i 6 n pro - 

penso a error SOS mejora la sobrevida celul ar, 

en presen c~a de compues t os tóxicos como l a 

ENNG en for ma más eficient e que el sistema d e 

reparación por escisión libre de e r ror. 

- El riesgo de exposición a mutágen o s esta deter 

mi n ado por e l buen fun c ionamiento de los siste 

mas de reparación presentes en las células, 

- Se recomienda realiza r estudios cotidianos en 

personas que se encuentren de una u otra forma 

más expuestos a estos compuestos. 

Así mismo se recomienda prestar más atención 

en cuanto a la producción de productos cuyas -

concentraciones de compuesto s mutag~n ico s o - 

car cinogénicos rebasen las dosis mínimas mu ta

qé:·1icas . 
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ANEXO 

MED:.ros DE CULTIVO. 

A) Caldo Nutritivo BJOXON. 

Caldo nutritivo BIOXON 

Agua destilada 

0.8 g 

J OO. O ml 

Los ingredientes so mezclan y se colocan en matraces de -

150 ml que se esteril izan en autoclave a l 2lºC durante 20 

minutos . . Una vez esteri lizados, s e almacenan a temperatu

ra ambiente . 

Bl. Infusión de Cerebro y Corazón. 

BHI 

}\gu9, destila.da. 

3.7 9 

100. 0 rol 

Los ingredientes se mezclan y se colocan en matraces de -

150 ~l que se estertlizan e n autoclave a 121°C durante 20 

minutos. una. vez esterilizados, se almacenan a teroperatu

arnbiente. 
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C) !\gar Suave . 

Agar tiacte r iológico 

Aguu Jest ilada 

So luc i Ór• Hü;-Bio (v~r H} 

0 .5 g 

O. G g 

9 0 .0 ml 

JO.O ml 

Los tres primeros ingred ientes se mezclan y se colocan en 

un frasco c on tapón de rosca que se esteriliza en au t ocla 

v e a 1 21 ºC durante 20 minutos. Se deja enfriar y se a lma

cena a 4ºC. Cuando se utiliza, se funde y se le agre.ga l a 

solución His-Bio y s e mezclan . 

D} Sales de Vogel -Boner. l5Gx } 

Sulf ato d e Magnesio 

Ac ido Cítrico . l:I
2

0 

Fosfato de Potasio Dibásico 

Fosfato de Sodio y Amonio 

Agua dest ilada 

J O. O g 

100 . 0 9 

500.0 9 

J75 . 0 g 

En 600 rol de agua bide stilada se disuelven en este orden 

las sales y se afora a l l t, agregando posteriormente .1 ml 

de c l oroformo para evitar la contaminación y se almacena 

a tanperatura ambiente en obscuridad. 

E) Med i o Mínimo de Vogel-BOnes. 

1} Dextrosa 

Agar BacteriolÓgico 

Agua dest:i:lada 

8 7 

10.Q g 

7.5 g 

400 . 0 rol 



2). Agua dest~lada 

sales de Vogel - a oner 

90,0 rol 

JQ.O ml 

Los ingredien tes de las soluciones 1 y 2 se esterilizan -

por separado en autoclave a l2J º C durante 20 minutos. Pos 

teriormente s e reunen l as dos sol uc iones, se mezclan per

fectamente y se d i s t ribuye en cajas petri esterilizadas -

esterilizadas con calor seco a J 80ºC por 9.0 minutos. 

f) Medio de Vogel -Boner complementado con Histid ina y Bi o 

tina. 

Soluc i ón es t eril de Histid ina 0 . 1 M - Bi o t ina 0 . 5 m.M 

0. 2 rol/ ca j a . 

Cajas petr i con medio m~:imo de Voge l - Boner . 

Se distribuye l a s o lución sobre la superficie del medio -

con la ayud a de un triangulo d e vidrio es t éril , Se dejan 

secar y se almac enan l as cajas a 4°C . 

Gl Solución Salina . 

Cloruro d e Potasio 

Cloruro d e .Magnesio Q,4 M 

Agua destilada 

61 . 5 g 

40 , 7 9 

sao.o ml 

Se mezclan los ingredientes en un matraz y se esteriliza 

en autoclave a J 2-1 ºC durante 2Q minutos . Se almacena a -

temperatura ambiente . 
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H}. solución Hj.südina Q.J Mi Biotina 0 . 5 ll}M . 

L-histidina Q . 1 M 

D-biotina, Q . 5 roM 

Agua destilada 

1 . 55.l 6 g 

0.0J22 9 

100 . 0 rol 

Se disuelven los aroinoác idos en el agua y se coloca la -

sol ución en un frasco con t~pón de rosca y se almacena en 

obs.cur id ad a 4 ºC. 

Jl Solución Histidina, 0.5 M/ Riotina 0.5 mM. 

L- histid ina 0.5 M 

D-biotina O. 5 mM 

Agua destilada 

O .• OQ77 g 

O. OJ 22 g 

J QO .O ml 

Se disuelven los a,minoácidos en el agua, se coloca la so

lución en .un frasco con tapón de rosca y se almacena en 

obscuridad a 4ºC~ 

Jl Soluci6n de Cristal Violeta, 

Cristal violeta 

Agua destilada 

l . a g 

JOO. O ml 

Se mezclan los .j:ngredientes y se coloca la. soluci'6n en un 

frasco con t~pón de rosca, Se almacena a 4ºC en ohscuri~ 

da,d. 
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K) Solución de l\..~p~cil ir.&. 

Al\lpicilina, 

Agua destilada 

J , Cl g 

J OO .• O ml 

Se mezclqn los ingredi:·entes y la soluci6n se !Utra a -

través de una membrana de n:j_trocelulosa de 0,45 19 y se 

coloca en un fraséo con tapón de rosca y se almacena a -

4°C en obscuridad . 

90 



B I B L I O G R A F I A 

1 . Ames B.N., Lee F.D. y Durston W. E . 1973. An improved 

bacterial t est system for the d etection and classifi 

cation of mutagens and carcinogens. Proc. Natl. Acad. 

Sci. (USA) I 70 : 782-786. 

2 . Anderson L.M., Hagiwara A., Kovat ch R.M., Rehm s .. y 

Rice J . M. 1989. Transpl~cental initiation of liwer , 

luny , neurogenic, and c onective tissue t umors by - -

~-nitroso compounds in mice. Fundam . Appl. Toxicol. 

1 2 ( J} : 604- 20. 

3 . Andrews A.W . y Lijinsky w. 1980 . The mutagenicity of 

45 nitrosa.minas in Saf.mcmeilcl .typhJ.mtUI,\lHll. Teratogene 

Carcinog. ~utagen . : 295-303. 

4. Archer M.C . 1989. Mechan ims o f action of N-nitroso 

compounds . Cancer. Surv. 8 (2} : 241-50. 

5. Arriaga Alba M. 1988. Estudio de la actividad mutag_§. 

n ica en Salmonete.a typh.A.inU!Wim de compuestos ~-nitr~ 

so, derivados de medicamentos antiparacitarios amin~ 

dos. 'l'esis. UNAM. Facultad de Medic ina. Div . de Est. 

de Posgr ado. 

9 1 



6. .Arriaga Alb~ M., Espinosa Aguirre J. y Cortinas de -

Nava C. J988. Mutagenicity of products Generated by 

the Teaction between Several Antiparasitic Drugs and 

Nitrite . Enviran. Mol. Mutagen. ~ : 65-73. 

7 . Arriaga Alba M., Espinosa Aguirre J., Ramirez J. y~ 

Cortinas de Nava C. J 989 . Mutagenisity of urj.ne f.roro 

mice exposed orally to nit~ate and vari~us aro.inated 

antiparasitic dxugs. Envirom. Mol, Mutagen. 14 (11 -

13-19. 

8. Bartsh H. y Montesano R. J984 . Relevance of Nitrosa

mines to Huma.n cancer . Cars-i.nogenesi-s. 5 O 1 )_ 138.J -93. 

9. Bartsh R., Qhshbna H., p;j:gnatelli R. y Caln¡els $. -

J 989. H.1..Dllan exposure to endogenous ~-nitroso cOI'(l

pounds: quantitative estimates in subjects at hi~ht 

risk for cancer of the oral vavity oesophagus, sto

~ach and urinary hladder, Cance.r . Surv . 8 C2f ; 

335-362, 

jQ, Cortinas de Nava c. J9.80 . Principtos de yg.uta9énesis 

y su relación con carsinogenésis y teratogénesis . En 

Manual de Metodos para la Identificación de Mutáge~: 

nos y Carcinógenos QUímicos Ambientales, Instituto -

de Investigaciones BiontédiCas· UNAM.,. ~ Vol JJ : : .] -JJ. 

92 



11. Cheli C. , DeFranc isco D. , Petrull9 L. , McCoy E, y ~Q 

senkranz . 1980, The Salroonell a routagenicity ~ss~y; 

reproducibility. Mutation. Resch. 74 : 145-150. 

12. Chow Y.L. 1973 . Nitrosamin Potochemistry. Acc. Chem. 

Res. 6 : 324-360 . 

13. Devoret R. 1979. Test bacterianos de substancias po

t encialmente carcinogénicas . Investigaci6n y Ciencia. 

36-37 : 6-16. 

14. Eisenstadt E . , Kelvin M. J., Kahng L. y Barne s W. - -

1989. I nfluence o.f uyrB arrl pl<ml Ol in the espectrum 

of spont aneous uvr - arrl ray i nduced base susbstitu

tions that revert hisG46 in S . .tqphimvuí.un . Mutation 

Res. 210 113-125 . 

15. Espinosa Agur:r:e J . l 980. I-jetodo para l a evaluación de 

mutacione s génic~s en Sai.mone.le.a. .typhinu.vtiwn. En Ma

nua l de Métodos para la Identificación de Mutá genos 

y Car cinógenos Qu$li)icos Ambientales. Insti tut o de In 

v estigaciones Ri0111é:i icas UNAM . Vol.1 : 31-50. 

jfi. Fielder W., Pensa,hene J. , Doer R.C . y Wasse.rman A.E. 

1972. Fo:anation of !!-nitroso dimetylamtna from natu

rail ocurring quaternary amonit.nn Compuns and terialy 

ail)ines. N¿\ture. (Lorrlon} • 236 : 307. 

93 



J7 . F ine H..D. j 98 2 . N.:j.t.rosail)i.nes in tb.e. Gener~l Envi;'on

ment and Food . l n Ma.gee J? .Ji. Nitrosa;ll)ines ~ ~a.n 

Canc er. Co l d . Spring. Harbor Labor atory.: 1'99- 207. 

18 . Forman D. l989-. Are n itrites a significant risk fac

t or in huma.n cancer?. Cancer. Surv. 8 (2} : 443- 458 . 

19 . Guttenplan J. B . 1990. 1'utagenesis by N-nitr oso c an

pounds : Rela t.tcmships t o DNA adducts, DNA repai r and 

mutational e!fici:'encies. lfUtation. Res . 233 (l - 21 : 

177- 187 . 

20. Hartman z ., Hartllla n J;> . E. , Barnes W. E. y Tuley E . - -

1984. Spontaneous Muta tíon Frecuencies in Sai.mone.lla 

Enhancement of GfC to Af T Transvertions and Depre

sion of Detectiun a nd Frams ñift Mutation Frecuences 

1\ffored by A.noxigenic Incuba.tion. Envircm. Mutagene

s~s. 6 (Sl : 633-655 . 

21 . HQf fn}an fr. y A¡dqn¡,s J.p . 1981 . Ca,rcinogenic Tobaco -

Specif ic N-nitrosa.roi nes in snuff and the $aliva of -

snUff d.tppers. ca.nce.r . ~ea~ ~ (1 l l : 4305-4308. 

22. Horsfall M., Zeilma,ker ~-, }fohn G. y Glickman B. 1989 

Mutational sp icif,tc.j.t;i::es of erw!ronmental carcino

gens in the la.el gen of E6chvúcJúa. coU. II :A host -

med i:ated a,pproach to !-nitroso-N, N-dimethylamine and 

endogenous IUUtagenesi s in vivo. Mol.Carcinog .~ (21 : 

107-115 . 
9.4 



23. Hotchkiss J.H. 1939. Preformed N-nitroso compounds -

in foods and beverages. Cancer. Surv. 8 (2): 295-321 . 

24, Howard F.P. 1982. Reparación inducible del ADN. In

vestigación y Ciencia. 64 : 28-37. 

25. K.iroball R.F. 1987. The deyelopmen of ideas about the 

affects of DNA repair on the induction of gene muta

tions and chromosoroal aberrations by radiative ans -

Chemicals. Mutation. Res. 186 : l-27. 

26. Kuroda Y. e Inove T. 1988. Ant.iroutagenesis by factors 

affecting DNA repair .j.n bacteria. Mutation. Res. 202 

387-391. 

27. Kyrtopoulos S.A. 1989. ~-nitroso campounds formation 

in human ga.stric juice. Cancer . Surv. 8 (2} :423-42 . 

28. Leaf C.D., Wishnok J.S. y Tannenbaum S.R. 1989. Me

chan.iros of endogenous nitrosation . Ca.ncer. Surv. 8 

(2) : 323-334. 

29 . Lee J., Gold B. y Mirvish S.S. 1977. Mutagenicity of 

22 N-nitrosamidas and related ccmpounds from Saimone 

.el.a ttjph,lmwU.um TA1535. Mutation. Res. 48: 131-138, 



30. Leen ,J. 1988 . . l\ctivaci6 n de los oncogenes por rad i a

c ión y agentes químic o s . lnvestiga,ción y Cienc ia. -

146-1 4 7 : 28 - 1 5 . 

3 1. Li ndhal . 198 2 . DNA Repa i r e n z imes . Ann. Rev. Biochem . 

5 1 : 6 1-87 . 

32 . Li j i nsky W. 1974 . Reac t i on of drugs whit Nitrous as 

a source carcinogenic Nitrosamines . cancer. Res. 34 

22 5-258 . 

3 3 . Lij i nsky W. y And r ews A. W. 1979. 'l'he routagenici t y of 

nitrosamides in Sahnone.Ua typh.únUJUum. Mutation. -

Res . 68 : 1 - 8 . 

34 . Lijinsky W. , Conrad E. y Van de Bogart R. 197 2 . Car

cinogenic Nitrosan¡i nes formed by drugs / Nitrit inte 

ractions. Nature. 239 : 165-1 67 . 

3 5. Lu sx. 1989 . (Esophageal c arcinoma in human f etus in 

c uced by N-methyl-N-benzylni trosamines NMBzA) Chung. 

Hila. Cbung . Liu . Tsa. Ch.ih. J 1 (6) : 401-JQJ . 

J 6 . Mac: k.c rness C.W., Le.:1c h S.A., Thompson .M.H., Hil l M.J . 

1989. 'l'he inhibiti'on of bacterially mediated N-nitr~ 

sation by vitamin C: r elevance t o t h e inhibition of 

endogenous N-nitrosat ion in the Chlorhydric stomac h . 

Carcinogenesis. 30 ( 2 } : 197-399 . 



37. Maja J . A. 1978 . Al!lines in '.foods. C.r:i..t . Rev . . FOQCl. ~c:j,.. , 

Nutr. 1 Q : 373- 403 . 

38. Maron D.M. y ~es R.N. J983, Revi~ed methods for the 

Salmonella .rnutagenictty test . .Mutation. Res. 1l3 . 

J73-215. 

39.. Matney S .R., Nuguyen T.V., Connor T .H.. y Danna w .J. 

1985. Genotoxic classífication of anticancer Drugs. 

Tera.togen. C~c:tnogen . .Muta.gen. 51 : 31 9.-328. 

40. Massey R. y Key P . E . .19.89. Examination of some fer

roented foods for tha ¡:i.resence of apparent total N-ni 

troso compounds. '.FOQ<l.Addit .Contain. 6 (41: 453-458. 

41. Me Cann J., Spingarn N., Kobori J . y Aines B. 1975. -

Detection of carcinogens as routagens: Bacteri'al tes

ter stra,ins with R :factor plasmid . Proc. Nat. Acad. 

sci. "J2 (21 : 9J9.,.-9.83. 

42 . Mirvish S.S. 1986 . Effects of Vitarnin e and E on N-

nitroso co.ropounds forma.ti'on, carcinogenesis and can-

cer. Cancer , 58 j 842-.1850. 

43 . Mirvish s .s. 1975. Formation of N-nitroso compounds: 

Chemistry Kineteics and i~ v¡vo ocurrence. Toxicol. 

Appl. PQ.armacol. 31 : 325-351. 

97 



44. Mirvish s.s. y cairnes D.A. 1~81. Identification of 
compound in a f.i.sh. product y:i..elding metylurea (MUl -

on nitrosation dinitro$.ation, a$ creatinine (CRN}. -

Proc. Am. Assoc. Cancer. Res. E_ 140, Abstract 555 . 

45. Moller H. , Landt J., Jensen P., pedersen E., Autrup 

H. y Jensen O.M . 1989 . Nitrate exposure from drin

king water and diet in a danish rural population. -

Int. J. Epide!l}iol. 38 (lJ : 206-12. 

46. Mueller R.L. 1989. Das Problern Kanzarogener ~-nitro

so verbi.ndungen--30 Jahre alt. Of!..-Gesundheitswes. -

53 (411 : J82-J85 , 

47. Negishi T., Shiota,ni T,, Fuj,0cawa K. y Hayatsu H. -

1991. The genotoxicities of N-nitrosamines i n V~o¿o

pfU.la. mel.ano..gMt.VL. -ln v-tvo: the corre lation of rnut~ 

genicity in the wing $pOt test with the DNA damages 

detecteJ. by the DNA-repair test. Mutation . Res. 252 

119-1 28. 

48 . Osawa. T . , Ishibashi H,, Naroíki M., Yamanska N. y Na 

miki K. 1~8J. Formation of mutagens by Paper-N.tt,rite 

reaction. Mut~tion. Res. 9J : 291-295. 

49. Preston-Martin s . 1989. Epidemiological studies of p~ 

rinatal carsinogenesis. ¡ARC. Sci. Publ. (96}:289-314. 

98 



50 . Preussman I) . y Stuar t B . W. 1984 . ~-nit..roso carcino

qens. In Searl e <: . E. cheroi cal carsinogens .. Monogr aphs 

washingt:or1, D. c . : 643-731 , 

5 1 . Sunderson K. E. y Hurl ey J. A. 1988. Linkage Map of -

Sa,únondl.a typi'lÁ.mWI...{um. In Ingraham J .L . , Brooks Low 

K. , Magasan,tlk B., Schaechter M. y Urnbarger H.E. Eó 

c hVLtC.ÍU.ct col.<. and Saimo ne,Ua .typiú .. mu/tAJJ.m . Cellular 

and Mol ecular Biology A. S . M. Washington . D.C . 2 

877 -918 . 

s·) Sanchez M, E. y Jouye N. 1982 . Genética . Ed. OMEGA . -

S.A . Barcelona: 309- 3 40 , 

53. Shamberger R.J. 1984. Genetic Toxicology of ascorbic 

acid. Mutation . Res . 133 : 361 - 69 . 

54 . Shirai A., Uroezawa K., Matsushima T. y Sugimura T. -

1980. Enhancemen of the mutagenicities of N-methyl

N-n i tro-~-nitrosoguanidine and N-methyl-~-ni tros.o

urea by glucosa. Mutation. Res. 72 : 75-77. 

55 . Shuker D. 1989. Detection of aducts Arising from hu

man exposure to N-nitroso compouns. Cancer . Surv. 8 

(21 : 475- 87 . 

9 9~ 



56 . Stea,d A. G. / H.osslbJ.ad V. , Creasen J . P. y Clax ton L ~ 

J 981 . Model .inq th.e Aroes te.st. J4Utat..ion. ~es. 85: 

J 3-27. 

57. Sugimura T. y Sato. S. 1983 . Mu t agens-Carcinogens in 

food. Cancer. Res. (Suppl.43}: 2451-221. 

58. Trosko J.E. y Chang Ch/Ch. 1978. Relationship betwen 

mutagenesis and carsinogenesis . Photochemistry and -

Photobiology. Vol. 28 : 157-168. 

59. wal ker G.C. 1987. Tbe sos respon se of 'f::f)c. hVU:.cJua c..~ 

U . In E6 c. h. VlÁ.c.fUA. c. o U and Salmo riel R. a tc¡ph-ún(JJ!Á.Wn . 
Celular and molecular biology. Americ an Society for 

Microbiology. Washington D.C. 3._: 1346-1357 . 

60. Zardie D.G ., Bletiner M., Trapeznikov V.N., Kuishinov 

J . P . ? Mart iakin E.G , 1 rulja,kuy B,P. 1 Parshikova S.M., 

Tottenberg Y.I., Chail)Xakulou I.S,, Hoajaeava M.C., -

Stich H,F., Rosin 11.P,, Thurnharo D.I., Hjoftman D. 

y Brunnemannm K. D. 19.85. Survey o.f Oral and Oeso

phageal Cancer. ¡nt, Y• cance.r. 36 : J 53-J 58. 

61 . Zeiger E. y Sheldon A,T. J~78a. The mutagenisity of 

heterociclic N-nitrosaroines for $a1mone.Le.a typh-únu~ 
!Uum. Mutati.on.Res. 57 (.J l : 1-7. 

1 0 0 



62 . Zeiger E. y Sheldon ~.T. J978b. The mutqgenisity of 

~-nitrosopiperidine .eor. Sahnoneli.a. .ty¡ahimt.LJUwn, ~ta 

tion. Re$. 57 : 85-89. 

1 o l 


	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Antecedentes
	Objetivos
	Material y Método
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Anexo
	Bibliografía



