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I.- Introduccidén

Los compuestos N-nitrosc son considerados en la actualidad como
un grupe importante de mutdgenos quimicos invelucrados en la
etiologia del cédncer en humanos, Se sabe que estos compuestos son
capaces de inducir tumores en m&s de 40 especies animales
incluyendo primates, habiéndose descrito en el hombre una alta
incidencia de céncer de es&fago, colon y estémago en lugares como
China, Japén y el este de Africa en donde se ingieren alimentos con
alto contenide de compuestos N-nitroso o de gus precursores.

Los compuestos N-nitroso pueden formarse durante la coccidn Y
ahumado de los alimentos © encontrarse en bebidas alcohélicas y en
el humo del tabaco. Sin embargo, se ha reportado que la mayor
exposicién a estos carcindgenos ocurre por su formacién enddgena
en la cavidad acida del estémago a partir de sus precursores
(aminas, amidas y nitritos), que pueden consumirse en bebidas,
alimentos y medicamentos.

Se ha encontrado también, que los alimentos contienen diverscs
compuestos que son antagonicos con el efecto de los mutagenos
quimicos o que inhiben su formacién endégena, por lo que proveen
asl de una alternativa natural para moderar el riesgo de la expo-
sicién a los diferentes carcindgenos quimicos eon los que el hombre
eatd en contacto.

De acuerdo a 1lo anteriormente expuesto, resulta importante
contar con un sistema de ensayo sencillo, rapido y confiable que
permita la identificacién y tamizaje de compuestos de origen

natural, presentes en los vegetales comunes de la dieta mexicana,



que inhiban de alguna manera la reaccién de nitrosacién y por
consiguiente, la formacién de compuestos N-nitroso potencialmente
carcinogénicog,

Para ello se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo general.

Contribuir a la evaluacién y prevencién del riesgo de exposicisén
a compuestos nitrosados potencialmente carcinogénicos, derivados de
la reaccién de nitrosacién de productos aminados y nitritos,
Objativos especificos.

1} Establecer la metodolegla para la formacisén de compuestos
N-nitroso altaménte mutagénicos como la N-nitrosometilurea en un
modelo de nitrosacién in vitro .

2) Determinmar la actividad mutagénica de los productos xre-
sultantes de la reaccién de nitrosacién de metilurea y nitrito de
sodio en el sistema de Salmonella typhimurium

3} Realezar la cuantificacién quimica mediante colorimetria de
los productos resultantes de la reaccién de nitrosacién de metil-
urea con nitrito de sodio.

4} Determinar la inhibicién de la reaccién de nitrosacién de
metilurea con nitrito de sodio, con diferentes concentraciones de
vitamina € por medio del sistema de Ames y cuantificacién colo-

rimétrica.



IX,-Antecedentes

1l.- Exposicién a compuestos N-nitroso

Los compuestos N-nitroso constituyen un grupo extenso de pro-
ductes quimicos cuyo interés de estudio surgio’ desde 1956, cuando
Magee y Barnes pusieron en evidencia la capacidad carcinogénica de
la N-nitrosodimetilamina (1). Posteriormente Druckrey y Preussmann
(2) poatularon que la formacién de nitrosaminas carcinogénicas
ocurre frecuentemente en el humo del cigarrxo, via interaccién de
6xidos de nitrégeno y aminas del tabaco. La primera confirmacion de
la presencia de nitrosaminas en el medio ambiente fue mostrada por
Ender y colaboradores (3), quienes encontraron, después de una
epidemia hepatotéxica trazas de N- nitrosodimetilamina en forraje
para ovejas preservado con nitrito. Con ello se puso de manifiesto
el riesgo de exposicién a compuestos N-nitroso. La actividad entre
los agentes precursores queds demostrada después con los trabajos
de Sander (4} quien mostréd su formacién enddgena en animales de
experimentacioén.

Trabajando en el desarrollc de detectores de alta sensibilidad
y selectividad para nitrosaminas, Fine y colaboradores (5) esta-
bleciercn que la exposicison humana a compuestos carcinogénicos N-
nitroso provenia frecuentemente de la dieta.

Los alimentos en particular, constituyen una fuente muy impor-
tante y probablemente la mas ccnocida de precursores de compuestos
N-nitroso (6).

Los productos preservados son una fuente importante de nitro-



saminas y de sus precursores, ya que durante su manufactura son
tratados con nitrito de sodio. En diferentes trabajos se ha
reportado la presencia de N-nitrosopirrolidina, N-nitrosodimeti-
lamina y N-nitrosopiperidina en carnes y tocinos (7,8).

Los compuestos mutagénicos que se han encontrade en los ali-
mentos pueden formarse durante los procedimientos de coccidn (9,10)
o almacenamiento de los productos. Existen evidencias de que las
reacciones de nitrosaclon pueden ocurrir dentro de la matriz
lipidica de las carnes, mediante un mecanismo de reaccién que
invelucra radicales libres {(11,12,13).

Los pescados, debido a su alto contenido de aminas nitrosables
como dimetil y trimetilamina, han sido objeto de numerosos es-
tudios. Sin embargo, se han detectade niveles muy bajos en el
contenido de N-nitrogsodimetilamina en las muestras estudiadas,
debido posiblemente a que este compuesto es volatil y se pierde en

el mismo proceso de coccién (13,14).

Por otro lado, se ha reportado que la concentracion de nitro-
sodimetilamina puede ser cuatro veces mayor en pescados horneados
con gas que en pescados horneados en aparatos eléctricos, debido
posiblemente a que durante la coccién con gas se producen o6xidos de
nitrégeno que reaccionan con las aminas presentes en los alimentos
{14, 15}.

Ademas de las carnes y pescados, se ha reportado que log
productos lacteos como quesos y leche descremada en polvo, con-
tienen N-nitroscdimetilamina (16,17).

En algunos lugares de Europa se arade nitrato a los quesos para



impedir el crecimiento de especies del género Clostridium. Al
reducirse este nitrato se produce nitrito, que puede dar lugar a
la formacién de compuestos N-nitroso (17).

También se han detectado estos compuestos en algunos de los
aditivos y saborizantes de algunos alimentos como la salsa de soya
y la pimienta blanca o negra ., Asi, el uso de saborizantes en
alimentos curades con nitratos y nitritos representa una fuente

adicicnal de exposicién humana (17,18).

1.1.- Clasificacién de alimentos contaminados con precurscres de
compuestos N-nitroso.

Pe acuerdo a la gran variedad de alimentos mas comunmente
contaminados con compuestos N-nitroso, asi’ como de sus pre-
cursores, estos pueden ser clasificados en cinco grandes grupos
(219):

1) Alimentos preservadog por la adicién de nitrato y/o nitrito,
denominados come productos curados o en conserva {en particular
tocinos, embutidos y gquesos), ya que en los métodos para su
procesamiento y preservacién se introducen especies nitroganteg,

2) Alimentos preservados por ahumado, tal como pescados y
carnes. En este cago, el ¢xido de nitrogenc presente en el ahumado
acttia come agente nitrosante.

3) Alimentos sujetos a desecacién por combustién de gases, por
ejemplo malta para la produccién de cerveza y whisky, leche en
polvo, sazonadores, etc.

4) pProductos preservados con gal, en particular aquellos pre-

‘venientes de plantas como por ejemplo, los vegetales en salmuera,

(&}



en los que la reduccion de nitrato a nitrito puede ser causada por
microorganismos.

5) Alimentos aimacenados bajo condiciones altamente htimedas, que
favorecen el crecimiento de hongos, particularmente de la especie
Fusarium _moniliforme, y a los cuales se les tiene necesariamente
que anadir conservadores

Ademas de las fuentes de exposicién ya mencionadas, pueden
sumarse otras, como por ejemplo la formacién y migracién de
nitrosaminas de los materiales que estan en contacto con los
alimentos. Y por ultimo, el uso de chupones de goma que 3e utilizan
en la alimentacién de los bebes, ya que estos contienen

nitrosaminas que migran a los alimentos (19).

1.2.~ Expogicién ocupaciocnal a compuestos N-nitroso

8i bien los alimentos y bebidas representan la forma de expo-
gicioen de nitrosaminas y nitrosamidas mas importante y frecuente en
la poblacién en general, cuantitativamente no es la mas signi-
ficativa debido a que la exposicién ocupacional a nitrosaminas,
aunque restringida a una parte de la poblacién, es importante
debido a las altas concentraciones gque estos compuestos pueden
alcanzar en el ambiente de trabajo. En la industria del hule, por
ejemplo, la N-nitrosodifenilamina se usa como retardante de la
vulcanizacién. Este compuesto puede intervenir en reacciones de
trasnitrosacién, dando lugar a la formacién de varios compuestos
N-nitrose carcinogénicos. En este tipo de fabricas se ha detectado
la presecia de nitrosodifenilamina, nitrogodimetilamina vy

nitrosomorfolina (7). En otras industrias donde se trabaja con



aminas, asi‘’ como las del curtido y varias otras industrias
quimicas, también se ha detectado altos niveles de nitrosaminas en

el ambiente de trabajo (7).
‘1.3.- Exposicién a ¢ompuestos N-nitroso por tabaco y medicamentos

Por otro lado, el tabaco se ha identificado como otro de los
principales factores etiolégicos de cancer en seres humanos, ya que
es una de las principales fuentes de exposicioén exoégena de
nitrosaminas volatiles, tanto en los fumadores activos como en los
pasivos. Recientemente se han detectado N-nitrosomorfolina y
Nenitrosodimetilamina en los concentrados del humo de tabaco,
siendo la cantidad de nitrosaminas formada dependiente del conte-
nido de nitrito en el tabaco (20}.

Entre 1960 y 1980 se incremento’ la concentracién de nitratos
(del 0.5 al 1 %) dQurante la manufactura de los tabacos, trayendo
esto como consecuencia gque se aumentara el potencial carcinogénico
de los mismos, debido a 1a‘formacibn de derivados N- nitroso de la
nicotina y de la nornicotina. Estas nitrosaminas especificas del
tabaco que han demostrado ser carcinogénicas en animales de
laboratorio, f pueden formarse durante la practica de fumar o de
mascar el vegetal (21},

Se ha detectado que diversos medicamentos empleados frecuente-
mente son susceptibles de nitrosacién, por ejemplo la administra-
cién de piperazina, oxitetraciclina y cimetidina junto con
nitrito de sodio en animales de laboratorio pueden inducir cancer.

El riesgo que representa la nitresacién de medicamentos como



agentes etioldgicos en el céncer , no ha sido totalmente evaluado
hasta ahora debido a la complejidad de factores que afectan las

reacciones in_vivo (22,23,24,25).

2.- Fuente de nitritos y nitratos.

La principal fuente de iones nitrosantes es el nitrito de
godio, el cual puede ingerirse como tal o provenir de la reaccién
de reduccidén del nitrato. Este puede encontrarse normalmente en la
saliva, variando su concentracién de una persona a otra. El
nitrato pasa al estémago e intestino delgado, en donde ea absor-
bido, llegando luego al torrente sanguineo. Otra parte del nitrato
presente en la saliva es convertido in situ a nitrito por la flora
bacteriana de la cavidad oral, pasando directamente al estémago. El
nitrato que ha pasado de la saliva al estémago puede ser reducido
a nitrito mediante la actividad nitrato-reductasa de las bacterias,
generalmente cuandoc el pH del estémago se encuentra en valores de
1 a 3, aumentandoc con ello la concentracién del nitrito y de los
compuestos N-nitrosos. La actividad nitrato- reductasa de las
l'Dacterias se ha visto asociada a una enzima que tiene un grupo
molibdeno, la cual es inducible en presencia de nitrato,
especialmente en condiciones anaerdbicas; adicionalmente se ha
detectado la presencia de una enzima en la bacteria Escherichia
coli, semejante a la nitrato-reductasa que cataliza la reaccién de
nitrosacién (26,27,28).

Otra fuente importante de nitritos y nitratos la constituye el
agua. Asi; se ha relacionado la alta incidencia de cancer del
tracto gastrointestinal en lugares donde el contenido de estos

g



iones en el agua es muy alto, por ejemplo en China y Colombia

(29,30} .

3.- Definicién quimica de compuestos N-nitroso.

Los compuestos N-nitroso se definen como el producto de la
reaccion catalitica a pH acido, entre el ion nitrito y diferentes
compuestos nitrogenades, que pueden ser nitrosaminas o nitrosa-
midas. De acuerdo con el compuesto nitrogenado que ha dado lugar a
su formacidn, se denomina nitrosaminas a los productos de la
reaccién del nitrito con aminas secundarias alifaticas, aminas
terciarias alifaticas y aminas terciarias heterociclicas, derivados
pirimidicos y enaminas. Las nitrosamidas son el producto de 1la
reaccién del nitrito con  N-alquilureas, N-alquil carbamatos,

hidroxilaminas, hidrazinas, hidrazonas y N-alquilamidas (31,32,33),

3.1.- Cinetica de la formacién de ccmpuestos N-nitroso.

La cantidad de producto N-nitrosoc que se pueda formar a partir
de sus precursores, ya sea en una reaccién in vivo o in vitro,
dependeri de la constante de la reaccid, asi como de su origen. La
reaccién de nitrosacién ocurre en varios pasos, en primer lugar el
nitrito de sodic es convertido en 4cido nitroso, el cual es
convertido en alguna de las especies reactivas como anhidro
nitroso, nitrosil-tiocianato, halogenuros de nitrilo o 4&cido
nitroso protonado (34).

El agente nitrosante puede reaccionar con aminas secundarias
alifdticas o aromiticas, siendo una de las principales fuentes de

formacién de compuestos N-nitrosoc. Esta reaccidén puede llevarse a



cabo durante la cocciétn de los alimentos o en procesos de
fermentacién. La reaceién entre el &cido nitroso y aminas
secundarias, a la inversa de las aminas primarias, producen
compuestos muy estables. En la mayoria de los casos, esta reaccién
ocurre mediante la formacién de anhidro nitroso, a partir de dos
moléculas de &c¢ido nitroso. Se ha calculado que el pH &ptimo para
que se lleven a cabo estas reacciones estd entre 2.5 y 4. Como el
pH del jugo géstrico es cercano a 3.5, pueden darse las condiciones
para que las reacciones de nitrosacién se efectien in yive

(35,36).

3.2.- Formacldn endogena de compuestos N-nitroso.

La reaccidn de nitrosacién de compuestos nitrogenados (aminas y
amidas}, puede llevarse a cabo en la cavidad del estSmago del
hombre y de los animales. Existen evidencias que sugieren que la
reaccién in vivo sigue una cinética semejante a la que se ha
reportado para la reaccién in vitro. Aunque debido a la dificultad
de cuantificar los compuestos N-nitroso formados, y a loa
diferentes factores que pueden modificar su reaccidn in vivo, es
diffcil conocer su cinética con precisién. No obstante OShi..ma Y
Bartsh (37) han destacade que la formacién in vivo en seres
humanos de N-nitrosoprolina a partir de nitrito y prolina, sigue la
cinética de las reacciones .de nitrosacién de aminas secundarias
observadas in vitro.

También existen evidencias indirectas, de que el consumc de
precursores de nitrosaminas, o de las propias nitrosaminas, cons-
tituye un factor importante en el rieséo de céncer. Al estudiarse

10



comparativamente dos regiones de China que presentaban en un caso
alto y en el otro bajo riesgo de céncer de esSfago para el hombre
Y los animales domésticos, se encontrdé que el contenido de nitro-
saminas, especialmente en los vegetales, fué muy superior en 1la
re‘gién de alto riesgo. Por otra parte se ocbservd que el contenido
de aminas secundarias y especialmente de nitritos en el suelo y en
los granos, fue el doble de lo que se detectd en el &rea de bajo
riesgo (38).

En otros estudios, tanto en animales como en pacientes a los
que se les habia practicado la vagotomia, a pesar de que resultd
diffcil hacer una correlacién del contenide de compuestos N-
nitrosc, si se pudo demostrar gue era mayor la cantidad de estos
compuegtos cuando los valores de pH ge encontraban entre 1.5 y 4
(39).

La reacecién de nitrosacién in vivo puede estar mediada por
bacterias y macrSfagos activados. Por ejemplo, existen estudios
epidemioclégicos, en los que se ha reportado que sujetos con
infeccicnes urinarias tienen mayor riesgo de padecer céncer de
vejiga del tipo carcinoma de c€lulas escamosas. En estos individuos
ge han encentrado altas concentraciones de compuestos N-nitroso
(39).

Las infecciones parasitarias también pueden incrementar de
manera importante la sintesis de nitrosaminas en el hombre, tal
como se encontrd en sujetos Tailandeses infectados con Cpisthorchis
viverrini, (lombriz del higade). Se observd que estos individuos
tenfan aumentada 10 veces més la sintesis de compuestos N-nitroso
(39).
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Todos estos resultados, conjuntamente con el conocimiento de la
producecion de tumores por compuestos N-nitrose en més de 40
especies animales incluyendo primates, sugieren claramente el papel
de los compuestos N-nitroso en la etiologia del cédncer en el humano

(39) .

4.~ Sustancias que inhiben la formacién de compuestos N-nitroso.

Por otro lado, la formacidn de nitrosaminas y nitrosamidas
puede ser inhibida por diferentes sustancias que se encuentran
distribuidas en la naturaleza y que han sido encontradas entre los
componentes de la dieta del hombre, principalmente entre 1las
plantas. En llas se ha encontrado que la cafeina, &cido caféico,
alfa-tocoferol (vitamina E) y 4cido ascSrbico (vitamina C), entre
otros, pueden inhibir la formacidn in vitro de compuestos N-.
nitroso, o también la formacibn de tumorés en animales tratadoa
conjuntamente con nitritoc de sodioc y aminas, émidaa o ureas
(40,41,42,43).

Existen evidencias de gue una dieta rica en vegetales y frutas,
frecuentemente se encuentra asociada a una baja incidencia de
céncer. Asi se ha demostrado que en personas que consumen
frecuentemente col, brécoli, y frijoles, es menor el riesgo de

contraer cincer de colon,
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5.- Ensayo de mutagenesis,

Una de las pruebas para la‘identificacién de mutigenos més
difundida es la desarrcllada por el grupo del Dr. Bruce N. Ames, la
cual utiliza como sistema bioldgico diversas cepas bacterianas
mutantes aisladas de cepas silvestres de Salmonella typhimurim.

Las bacterias mutantes (auxdtrofas his-) a diferencia de las
silvestres (prot&trofas) requieren histidina para crecer, y la base
de la prueba consiste en revertir el fenotipo mediante la induccién
de mutaciones en el operén de la histidina, lo que confiere a las
revertantes la capacidad de desarrollarse en medics carentes del
aminodcido, o con cantidades limitantes de 61 {44).

Uno de les aspectos interesantes de esta prueba, ademis de su
f&cil manipulacién, bajo costo y rapidez en su ejecucidn, deriva
del conocimiento de los cambios moleculares ccurridos en el operén
de la histidina como consecuencia de las mutaciones originales, lo
que permite averiguar, no tan solo si un agente quimico es
mutagénico, sino ademis a través de qué mecanismo induce la
mutacién (44).

Varias de estas cepas se originaron; en efecto a través de
sustituciones de bases y otras por desfasamiento de la secuencia
nucleotédica {frameshift), lo que implica que su reversién requiere
del concursao de los mismos mecanismos, es decir sustitucién de las
bases adecuadas en el primer caso o eliminacién en el segundo, para
asf correr la secuencia y restablecer el cédigo genitico {44).

El grupc del Dr. Ames ha incrementade ademis la sensibilidad del
sistema mediante modificaciones genéticas adicionales a las cepas

y son las siguientes:
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a) Reparacién deficiente del ADN. Las cepas son deficientes en
el sistema de repacién por escisién como resultado de una delecidén
en la.regién uvrB del cromosoma, lo que permite la deteccidn de
mutacicnes que normaimente son reparadas (44).

b) Alteracién de la permeabilidad. Como la pared celular de
Salmonella typhimurium no es permeable a moléculas de gran tamafio,
se seleccionaron mutantes que presentan un defecto en la capa de
polisacdridos que recubre su superficie, con lo que se facilita el
acceso de los compuestos al interior de la célula (45).

¢} Introduccién de pl&omidos. Con la introducién a las células
de moléculas circulares de ADN con replicacién auténoma, y porta-
doras de informacidén que les confieren resistencia a antibiéticos,
se ha visto incrementada la sensibilidad de las cepas a mutigenos
(46) .

d) Biotransformacién de agentes quimicos. En los mamiferos
existen sistemas enzimiticos in vivg responsables de la transfor-
macidén metabélica de los compuestos gque entran al organismo y que
est&n ausentes en microorganismos. Por ello, la prueba de Ames ha
sido complementada mediante la adicién de homogenados de Srganos de

roedores o humanos que contienen las enzimas correspondientes (47).



IIT. Mé&todos.

1,1.-Reaccidén de nitrogacidn.

-La reaccién de nitrosacién de metilurea con nitrito de sodioc se
realizé de acuerdo a la metodologia descrita por Stich y
colaboradores {48}, con una leve modificacidn.

Se cold 0,011 g de metilurea y 0,0413 g de nitrito de
sodio en un recipiente con tapén de rosca, se agregaron 6 ml de
amortiguador estandar, se ajustd el pH a 3.6 para iniciar 1la
reaccién, y se incubd a temperatura ambiente { 22°C por 60
minutos) . Transcurridec este tiempo, se pard la reaccién agregando
'0.750 ml de una solucitn de sulfamato de amonio {0.300 g/ml.} y se
incubé con agitacién a 4°C por 15 minutos.figura 4.

Se tomd una pequefla muestra (0.500 ml.) y se guardd a 4°C para
hacer la determinacién quimica posteriormente. Al volumen restante
se le ajustd el pH a 7.4 para la prueba de mutagénesis (Disefio
experimental I ) figura 4.

Para las pruebas de inhibicibn de la reaccibén de nitrosacién, se
agregé la vitamina C 6 los extractos de frijol a la metilurea justo
antes de la adicién del nitrito de sodio y el amortiguador estandar

{ Disefio experimental II )

1.2.- Cuantificacién quimica de la reaccién de nitrosacién.
La determinacién quimica de los productos resultantes de la
reaccién de nitrosacién de metilurea y nitrito de sodio ge ‘realizé

de acuerdo a la metodologia colorimétrica descrita por Whong y
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colaboradores (45)}.

Se tomaron 0.025 ml de la muestra de la reaccién de nitrosacién
que se guardd a 4°C, y se colocS en un tubo de ensayo, se agregé 1
ml de &cido bromhidrico al 1 % en &cido acético, se incubd a 25°C
por 10 minutos. Transcurrido este tiempo se agregaron 2 ml reactivo
de Gries, se esperd 10 minutos y se leyd a 55 nm en un

espectrofotdmetro {(figura 5).

2.-Ensayo de mutagenesis (prueba de Ames).

Las cepas de S, typhimurium usadas para las pruebas de mutage-
nicidad fueron las siguientes: TALl535 y TA100, ambas cepas poseen
una mutacién en el codon 96 del gen de hisG4§ el cual tiene un
triplete GGG que codifica para la sintesis de prolina en lugar de
un triplete GAG que codifica para la sfintesis de leucina como en el
caso de la cepa silvestre LT2 de la cual se originaron. Estas cepas
solo pueden ser revertidas por mutdgenos que actiian a nivel de
substitucién de bases en el par G/C del codon 96 del gen hisG.
Ademds estas cepas también poseen una delecidn del gen rfa que las
hace mis sensibles al pasc de los compuestos de gran tamafio por
carecer de una lipoproteina de la pared celular. Otra carac-
teristica de estas cepas es una delecidén en el gen uvrB involucrado
en el sistema de reparacién por escisidn la cual se introdujo para
mejorar la eficiencia del sistema en la deteccién de compuestos
capaces de daflar al ADN, ya que el sistema de reparacién por
escigién podrd en gran parte eliminar el dafio inducido por esos
compuestos {44,45).

La cepa TA100 fué obtenida al introducir el pldsmido pKmlOl en
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la cepa 1535, el cual contiene los genes umuB ¥y umuC gue promueven
el mecanismo de reparacién propenso a error y esto la hace més

sensible (46).

2.1.~ Obtencién y mantenimiento de las cepas de prueba.

Se recomienda obtener las cepas bacterianas directamente del Dr.
Ames: Biochemnistry Department, University of California, Berkeley,
California, 94720, BC43, U.S.A.

Las bacterias obtenidas por conducto del Dr. Rmes vienen en
discos de papel filtro impregnadeos con cultivos recientes de cada
cepa, dentro de bolsitas de pléstico con agar blando para evitar su
desecacién. Los discos se colocaron con pinzas estériles en 5 ml
de caldo nutritivo y se incubaron teda la noche (aproximada-mente
16 hrs.) .a 37°C con agitacién. Los cultivos asi obtenidos se
sometieron a las pruebas para verificar la presencia de los
marcadores genéticos, asi como la frecuencia de reversién espon-
t:‘anea, y se determind la sensibilidad a mut&genos conocidos. Se
prepararon ademéds los cultivos permanentes colocando 0.8 ml de la
suspensién bacteriana (incubada 16 hrs) m&s 0.09 ml de dimetil
sulféxido (DMSO) y se congelaron réipidamente sobre hielo seco para
mantenerleg a -80°C (50).

Para evitar congelar y descongelar constantemente los cultivos
permanentes se prepararon cajas de petri de reserva con cultivos
que se guardaron a 4°C por ]| o 2 meses. Se tomS con un aplicador
de madera estéril una muestra del cultivo permanente y se sembré
en 5 ml de caldo nutritivo, posteriormente se incubé con agitacién

por 16 hrs a 37°C, Yy se comprobaron nuevamente los marcadores
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genéticos, reversién esponténea y sensibllidad a mutdgenos {50},

Log cultivos para las pruebas de mutagénesis se obtuvieron
tomando con una asa estéril una colonia de bacterias de las cajas
de reserva, se sembraron en 5 ml de caldo nutritivo, y se incubaron
a 37°C por 16 hrs, con agitacién (50).

Para obtener nuevos cultives de reserva en cajas petri, se
recomienda tomar de leos cultivos permanentes que se encuentran a
-B0°C y no de las cajas de reserva que se van a desechar ya que
pueden haber perdido los marcadores genéticos. Si algunas de las
cepas de prueba pierde parcial o totalmente sus marcadores es

recomendable obtenerla nuevamente por conducto del Dr Ames (50).

2.2,- Métodos para verificar la presencia de marcadores genéticoa

y determinar la frecuencia de reversidn espontdnea.

a) Reguerimiento de histidina. Se sembré por medio de estrias el
cultivo de 16 horas sobre cajas conteniendo medio minimo de Vogel-
Bonner. Se hizo lo mismo sobre medio minimo complementadeo con un
exceso de histidina. Solamente hubo crecimiento en las cajas
complementadas con histidina-biotina (fig.1).

b) Sensibilidad al cristal violeta. Para verificar el marcadeor
nrfan (modificacién de la pared celular), se detexrminé la sensibi-
lidad de las cepas al cristal violeta. Para ello se hizo una estrfa
aplicando una sol'ucién de cristal viocleta ( 1 mg/ml } sobre medio
minimo con exceso de histidina, de manera que dividiera en dos la

caja petri y se dejo secar. Posteriormente se colocéd una estria del
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cultivo de bacterias perpendicular-a la de cristal violeta, y se
incubé de 12 a 24 horas a 37°C. Una zona de inhibicién de
creéimiento se observ6 en el cruce de las dos estrias, esto indicé
la presencia de la mutacién (fig.2,3).

c) Presencia del pl&smido. La presencia del pl&smido se veri-
fic6 comprobando la resistencia de las cepas a la ampicilina.

Para ello se hizo una estrfa aplicando una solucién de
ampicilina (0.1 ml de una solucién de 8 mg/ml en hidréxido de sodio
0.02 N) sobre medio minimo con exceso de histidina, de manera que
divida en dos las caja y se dejo secar. Posteriormente se colocd
una estrfia del cultivo perpendicular a la de ampiciiina, y se
incubd de 12 a 24 horas a 37°C. Las cepas que contenian el pldsmido
no mostraron inhibieién del crecimiento en el cruce de las dos
estrfas (fig. 2 y 3).

d) Frecuencia de reversidén esponté&nea. Se colocd 0.1 ml del
cultivo en un tubo que contenia 2 ml de agar de superficie a 45°C,
se homogenizd perfectamente, se vacio en una cajas que contenia
medio minimo de Vogel-Bonner, se distribuyd perfectamente, y se
incubS a 37°C por 48 horas. Posteriormente se contd el ndmero de

colonias revertantes por caja {fig.2 y 3) (50).

2.3.-Prusba de mutagenicidad de la reaccién de nitrosacidn

La mutagenicidad de los productos de la reaccién de nitrosacién
de metilurea con nitrito de sodio, se realizé de acuerdo al método

descrito por Ames con una modificacién de Stich y Rosin (48).
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Se centrifugaron 3 ml de un cultivo de 16 hrs de Salmonella
typhimurium (cepa TA1535 & TA100), por 10 minutos a 3000 rpm. Se
resuspendié el botén en 3 ml de la reaccidn de nitrosacitn y se
incubd 1la suspensién a 37°C con agitacién por 20 minutos.
Transcurrido este tiempo se centrifugé nuevamente a 3000 rpm por 10
minutos, se resuspendid perfectamente el botén en un amortiguador
de fosfatos salino pH 7.4 (PBS) y se centrifugo nuevamente en las
mismas condiciones. Se obtuvo el botén y se resuspendié en PBS al
volumen original {3ml), posteriormente se tomaron 100 ul de la
suspensién bacteriana (para la prueba de mutagénesis), y se coloed
en un tubo que contenia agar de guperficle, se agitd perfectamente
y se sembrS en una placa de medio mfnimo, se dejé gelificar y se
incubd a 37°C por 48 hr. Se Conté el nfimero colonias revertantes

por caja { ver figqura 6 y 7}.

2.4.-Prusba de sobrevida.

Por otro lado se tomaron 100 ul de la misma suspengién bacte-
riana y se realizaron diluciones seriadas 1:10 en PBS hasta 1 X 10%.
Se tomaron 100 ul de las Gltimas dos diluciones (1 X 10* y 1 X 10%
Y se colocaron en tubos que contenfan medio completo de superficie,
se agitaron perfectamente y se sembraron en cajas con medio
completo. Pos_teriorment;e se incubaron por 24 horas a 37°C y se

conté el nimero de colonias sobrevivientes por caja .(Eig.7) .
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3.-0Obtencién de los extractos de frijol (Phaseolus vulgaris)
var. flor de Mayo.

Los extractos de frijol fueron proporcionados por la Dra. Elvira
Gonzdlez del Depertamento de Posgrado e Investigacién en Alimentes
de la Universidad Auténoma de Queretaro. Se obtuvieron de la testa
cdscara de frijol variedad flor de mayo porque se encontrd que
contenfa una gran cantidad de polifenoles, los cuales se han
descrito como antimutagénicos y anticarcinogénicos de una gran
variedad de quimicos gque incluyen hidrocarburos aromidtices
policielicos, aflatoxina B y N-metil-N-nitrosoguanidina (51).

Una vez gue ge adquirié el £frijol se limpié cada uno de ellos
con una gasa para eliminar sustancias extraiias que se puediera
quitar de esta forma. El descascarillado se realizé en forma manual
auxilidndose de una navaja o bisturi, procurando s6lo desprender la
cagcarilla. Posteriormente se realizd la molienda la cual consistid
en reducir el tamafio de la cascarilla hasta obtener un polvo més ©
menos fino, con la ayuda de un mortero.

Para la extraccién se usaron tres solventes: metanol 100% ,
metanol-agua al 50% y agua al 100% (fig 8).

3.1.- Rotoevaporacidn.

Se utilizd esta estrategia para llevar a sequedad los extractos:
metandlico y metanol-agua, eleminando de esta manera los solventes
sin que se dafiaran dichos extractos, utilizando temperaturas

inferiores a los 50°C.
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3.2.- Liofilizacién.

Para esta accién se requirié que los extractoS se encontraran
disueltos en agua desionizada estéril para poder ser congelados a
-50°C antes de liofilizarlos. El extracto acuoso fue el dnico que
ge leofilizo directamente después de la extraccidn, sin pasar por
ningdn otro proceso.

Los extractos para las pruebas de antimutagénesis se disolviexon
en DMSO,

La prueba de Ames (pruebas de mutagénesis) se realizaron por
triplicado v los valores que se obsefvan en los resultados son los

promedios de estos, con sus respectivas desviaciones estandar.
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IV.-Resultados y discusidn

La reaccién de nitrosacién se realizé siguiendo la metodologia
descrita por Stich y colaboradores (49). Se utilizé la misma
concentracidn de metilurea (MU} a 25 mM y nitrito de sodio (N.S) a
100 mM, asi como el pH del amortiguador estandar (3.6}, el tiempo
de imcubacién (30 minutos) y la temperatura ambiente (22°C),
condiciones en las que los autores mencionados obtuvieron una
respuesta para la nitrosacién.

Los primercs experimentos se realizaron para confirmar que se
produjera la reaccién de nitrosacidén de metilurea con nitrito de
sodio bajo estas condiciones experimentales. Sin embargo, no se
detectd ninguna respuesta positiva medida por los siguijentes
parimetros: cuantificacién por - colorimetriz de la formacién de
N-nitrosometilurea y mutagenicidad mediante la prueba de Ames
(datos no mostrades) .

La concentracién de N-nitrosometilurea (N-NMU) formada se evalué
de acuerdo a una curva patrén de N-NMU pura.

Debido a que en los primeros experimentos no se obtuvo una
respuesta positiva, se planted el realizar varias cinéticas de la
reaccidén de nitrosacién, variando el tiempo de incubacién
(5,10,20,30,40,50 v 60 minutos), asi como el pH del amortiguador
estandar utilizado (4.0,3.6,3.4 y 1.2).

Los resultados se pueden observar en la tabla 1 , gréafica 1
(tendencia de los resultados), donde claramente se ve gque la
reaccién de nitrosacién de metilurea con nitrito de sodio esté

directamente relacionada con el tiempo de incubacién, ya que
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conforme transcurre el tiempo hay un incremento en la concentracién
de N-NMU formada, observéndose una buena correlacién para cada
cinética de nitrosacién. Los valores obtenidos fueron los
sigulentes: para la cinética a pH 4, el valor de R=0.985, para la
cinética a pH 3.6 el valor de R=0.938, para la cinética a pH de 3.4
el valor de R=0.B888 y por tltimo para la cinética a pH 1.2 el valor
de R=0.833,

En cuanto al pH de la reaccién también se observa gue hay un
incrememto de N-NMU conforme baja el pH de la reaccién, es decir
cuando es mide 4cido, dando como resultado gue a un pH de 1.2 se
obtenga la mayor concentracién, en contraste con un pH de 4.0 donde
se forman concentraciones menores de N-NMU, como se puede observar
en la grafica 1. De acuerdo a los resultados obtenidos en las
cinéticas de nitrosacién se escogieron las condiciones Sptimas para
que se llevara a cabo dicha reaceién. El1 pH del amortiguador
estandar seleccionado fue de 3.6, ya que entre este pH y el de 3,4
se encontrd que la reaccidn de nitrosacibén no era excesivamente
répida, observindose una correlacién de R=0.9388. Teniendo en
cuenta estos resultadeos, no se varié el pH con respecto a la
metodologia original, ya que se obtiene una buena formacién de
N-NMU asi como también una buena correlacién de esta cinética. Por
otra parte, este pH es cercano al del jugo gdstrico, siendo estas
las condiciones en que se lleva a cabo la reaccidén de nitrosacidn

ﬁa tinica variacién que se le hizo a la metodologfa original, fue
el tiempo de incubacidén, el cual guedd en 60 minutos, tomandeo en

cuenta los resultados obtenidos de las cinéticas de nitrosacién.
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Una vez egtablecidas las condiciones Sptimas para que se llevara
a cabo la reaccibén de nitrosacién, el siguiente paso fue probar la
mutagenicidad del compuesto obtenido (N-NMU) como resultado de la
reaccién de nitrosacién de metilurea con nitxito de sodio en el
sistema de Ames. Se utilizaron dos cepas de Salmonella typhimurivm
TA1S35 y TAl00, y los resultades se muestran en la tabla 2 y
grifica 2. En ellas se observa claramente la respuesta mutagénica
de la reaccién de nitrosacién (RN} en ambas cepas. El criterio
utilizado para decidir su mutagenicidad fué el de gque se
incrementara al doble o mis la reversién espontédnea de las cepas
correspondientes.

Para la cepa TA1535 el niimero de colonias revertantes espon-
ctdneas (RE) por caja en promedie fue de 20 y con la reacci6én de
nitrosacién (RN) fue de 1161 colonias revertantes por caja,
incrementédndose 58 veces mis la reversidn esponténea de dicha cepa.

Esto indica que el producto de la reaccién de nitrosacidn
realmente es mutdgenico, ya que existe una marcada diferencia entre
los grupeos tratados (reaccidn de nitresacién) y los grupos testigo
(reversidn esponténea), En el caso de la cepa TAl00 el niimero de
revertantes esponténeas fue de 151 y con la reaccién de nitrosacidn
fue de 1310 colonias revertantes por caja en promedio,
incrementandose 8 veces mis la reversidn eabonténea, lo cual indica
que también es mutagénica para esta cepa.

Para ambas cepas el producto resultante de la reaccién de
nitrosacién de metilurea con nitrito de sodio fue altamente
mutagénico, pero la cepa TA1535 fue mis sensible para detectar

dicho compuesto en comparacidén con la cepa TA100, por lo cual se
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decidié trabajar los siguientes experimentos unicamente con la cepa
TA1535.

En el mismo experimento se probd la mutagenicidad de los
reactantes por separado, en las mismas condicicnes experimentales,
la metilurea (25 wmwM} y el nitrito de sodio (100 mM) en las
concentraciones utilizadas para la reaccidn de nitrosacién, en
ambas cepas {TA1535 y TA100), los resultados se pueden cbservar en
la tabla 2. y gréfica 3.

La metilurea (MU) no causb ningiin efecto mutagénico en la cepa
TA1535 ni en la cepa TAl00, ya que los valores obtenidos del nimero
de colonlas revertantes por caja se encuentran en el rango de la
reversién espontdnea de cada cepa. En el caso del nitrito de scdio
(NS) ocurre lo mismo, ya que el ndmero de coloni-as revertantes son
similares a la reversifn esponténea de cada cepa, esto indica que
los reactantes por separado no c¢ausan ningin efecto mutagém’.co,
pero al ponerse juntos a reaccionar en condiciones 4cidas se forma
un compuesto altamente mutagénico.

Posteriormente se realizaron 5 experimentos en las mismas
condiciones ya establecidas, para saber si la mutagenicidad de la
reaccién estaba directamente relacionada a la concentracién del
producto formado (N-NMU). Esto lo podemos observar en la tabla 3 y
grifica 4. En todos los experimentos se realizd la cuantificacién
de N-NMU por colorimetria asi como la evaluacién de mutagenicidad.
Los resultados obtenidos indicaron que la mutagenicidad esta
directamente relacionada a la econcentracién del producto formado
(N-NMU}, ya que en cada uno de los experimentos se produjo

diferente concentracion de N-NMU. El rango de concentracién se
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encuentra entre 497.8 ug/ml como minima, con un nUmero de 1225
revertantes/caja ¥y 590.1 ug/ml como midxima, con un nidmero de 1912
revertantes/caja, indicando esto una relacidén directa entre
concentracién de N-NMU formada y mutagenicidad _de la misma.

Con estos resultados, queda demostrade gque la reaccién de
nitrosacién de metilurea con nitrito de sodio si se estd llevando
a cabo, ya que se encontraron las condiciones &ptimas para dicha
reaccidn, y se obtuvo una respuesta positiva con los parémetros
utilizados,

El siguiente paso fue determinar si la reaccién de nitrosacién
podrd ser inhibida por la vitamina C para lo cual se realizdé una
curva concentracidn-respuesta de inhibicidén,en donde se probaron
las siguientes concentraciones de vitamina C: 2.5 mg/ml,S5.0
mg/ml,7.5 mg/ml y 10.0 mg/ml de reaccién., Se realizaron las
determinaciones quimicas y la mutagenicidad de la reaccidn de
nitrosacién a la cual se le agregé la vitamina C. Los resultados se
pueden cbservar en la tablas 4 y grafica 5 en donde se mididé la
concentracidn de N-NMU formada mediante colorimetria. En ellas
podemos ver una disminucidn concentracién respuesta de la vitamina
C sobre la reaccidén de nitrosacién, con una correlacién de
R=-0.952, Para corroborar esto se realizaron las pruebas de
mutagénesis, para lo cual se probaron las mismas concentraciones de
vitamina C con la reaccidn de nitrosacién. Los resultados obtenidos
se pueden observar en la tabla 5 y grédfica 6. De igual manera se
cbserva una disminucién en el nimero de revertantes/caja conforme
se aumenta la concentracidn de wvitamina C. El porcentaje de

inhibicién se calculd de acuerdo a la siguiente formula (52).
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PORCIENTO DE INHIBICION e mmmmmena X 100

As No. de colonias revertantes inducidas por el control

positivo (Reaccién de Nitrosacién).

B= No.colonias revertantes inducidas por el control

positivo + vitamina C.

C= No. de ¢olonias revertantes inducidas con el control

negative (vitamina C sin reaccibén de nitrosacién) .

El porcentaje de inhibicidén para cada concentracién se presenta
en la tabla 5, en donde éste incremenca conforme aumenta la
concentracisn de vitamina €, obteniédose hasta un 59% de inhibicién
a la méxima concentracidn evaluada {10 mg/ml), lo cual indica un
claro efecto concentracidn-respuesta,

ror otro lade, en este mismo experimente se midié la toxicidad
para determinar si efectivamente el decremento observade se debia
a la inhibicién y no a la muerte de las bacterias por toxicidad de
la vitamina €. Los resultados rambién se muestran em la tabla 5 y
grifica 6. En donde puede observarge que el nlmero de bacterias
gobrevivientes disminuye conforme se aumenta la concentracidn de’

vitamina C pero este decremento no es importante, bajando de un
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100% a un B87.12% en la méxima concentracién probada, por lo que hay
un 12.8% de toxicidad, 1o cual es un valor muy pequefio, siendo ain
menor la toxicjdad para las otras concentraciones evaluadas (5.6 %
Yy 7.3 %¥). Los resultados anteriores indican que la disminucién en
el nimero de revertantes se debe a que hay una verdadera inhibicién
de la reaccidn de nitrosacidn por la vitamina C y no a la toxicidad
de la misma. Por lo anteriormente expuesto se puede plantear que la
vitamna € inhibe la reaccién de nitrosacidén de metilurea con
nitrito de sodio y por consiguiente la formacidn de N-NMU altamente
mutagénica.

Estos resultados concuerdan con estudios realizados con ante-
rioridad en los cuales se encontré que la vitamina C inhibe &
bloquea la formacién in yitro de compuestos N-njitrxoso altamente
mutagénicos y carcinogenicos, debido a que el &cido ascérbico
{vitamina C) reacciona con el nitrito de sodio mediante una
reaccién de 6xido-reduccién forméndose mondéxido de nitrogeno y
dcido dehidro-ascérbico, ocurriendo esta reaccidn especialmente a
un pH menor de 5.0. La reaccifn entre el &4cido ascérbico y el
nitrito de sodio se lleva acabo mediante un ataque electrofilico
del agente nitrosante y el agente reductor, la afinidad del agente
nitrosante es mucho mayor sobre dicho agente reductor que sobre el
compuesto aminado como se ha demostrado en reacciones in vitro (53,
54} .

También se ha reportado que el &cido ascédrbico bloquea 1a
mutagenicidad de N-methil-N-nitro-N-nitrosoguanidina y otros
compuestos N-nitroso antes de su formacién (51). Por otro lado se

ha demostrado que no solo bloquea la reaccién de nitrosacidén in
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vitro, sino que al administrarse a animales tratados con nitrito de
sodio y compuestos aminados como la aminopirina, dimitilamina,
metilurea y prolina, se inhiben tanto las mutaciones detectables en
bacterias por el ensayo via el hospedero, asi como la frecuencia de
tumores inducidos por la nitrosacién enddgena de compuestos
aminados (55, 56, 57, 40).

En recientes estudios in vivg en roedores y humanos utilizando
la metodologia descrita por Ohshima y Bartsch (58), donde se mide
la formacién de N-nitrosoprolina en orina, a partir la adminis-
tracidn de nitrito de sodio y prolina ha comfirmado la suposicién
de numerosos estudios in vitro que la vitamina C claramente inhibe
la formacién enddgena de compuestos N-nitroso (59,60).

La potente actividad de la vitamina C para eliminar el nitrito
de sodio puede ser un importante compenente en el decremento de la
incidencia de céancer gastrico en muchos lugares del mundo (61, 62,
59).

En el presente trabajo se utilizé la vitamina C precisamente por
sus caracteristicas para reaccionar con el nitrito de sodio y por
consiguiente la inhibicién de la formacién de N-NMU, ya gue era
importante que el modelo de nitrosacién de metilurea con nitrito de
sodio in yitro contaré con un control de inhicién, debido a que el
modelo se utilizaria en la identificacién y seleccién de compuestos
de origen natural presentes en los vegetales comunes de la dieta
mexicana que inhiban la reaccién de nitrosacién.

Por otro lado con esta metcodologia se probaren 3 extractos
obtenidos de testa de frijol Phaseolus vulgaris variedad flor de

mayo, para evaluar su efecto sobre la reaccién de nitrosacidn, ya
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que se encontrdé que contenfan polifenocles (resultadogs no
mostrados), los cuales se han reportado como antimutagénicos para
una gran variedad de compuestos quimicos (51). Los extractos
estudiados fueron los siguientes: Extracto metanolico {(ME), ex-
tracto metanol-agua (ME-AG) y extracto acuoso {(ACU). El esquema de
obtencién de los extractos se muestra en la figura 8.

Los controles que se utilizaron en este experimento fueron los

siguientes: reversién espontinea de la cepa TA1535 (RE), metilurea
(MU}, Nitrito de sodio (N.S) y reaccién de nitrosacidn (RN).
Los resultados obtenides los podemos observar en la tabla 6 y
grifica 7, en donde podemos observar una vez mis, que los
reactantes por si solos no dan ningin efecto mutagénico, pero
cuando se ponen a reaccionar juntos en condiciones &cidas dan un
efecto altamente mutagénico, obteniéndose un nimero de revertantes
de 1912 por caja. A estos mismos tratamientos se les realizé la
prueba de toxicidad, de acuerdo al nimero de coclonias scbrevivintes
por caja, los resultados los podemos observar en la tabla 7 y en la
grdfica 8, La MU es téxica en un 37.5 %, el nitrito de sodio es
t6xico en un 43.75 % y la reaccidn de nitrosacidén en un 75 % para
la cepa TAl535 de _S.typhimurium . A pesar que la reaccién de
nitrosacién es muy téxica, se obtuvo una mutagenicidad muy alta,
indicando esto que las pocas bacterias que no se mueren, en su
mayorfa son mutadas. Esto nos habla de la potencia mutagénica del
producto resultante de la reaccién de nitrosacién de metilurea con
nitrito de sodio.

Los resultados del efecto de los extractos de frijol scbre la

reaccién de nitrosacifn se muestran en la tabla 8 y grdfica 9. Y la
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toxicidad de los mismos en la tabla 9 y gr&fica 10. Los extractos
ge probaron en dos concentraciones 1 mg/ml y 2 mg/ml de reaccién.

El extracto metanédlice (ME) a 1 mg/ml mostré una disminucién en
el niimero de colonias revertantes por caja con respecto a la
reaceién de nitrosacién (control positivo), obteniende una
inhibicidn del 31.5%, pero presentd una toxicidad del 33.4%, 1lo
cual sugiere que este decremento en la mutagenicidad es debido a. su
toxicidad y no a una verdadera inhibicién. En el casc de de la
concentracisén de 2 mg/ml si se obtuve una inhibicién real de la
mutagenicidad, la cual fue del 38.9 %, sin haberse observado
toxicidad. Lo anterior indica que la inhibicidn observada real-
mente se debid al extracto de la planta.

En el caso del extracto metanol-agua (ME-AG) a 1 mg/ml, se
obtuvs una inhibicién del 20.6 % , con una toxicidad del 50 %. Lo
anterior indica que esta reduccidén en el niimero de revertantes por
caja es debido a la toxicidad del extracto. Para 2 mg/ml se cbtuvo
una inhibicién del 33.95 con una toxicidad del 16.7 %. En realidad
se obtiene una inhibici6n del 17.2 % al restarse la toxicidad del
extracto.

Para el extracto acuoso (ACU) a 1 mg/ml se obtuvd una inhibi-
cién del 51.3%, con una toxicidad del 75 %, esto indica que la
reduccién del nimero de colonias revertantes por caja es debido a
la toxicidad del extracto, Para 2 mg/ml se obtuvo un 65.5 % de
inhibicidSn con una toxicidad del 58.4 pero realmente se tendria’
una inhibicién del 7.1 % al restarse la toxicidad del extracto.

Los regultados obtenidos sugieren que aunque los tres extractos

inhiben la reaccién de nitrosacién, el mis efectivo fue el extracto
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metandlico a una concentracién de 2 gm/ml, ya que se observéd una
inhibicién de casi el 40.0 %. Y el mé&s téxico fue el extracto
acuoso, pero a pesar de esto la inhibicidn de mutagenicidad que se
obtuvo para los tres extractos fue a los 2 mg/ml con una toxicidad
menor que a 1 mg/ml,

Egtos resultados no son concluyentes ya que es necesario
realizar curvas de concentracién-respuesta para cada extracto y
corroborar la toxicidad de los mismos.

Con todos los resultados obtenidos se puede plantear que la
metodologia quedé establecida para ser usada en la busqueda e
identificacidn de compuestos de origen natural vresentes en los
vegetales comunes de la dieta mexicana que inhiban la reaccién de
nitreogacién de metilurea con nitrito de sodio y por consigulente la
formacién de compuestos N-nitroso potencialmente carcinogénicos.

Con este modele se preteride como ya se menciono anterlormente
buscar compuestos que inhiban la reaccién de nitrosacidn in wvitro
como primer paso Yy los que resulten positivos en este sistema,
serin candidatos para ser probados en modelos in vivo y de esta
manera contar <on una alternativa para moderar el riesgo de

esposicién a compuestos N-nitrose,
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CONCLUSIONES,

1) La reaccidén de nitrosacién de metilurea con nitrito de sodio

se ve favorecida a pH &cidos, asf como por el tiempo de incubacidén.
2) E1 producto resultante de la reaccién de metulurea y nitrito

de sodio fue altamente mutagénico en las cepas TAL535 y TAl100 de
Salmonella typhimurium, resultando la cepa TA1535 més sensibles
para detectar compuestos N-nitroso como la N-NMU, aumentando la
reversién espontdnea de esta cepa hasta 58 veces,

3) Los reactantes (metilurea y nitrito de sodio) por separado no
dieron ningdn efecto mutagénice, perc cuande se incubaron para
reaccionar en condiciones de pH &cido formon un compuesto mut&-
genico muy potente (N-NMU).

4) La mutagenicidad de N-NMU esta directamente relacicnada a la
concentracidn de la misma.

§) El producto de la reaccién de nitrosacién de metilurea con
nitrito de sodio fue muy téxica (75%) para la cepa de S.
typhimurium TA 1535, pero a pesar de esto la mutagenicidad obser-
vada es alta.

6) La vitamina C inhibe la reaccién de nitrosacién, produciende
un efecto concentracidén-respuesta, en los parimetros que Se
midieron, como cuantificacidn quimica del producto y mutagenicidad.

7} En las dosis utilizadas la vitamina C fué poco tbxica (12%)
para la cepa TA 1535

B) Los extractos de la testa de frijol flor de Mayo fueron poco
efectivos para inhibir la reaccién de nitrosacién de metilurea con

nitrito de sodio, va que mostraron porcentajes de inhibicién bajos.
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9) El extractc metanélico a una concentracién de 2 mg/ml mostrd
un ainhibicién del 38.9 %, siendo el mds efectivo para inhibir la
reaccién de nitrosacién. En el caso del extracto metanol-agua
solamente a la concentracidn de 2mg/ml mostrd una inhibicidén del
17.2 % y por Gltimo el extracto acuoso el cual fue el m&s téxico
mostxro una inhibicién del .7.1 % para la concentracién de 2 mg/ml.

10) Con todos los resultados obtenidos se puede plantear que la
metodologfa gqueds -establecida para ser usada en 1la biisqueda e
identificacidén de compustos de origen natural, presentes en los
vegetales comunes de la dieta mexicana que inhiban la reaccién de
nitrosacién de metilurea con nitrito de sodio y por consiguiente la

formacién de compuestos N-nitrosos potencialmente carcinogénicos.
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Tabla.1. Cinética de la reaccidon de nitrosacion de metilurea
con nitrito de sodio variando pH y tiempo de incubacién
(cuantificacion quimica de N-NMU formada mcg/ml)

Tiempo de pH. amortiguador estandar
incubacién (min) 4.0 5.6 5.4 12

6 57.312 114.94 92.67 487.94
10 62.22 186.40 247.8 635.34
20 73.68 265.81 373.5 660.75
30 122.81 323.28 4008 670.92
40 163.76 366.39 449,01 670.92
50 188.31 377.18 463.37 | 706.50
80 221.08 387.94 481.33 736.99
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Grafica 1.‘ Cinética de la reaccién de
nitrosacion (cuarntificacién quimica)
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Tabla 2. Mutagenicadad de la reaccion de nitrosacion

Tratamiento

Promedios.No.colonlas revertanteslca]a

S.typhimurium

nitrogacién

cepa TAIG36 cepa TA100
Reverslién
espontanea 20 _"' 2.08 151 _+ 23.1
Metllurea
17 ¥ gos| 181 } 192
(25 mM)
Nitrito de
sodlo 10 F o7o| 172 F 101
(100 mM)
Reaccién de
1161 * 725 1810 ¥ 831

3
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Tabla 3. Cuaniificacién quimica y nufagenicidad de la
regceién de nitrosacién sobre S. typhimurium cepa TA1535

Cuantificacion Mutagenicadad
Experimento quimica de N-NMU Promedios

mecg/ml No.col.revertanies/caja
| 497.8 1225 + 43.9
It 509.3 1256 £ 332
i 547.6 1500 * 74.2
v 555.3 1810 * 63.0
\ 590.1 1912 * 30.6

41



GRAFICA No. 4

Mutagenicidad y cuantificacidén quimica de la reaccién de
nitrosacidn de metilurea con nitrito de sodio
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Tabla 4. Efecto inhibitorio de vilamina C sobre la reaccion de
nifrosacién (cuantificacion quimica de N—NMU formada)

Cuantificacion % de Inhibicién de la
formacién de N-NMU.

Tratamiento

Vilamina C N—-NMU mecg/ml
nilrosceln (an) 800 Y

RN + vit C 611
2.5 mg/mi 23.7
RN + vit C 515.4
5 mg/mi! : 35.6
RN + vil. ©

491.2
7.5 mg/mi 38.6
RN + vit. € 310.9 61.2

10 mg/mi
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Tabla 5. Efecto inhibitorio de vitamina C sobre la reaccion
de niftresacién (mutagénesis, inhibicién y toxicidad)

Tratamienfo gufagiﬂesls Inhibicién Toxicidad
Vitamina ¢ No.?é?sa&i/ca/a
% %

R 5
Nt Eon) 3362 0 0
RN + Vilam C ]

2.5 mg/mi| 2356 23.9 5.6
RN + Vitam C )

5 mg/mi 2125 36.8 7.3
RN + Vitam C

7.5 mg/ml 2007 40.3 14,2
RN + Vitam C

10 mg/mi 1390 58.7 12.8

El percentaje de Inhibleién se calculd de acuerdo a la for-
mula descrila en resullados y discusién
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‘Tabla 6. Efecto mutagénico de la reaccién de nitrosacién

sobre S. typhimurium (cepa TA1535)

Tratamiento . Mutagenicidad
' promedios.No.Col.revertantes/caja
Reversion +
31 - 2.08
Espontanea
N-metilurea 14 - 3.7
(26 mM) -
Nitrito de +
15 - 2.6
Sodio (100mM)
Reaccion de "
Nitrosacion 1912 _ 30.6

Controles correspondientes al experimento de los extractos de frifol
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Tabla 7. Toxicidad de la reaccion de nitrosacién sobre
S. typhimurium (cepa TA1535)

Tratamiento Promedios. No.Colonias Toxicidad
' sobrevivientes/caja %
control
5

Sobrevida 480 X 10 t 5.1 o
N-metilurea 5
(26 mM) 300 X710 *+ 43 37.5
Nitrito de .

Sodio(toomM). | o700 x10 *+ 6 43.75
Reaccion 5
Nitrosacion roxt1wo + 1.7 75.0

Controles correspondientes a los experimentos de extraclos de frijol
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Tabla 8. Efecto de extractos de frijol sobre la reaccién de
nitrosacién de metilurea con nitrito de sodio
{ S. typhimurium cepa 1535)

Mutagénesis
Tratamiento Concent.
promedlo del nimero de
mg/ml Colonlias revertantes/caja
Reacclon de + -
1912 30.6
Nitrosacién -
mg/ml + 39
R.N.+EXtMEToH 1 ma/m 1318 -
2 mg/ml 1176 +=- 26
mg/ml + 143.5
RNSEXLMET-AGUA | | M9/™ 1622 -
2 mg/mt 1270 + 44
1 mg/ml 942 t 49.6
R.NA+EXT.ACUQGSO 2 mg/ml 674 + 64.3

51



No. Colonias revertantas/caja

2000
|

img/ml 1600 - " i

2mg/mi R e

. 1000"‘ o /»——1
RNsrsacclén de nitrosacidn Jdl o s
ME« extracto metandiico 500 # Ry L
ME-AQe extraclo metanol-agus ';' i / /
ACUs extracto acuoso (8] T— T 3 T

RN ME ME-AG ACU

Gréfica 8. Efecto de extractos de frijol scbre Ia
reaccién de nitrosacion de metilurea
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' Tabla 9. Efedto'de extractos de frijol sobre la reaccion de
nitrosacién de metifurea con nitrito de sodio (toxicidad)

Tratamiento Gongent. Promedios del No.de Toxiclidad
mg/m} Col.sobrevivientes/cafa %
Reaccion de . |
Nitrosacién 120 X 10 MR R 4 o
&
+
ANSEXtMETON 1 80 X 10 t 8.2 33.4
2 1zoxw® + 3 )
1 sox®  *+ 11 50
&
RINAEXLMET-
KIMET-AGUA | 100 X 10 + 3 167
! s0x10° + 26 75
RNExXtL.ACUOSO 2 -

50 x 10° + 28

58.4
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M.M.. CON HISTIDINA § MAM. SIN HISTIDINA

FIGURA 1. Salmonella typhimurium REQUIERE HISTIDINA
PARA CRECER.
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CRISTAL :
AL VIOLETA AMPIGILINA

TETRACIGLINA REVERSION ESPONTANEA

FIGURA 2. MARCADORES GENICOS DE S. typhimurium
CEPA TAl535.
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Cepa TA100

CRISTAL VIOLETA AMPICILINA

TETRACICLINA REVERSION ESPONTANEA

FIGURA 3., MARCADORES GANATICOS DE S. typhimurium
CEPA TA100.

57



NITRITO Dt SODIO

METILUREA (100m# )
(25mR 1 S ™~__ smorTIGUADOR
ESTANDAR{6mL) DISEROS EXPERIMENTALES:
I_REACCION DE NITROSACION
b AJUSTAR {MUTAGENESIS)
PERCLORICG © ApH3.6 T _INKIBIBORES DE LA REACLION]
iN DE HITROSACION
(ANTI"MUTAGENESIS)
e

E +——INCUBAR A TEMPERATURA
AMBIENTE {~.22°C) POR
60 min

ADICIONAR 0.70m}
SULFAMATO DE AMONIO
{300 ma/mly
DETENER ——+
REACCION

A,
Chonyd30f

+——AGITACION /7 15min
: 4°c
R ETY

—— N-NITROSO METILUREA

AJUSTA
P

R =— NoHCO,7.5%
7.4

CUANTIFICACION
QUIMICA

FIGURA 4. REACCION DE NITROSACION DE METIL
UREA CON NITRITO DE SODIO.
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FIGURA 5., CUANTIFICACION QUIMICA DE N-NITROSO
METILUREA,
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CULTIVO 16 hra.
%*“csm TA 1333

3w — CENTRIFUGAR
«—— 3000 r.p.m.
10 min.
DESCARTAR EL —»

SOBRENADANTE
RESUSPENDER EL
‘——soron BACTERIANO
NENmt&s&——-
MeT INCUBAR C/AGITACION
A 37°C POR 20min,

CENTRIFUGAR A

-——30 m. 10
DESCARTAR SOBRENADA NTE

RESUSPENDER ——m-—m»|
EN PBSpH 7.4

CEN'I'R|FUGAR A
-——3000r.p

10 min
DESCARTAR SOBRENADANTE

RESUSPENDER ——# / \ #——— IGUALAR EL VOLUMEN
EN PBS pH 7.4 e ORIGINAL {3 mi)

BACTERIAS
{MUTADAS)

- FIGURA 6. PRUEBA DE MUTAGENICIDAD DE N-NITROSOMETIL
UREA SOBRE S. typhimurium.
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FIGURA 7. PRUEBA DE SOBREVIDA Y MUTAGENESIS.
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FIGURA 8. OBTENCION DE EXTRACTOS DE FRIJOL Phaseolus vulgaris
VARIEDAD FLOR DE MAYO.

TESTA DE FRUOL _

~ T

METANOL 100% METANOL-AGUA 50% AGUA

AGITAGICN POR 60 min. A 87 gc

CENTRIFUGACION A S000 G
T
ROTOEVAPORACJONA 40 gG VAGIO

L) OFILIZAGION A -70 gC
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I.-ANEXO.
MEDIOS Y SOLUCIONES.
1.- Medios de cultivo

1.1-Agar de superficie

Bacto agar 0.6 g
Clorurc de sodio 0.5 g
Agua destilada 100 ml

Disolver el agar y el cloruro de sodio en los 100 ml de agua
destilada, calentar hasta hervir procurando que no se derrame,
agregar inmediatamente 1¢ ml de una solucién de histidina 0.5 mM y
biotina 0.5 mM. Mezclar perfectamente, distribuir en tubos con
tapsn de rosca a razén de 2.5 ml/tubc y esterilizar en autoclave
por 20 minutos a 121°C, Almacenar a 4°C, hasta su uso,

1.2.- Medio Minimo de Vogel-Bonner.

a) En un matraz Erlenmeyer de 1000 ml., colocar 7.5 g de
Bacto- Agar e hidratar con 300 ml, de agua destilada.

b) En un matraz Erlenmeyer de 250 ml. colocar 10 ml. de la
solucién de sales Vogel-Bonner y agregar 90 ml de agua
destilada {(dilucién 1:10 de la solucidén madre) .

¢} En otro matraz Erlenmeyer (250 ml). Colocar 10 g de dextrosa
anhidra y agregar 100 ml de agua destilada.

d) Esterilizar todos los matraces (agar, sales y dextrosa} por
20 minutos a 121°C.

e) Una vez esterilizados, mezclar en el matraz de 1000 ml {que
contiene el agar) los contenidos de los otros dos matraces de
250 ml {que contienen sales y dextrosa). Mezclar perfecta-

mente Yy vacliar en cajas Petri desechables estériles aproxi-
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madamente 20 ml. por caja, dejar gelificar y almacenar en
refrigeracién hasta su uso.

1.3,.~ Medio completo de auperficile.

Caldo nutritivo No.2 OXOID 2.5 g
Bacto agar 0.6 g
Agua destilada 100 ml.

Disolver el caldo y el agar en los 100 ml de agua destilada,
calentar hasta hervir procurando que no se derrame. Mezclar
perfectamente y distribuir en tubos con tapén de rosca a razén de
2.5 ml/tubo. Esteriliza-r en autoclave por 20 minutos a 121°C y
almacenar en refrigeracison hasta su uso.

1.4.- Medio completo para placas.

Caldo nutritivo No. 2. OXQID 12.5 4q.
Bacto agar 7.5 g.
Agua destilada 500 mwl.

Disolver el caldo y el agar en los S00 ml. de agua destilada,
esterilizar en autoclave por 20 minutos a 121°C. Una vez esteri-
lizado, mezclar perfectamente y vaciar en cajas de petri desecha-
bles estériles aproximadamente 20 wl por caja. Dejar gelificar y
guardar enrefrigeracién hasta su uso.
1.5.~ Medio Minimo de Vogel-Bonner complementado con histidina.

Las cajas conteniendo medio minimo se complementan con histidina
de la siguiente manera: agregar 0.1 ml de una solucién estéril de
histidina 0.1 M y biotina 0.5 wM en la superficie del medio y
distribuir uniformemente con ayuda de un tridngule de vidrio
estéril. Dejar secar, realizar control de esterilidad (incubar 24

hrs a 37°C}), almacenar en refrigeracién hasta su uso.
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2,- SOLUCIONES.
2.1.- Solucién de L-histidina 0.5 mM y Biotina 0.5 mM (requeri-
miento minimo) .,

L-histidina 0.0077 g.
Biotina 0.0122 g.
Agua destilada 100 ml.

Disolver la L-histidina y la Biotina en el agua destilada y
guardar a 4°C en la obscuridad.

2.2,-Solucién de L-histidina 0.1 M y Biotina 0.5 mM {exceso).

L-histidina 1.5516 g.
Biotina 0.0122 g.
Agua destilada 100 ml.

Disolver la L-histidina y biotina en el agua destilada y guardar
a 4°C en la obscuridad.
2.3- S0lucién madre da sales Vogel-Botiner.

En 600 ml de agua destilada disolver las aiguientes sales, en el

mismo orden que aparecen:

Sulfato de magnesio heptahidratado 10 g.
Acido citrico monohidratado 100 g,
Fosfato de potasio dibasico Anhidro 500 g.
Fosfato de sodio y amonio tetrahidratado 175 g.

Agragar Buficiente agua destilada para completar 1000 ml,
filetrar, agregar 1 ml. de cloroformo y almacenar a temperatura
ambiente.
2.4.~ hmortiguador ssténdar.

Acido citrico monohidratado (0.068 M) 1.428 g

Fosfato de sodio dibasico ) (0.064 M) 0.9085 g
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Agua destilada 100 ml.
Disolver el acido citrico y el fosfato de sodio en un poco de
agua destilada, ajustar el pH a 3.6 y aforar a 100 ml. con agua
destilada. Guardar en refrigeracidén hasta su uso.

2.5.~ Reaccién de nitrosacidén.

Metilurea 25 mM, 0.011 g.
Nitrito de sodio 100 mM. 0.041 9
Amortiguador estandar 6.0 ml.

Disolver la metilurea y el nitrito de sodio en amortiguador
estdndar y ajustar pH a 3.6 para iniciar la reaccién.
2.6,~ éicarbonato de sodio al 8%,
Bicarbonato de sodio 8.0 g.
Agua destilada 100 mi.
2.7.- Solucién de Sulfamato de amonio (300 mg/ml).
Sulfamato de amonio 3.0 g.
Agua destilada 10 ml.
2.8.- Acido bromhidrico al 1%
Acido bromhidrico ({(al 50%) 2.0 ml.
Acido acético glacial 98.0 mi.
Agregar el &dcido bromhidrico al dcido acético glacial por las
paredes del recipiente (con mucho cuidado).
2.9.- Reactivo de Gries.
Acido sulfanilico (0.5"‘-) 0.250 g,
Clorhidrato de etilendiamina (0.05%) 0.025 g.
Disolver en 50 ml. de &cido acético al 30%. Prepararlo el mismo

dia en que se use.
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2.10.~- Amortiguader de fosfatos salinc (PBS). -

Cloruro de sodio 8.0 g.
Cloruro de potasio 0.2 g.
Fosfato de sodio dibasico 1.15 g.
Fosfato de potasio monobasico 0.2 g

Agua destilada . 1000 ml.

Disolver los ingredientes en un poco de agua destilada, ajustar

pH a 3.6 y aforar a 1000 mil.
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