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RESUMEN

Los dancs inducidos por agentes quimicos y/o fisicos que

no son reparados pueden inducir mutaciones, las cuales --
pueden originar carcinogénesis quimica si el dafio se ha -
efectuado en células somidticas o teratogénesis, si el da-
no ha afectado células germinales. Uno de los mutdgenos

quimicos mejor conocidos, son los compuestos N-nitroso, -
un grupo de estos compuestos, las nitrosamidas, son utili
zadas frecuentemente en quimioterapias y se han detectado
también en cerveza y pescados ahumados. No obstante exig
ten pocos reportes sobre los efectos de la reparacidn de

dafios al ADN, inducidos por nitrosamidas,

Empleando una prueba de Safmonella typhdmwiium vvr’ fuve”
conteniéndo y no el plésmido pKmi01, el cual contiene el
sistema de reparacifn pxopenso a error SOS, se encontrd -
que la N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina y la N-nitroso-
N-metilurea producen mutaciones por substitucidn de bases,
las cuales no son corregidas por el sistema de reparacidn
por escisidn UvrB., La N-etil-N-nitro-N-nitrosoguanidina -
y la N-propil-N-nitro-N-nitrosoguanidina indugeron muta--
ciones por substitucién de bases, las cuales pueden ser -

corregidas por el sistema de reparacidn por escisidbn de -



una manera depadieris Jde la dosls, Se iafisre Jue at 1n-

crementar al tamafic del radical algquil en las nitrosami--
das, se disminuye el riesgo de exposicidn del humano a -—-
esos compuestos guimicos mutagénicos, siempre y cuando la
exposicidn no sea a dosis altas. ELl compuesto etilante -
fué tbéxico para las cepas de Salmonella typhimurium, pero
su efecto fue reduciao por el sistema SOS presente en las
cepas TA100 y UHT8414. La mutagenisidad de estos cuatro

compuestos no pudo ser incrementada en las cepas de Saﬁmg
nella typhimurium TA1535 y TA1975 carentes del plésmido -
pKm1Qi son mds susceptibles para detectar compuestos N-ni.
troso y poder evaluar el alto riesgo de exposicidn que re

presentan estos compuestos al ser humano.



I NTRODUTCCTION

En la actualidad la produccidn masiva de diver--
zas substancias quimicas que se han desarrollado
para mejorar las condiciones de vida, ha propi--
ciado una mayor exposicibdn del homhre a este - -
tipo de compuestos, siendo evidente que algunos
de ellos tiene efectos indeseables al producir -
dafios al material genético, pudiendo traducirse
dichos danos en mutaciones heredables, las cua--
les pueden iniciar el proceso de carcinogénesis
en células somaticas o teratogénesis si el daio

se da en cé&lulas germinales (13).

Los compuestos Ejnitroso encontrados frecuente--
mente en alimentos, bebidas y gque pueden origi--
narse a partir de sus precursores como medicamen
tos aminados y nitritos, son considerados en la

actualidad como uno de los grupos més importan--
tes de compuestos quimicos, que pueden ser muta-
génicos y carcinogénicos, ya gque se ha comproba-
do que son capaces de producir céncer en esbéfago,
coldn, higado y estémago, asi como tumores hepéa-
ticos en diferentes especies animales. Al ser -

el hombre capaz de activar los compuestos N-ni--



troso al igual que los animales de lahoratoxio,

puede ser también sensible 3 su efecto carcinog@
niEs 397, Por otro lado, existe evidencia epi-
demiol&égica que sefiala una mayor incidencia de -
cdncer en lugares con alto consumo de nitritos,

nitrosaminas y nitrosamidas, con respecto a zo--
nas menos expuestas a este tipo de compuestos =--

(51.

El proceso sobre la comprensidén dela carcinogéng
sis quimica ha sido lento, sin embargo se sahe -
que el dafno producido al ADN por cualgquier com--
puesto no es necesariamente traducido en una mu-
tacibn o muerte celular, va que la célula cuenta
con diferentes mecanismos de reparacidén. No ohs
tante, en la actualidad existen pocos reportes -
acerca del papel que juegan los sistemas de repa
racidén celular en cuanto a la correccidn de da--
fios al ADN que producen los compuestos N-nitroso,
encontrando gque a pesar de la dificultad que re-
presenta extrapolar los datos ohtenidos mediante
el uso de sistemas bhacterjianos, se considera que
si el dafio inducido por alglin compuesto en el -~
ADN de las bacterias puede ser corregido, repre-
sentaria un riesgo menor a la salud, dado que en
el ser humano existen mecanismos de reparacidn -

similares a los de los procariontes (13, 39), Es



por ello que en el presente trabajo se dard un -
aporte al cenocimiento de la valoracidn del ries
go de exposicidén a compuestos N-nitroso (nitrosa
midas), determinando el rango de dosis en el que
los dahos producidos al ADN por estos compuestos
puedan ser corregidos mediante el sistema de re-
paracidn por escisidén libre de error presente en
las cepas UvrB' del sistema de cepas de Salmone-
La typhimurdium de Ames. Por otro lado con el -
empleo de cepas del mismo sistema pero gue con--
tienen el plismido pKml101, se determinari si el

sistema de reparacidn propenso a error S0S faci-
lita la deteccidn de estos compuestos, determi--
nando la influencia de este sistema tanto en - -
efectos mutagénicos como en el incremento de so--
brevida del mismo con respecto a las cepas caren

tes de este pléasmido,.
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A NTECEDENTE S

MUTACIONES Y SUS EFECTOS BIOLOGICOS

Relacidn entre Mutacidén y Cancer

Si se acepta el concepto de enfermedad como una

manifestacidédn de los disturbios de los procesos

bioldgicos, biogquimicos o biofisicos controlados
por productos génicos interactuando con factores
ambientales, conceptualmente la mutacién debe --
ser una causa 1importante de enfermedades. Asi --
mismo al demostrarse que la mutagénesis estd ba-
jo un control genético tanto en procariontes co-
mo en eucariontes, gue los mecanismos de repara-
cibn del ADN parecen ser responsables de la muta-
génesis en ambos casos y que los defectos en di
chos mecanismos de reparacidn parecen estar aso-
ciados con varios sindromes humanos, relaciona--
dos entre otros el cé@ncer y otras enfermedades -
no contagiosas, se puede establecer una relacidn
causal entre las mutagénesis y la carcinogénesis
Por otro lado la mutagénesis ha sido postulada -
como un mecanismo responsable del clncer, terato

génesis y envejecimiento (58).



Existe un gran nimero de estudios gque originan -
modelos y/o teorias que describen el proceso de
induccidn del céncer por parte de varios agentes
fisicos, quimicos y virales. AsI mismo hay que
tener en cuenta que si conceptualizamos al can--
cer como un fenotipo, entonces, al igual que los
demas fenotipos necesita ser la consecuencia de
un conjunto complejo de interacciones gque involu
cra tanto elementos génicos como ambientales.
Por otra parte la revisidi de la literatura pare-
ce apoyar el hecho de que tanto la mutacidn como
los procesos epigenéticos tienen gque ver (como -

componentes) con la carcinogénesis (10, 58).

Tipos de Mutacidn y Efecto Bioldgico

La estabilidad de las moléculas hereditarias que
se presenta como un requisito para desempehfar su
papel bioldgico que existen y han existido a par
tir del primer ser vivo, se ha originado a con-
secuencia de la aparicidn de errores sistemdticos,
los cuales han permitodo la diversificacidn de -
las moléculas hereditarias. Sin embargo es con-
veniente distinguir las mutaciones espont@neas -
que tienen lugar ocasionalmente en la naturalezg
de aquellas que son producidas por efecto de cier

tos agentes inductores o mutdgenos fisicos y qui



micos, teniendo en cuenta que los mecanismos mo-
leculares productores del cambio de la secuencia
de bases pueden ser diferentes segin el origen -

gque tengan (52).

En cuanto a las mutaciones inducidas por facto--
res externos, son numercsos los agentes inducto-
res de mutaciones génicas o cromosdmicas, y pue-
den ser tanto fisicos como guimicos. El1 efecto
de la luz UV (ampliamente utilizada en la induc-
cibén de mutaciones) es uno de los md&s conocidos, --

dando lugar a dos tipos de consecuencias:

a) El cambio de una base por su forma tautomé@ri-
ca gque puede originar una transicidén de las -

bases nucledticas.

b) La formacidén de dimeros de timina, gque distor
siona la estructura del ADN, pudiendo produ--
cir ruptura de la cadena complementaria. La -
distorsidn puede ser reparada o conducir a --
una substitucidn de bases y consecuentemente
a la aparicidén de transiciones y transversio-

nes.

La luz UV tambi@n puede causar cambios estructu-

rales cromosdmicos, asi como las radiaciones - -



ionizantes (cdsmivas, iszdbtopos radiocactivos, ra
yos X} pueden cambiar leas propiedades de distri
bucidn eleccrdnice de las méleculas heredita- -
rias, provocando tanto cambios de bases en los

dcidos nucleicos, c¢omo rupturas en moléculas y

cromosomas (52), ¢n tanto gque los matagenos qui
micos, pueden actuar principalmente de tres for

mas para causar alteraciones en la secuencia de

bases del ADN:

1) Mutacidén por reaccidn con el ADN. El Acido
nitroso, la hidroxilamina y los agentes al--
quilantes, actuan por modificacidén de la es-
tructura guimica de las bases produciendo el
cambic en la secuencia de las mismas. Los =
agentes alquilantes introducen grupos algqui-
lo en las bases del ADN pudiendo originar la
formacién tautomérica de bases, dando lugar
a transiciones, la produccidn de bases algui-
ladas de dificil reconocimiento para la ADN -
polimerasa durante la replicacidn y la produgc
cidn de transiciones, transversiones y gran--

des delesiones.

2) Mutacidn por substitucidn de bases durante la
replicacién, Este efecto lo producen ademis

de los que ya se han mencionado ciertos com--



puestos andlogos de bases que intervienen en
la estructura del ADN, e introducen errxores -

durante la replicacién.

3) Mutacidén por distorsion de la doble hélice de
ADN. Efecto producido por compuestos polici-
clicos y las acridinas (grupo de moléculas --
aromaticas). La consecuencia de los efectos
producidos por éstos agentes consiste en la -
adicibén o delesidn de pares de bases, desde -

una hasta veinte (52).

De acuerdo con la naturaleza del gen a que afec-
tan, las mutaciones que implican cambios en las

secuencias de bases de las moléculas informativas,
pueden tener diferente repercusidn. Una muta- -
cibén gue afecta a un gen gque ha de ser traducido
en una cadena polipeptidica puede tener conse- -
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 sintesis de los ARNt
pueden tener un efecto més amplio que las ante--
riores, ya que pueden afectar peliotrdpicamente

a la sintesis de proteinas de otros genes (52).
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LOS COMPUESTOS N-NITROSO

Los compuestos E-nitroso constituyen un grupo ex
tenso de productos quimicos cuyo interés de estu
dio surgid desde 1956, cuando se puso en eviden-
cia tanto su capacidad carcinogénica como su ac-
tividad bioldgica. Con ésto se incrementd el in
terés por el estudio de las posibles implicacio-
nes de los mismos en el cancer humano, inicidndo
se el estudio de la identificacidn de las formas

de exposicidén a estos compuestos (50).

Definicidn

Los compuestos N-nitroso se definen quimicamente
como el producto de la reaccidn catalitica a pH
dcido 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

macién.

Se denominan nitrosaminas a los productos de la
reaccidén del nitrito con aminas secundarias ali-
f&ticas, aminas terciarias alifAticas y aminas -
secundarias y terciarias heterociclicas, deriva-
dos pirimidinicos y enaminas. Las nitrosamidas

por su parte, son el producto de la reaccidn con



N~alquilureas, N-alquilcarbamatos, hidroxilami=--
nas, hidrazinas, hidrazonas, N-alquilamidas y --

guanidinas (12, 16, 34, 42).

Compuestos N-Nitroso y Céncer

Los compuestos N-nitroso estén relacionados con

el cancer, ya que son capaces de originar muta--
ciones al introducir grupos alquilo en el ADN, -
siendo este tipo de lesidn considerada como un

mecanismo involucrado en la fase de iniciacidn -
del cancer (8, 50). Sin embargo, en cuantoc a su
actividad carcinogénica, existen diferencias no-
tables en el comportamiento de las nitrosaminas

vy las nitrosamidas, siendo estas Ultimas capaces
de inducir cédncer y tumores cerca del sitio de -
su aplicacidén, por ser agentes alquilantes direc
tos de las bases nitrogenadas del ADN, mientras

gque las nitrosaminas deben ser transformadas me-
tabdlicamente y por lo tanto, su via de adminis-
tracibn no influye en su especificidad por algdn

6rgano (5, 43).

Los adenocarcinomas mamarios se inducen con un -
elevado porcentaje (90%), después de 6 a 12 me--
ses de una inyeccidn intravenosa del agente al--

quilante' N-nitroso+N-.metilurea (NMU) a ratas jdéve

T2



nes, asi mismo, si éste compuesto se inyecta in-
traperitonealmente en ratones jdvenes puede indu
cir tumores en el timo. Por otra parte, la in--
yeccidén transplacentaria de la N-etil-N-nitrosou
rea (ENU) se ha utilizado para la induccidn de -
tomores del sistema nervioso en fetos de rata, -
obteniendo una eficacia del 95% (30). En otros

estudios, Lu en 1989, confirmd que el carcindma

esofagico en el condado de Linxian puede ser in-
ducido por N-nitrosaminas. Bartsh y colaborado-
res en 1989, reportaron un papel etioldgico de -
los compuestos Ejnitroso en canceres humanos, co
mo el de la cavidad oral, esdfago, estdmago y ve
jiga urinaria. Archer en 1989, determind que se
se puede predecir con un alto grado de confiabi-
lidad que los compuestos N-nitroso son carcinog@
nicos en el humano. En 1989 Preston-Martin mos-
trd que varios compuestos Efnitroso, son poten--
cialmente carcindgenos del sistema nervioso en -
animales, particularmente cuando se exponen trans
placentariamente. No obstante, se ha discutido

que no hay una asociacibn directa "causa y efec-
to" entre la exposicidn a nitratos y el riesgo

a un clncer ya que existen otros factores que es
tdn implicados en la formacibén endSgena de los -
compuestos N-nitroso (7, 18). Mueller en 1989,

menciona que la literatura de las nitrosaminas y



nitrosamidas es abundante, sin embargo es imposi
ble hacer una valoracibén natural del dafo gue r-
presentan los compuestos N-nitroso y sus precur-
sores para el hombre. De igual forma, Anderson
y colaboradores (1989)] determinaron que a pesar
de que.existe una posible hipbtesis acerca de -
los compuestos N-nitroso como agentes causales
de cldncer en jbvenes, no se puede sostener ni -
refutar concluyentemente que puedan iniciar tumo
res neurogénicos en fetos de ratdn. Por otra --
parte, se sabe que los compuestos N-nitroso son
capaces de inducir cancer en mlds de 22 especies
diferentes de animales de laboratorio, habié&ndo-
se descrito también una alta incidencia de c&n--
cer de esbdfago, coldn y estbmago en lugares en -
los cuales se ingieren alimentos con alto conte-
nido de compuesto N-nitroso o de sus precursores

(32, 35).

Actividad Mutagénica de los Compuestos N-nitroso

La actividad mutagénica de los compuestos N-ni--
troso se debe especificamente a su capacidad de

alquilar el ADN (19, 50). La capacidad mutagéni
ca de diferentes grupos de nitrosaminas con dife
rente estructura quimica, se ha valorado en va--

rios estudios empleando el sistema de cepas de -

14



Salmonedla Typhimuwiium descrito por Ames y colghora
dores en 1973, Dada la capacidad alguilante de
estos compuestos y la consecuente generacidn de
substituciones de bases, las cepas TaAl1535 y TA100
de Salmonella typhimuwrium hisG46, susceptibles de sex
revertidas por dicho mecanismo, son las mas ade-
cuadas y sensibles para detectar su actividad -

€3, 33, 61, 62).

Dentro del grupo de las nitrosamidas destacan --
los derivados N-nitroso de ureas y guanidinas, -
ya que por sus propiedades citostdticas se han -
empleado como drogas anticancerigenas. La activi
dad mutagénica de este tipo de alquilantes puede
sexr detectada en el sistema de cepas de Salmonellq
typhimurium hisG46 sensibles a la reversidn por -«
substitucidn de bases. Lijinski y Andrews (1979]),
probaron 34 nitrosamidas, resultandoser todas mu
tidgenos de accidn directa, pero de potencia muy

variable. Estas mismas, fueron probhadas con el -~
efecto de incubacibn mediante la preparacidn 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 estudiado nitrosaminas heterociclicas, carci
nogénicas y no carcinogénicas en cepas de Salmone-
La typhimurium hisG46 uvrR , resultando ser todas

mutagénicas en el sistema (61, 62}.



Por ctro lado, Andrews y Lijinsky (1980), exami-
naron la mutagerisidad de 45 nitrosaminas en Sal
monella Lyphimurium TA1535, encontrando una rela
cidn carcinogénica. Negishi y colaboradores en -
1991 probaron la genotoxicidad de N-nitrosaminas
(alifiticas y ciclicas) en cé@lulas somdticas de

Drosophila melanogaster Ln vAvo, encontrando que
el efecto genotdxico obtenido, estd en relacién

al efecto mutagénico de las nitrosaminas proba--
das en el sistema de Ames. Horsfall y colabora-
dores (1989), determinaron la especificidad muta
génica de la N-nitroso-N-dimetilamina metaboliza
da 4An v4vo, encontrando que la mutacibédn predomi-
nante fue la transicidn G:C -~ A:T, con una espe-
cificidad similar a la reportada para agentes al
guilantes de accién directa. AsiI mismo, Gutten-
plan en 1990, estudio la relacién entre la alqu£
lacién de bases, reparacién y mutagénesis del --
ADN utilizando algunos compuestos N-nitroso en -
cepas de Salmonella typhimurdium 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-
paracibn con los dem&s compuestos probados, de--
terminando que la eficiencia mutagénica puede --
ser afectada por los sistemas de reparacibn y en

algunos casos por la dosis estudiada. Asi nismo,



se comprobd que las principales lesiones mutagé-
nicas producidas por compuestos N-nitroso son la
metilacidn del O de la guanina y la metilacibn

6
7 de la guanina (19, 43).

Fuentes de exposicidén Humana a los compuestos

N-nitroso

Los compuestos N-nitroso se han detectado en di-
ferentes fuentes a las cuales el hombre estd ex-
puesto. Los alimentos, bebidas, medicamentos y

pesticidas son las principales fuentes de aporte
de compuestos nitrogenados que pueden ser nitro-
sados. Siendo particularmente los alimentos una
fuente importante y probablemente la md8s conoci-
da de precursores de compuestos N-nitroso. En--
tre los alimentos en donde estos se han encontrado
con mayor frecuencia estdn los embutidos, algu--
nos gquesos, leche descremada en polvo, pescado -
ahumado, cerveza, whisky y algunas bebidas alco-
hélicas del este de Africa, Asi por ejemplo en

pescados se han detecﬁado aminas voldtiles, mien
tras que en el jambn se ha encontrado N-propila-
mina e isopropilamina en carnes, asi mismo la --
creatinina presente en pescados y jamdn asado ha
sido identificada como un precursor de la metilu
rea., Por otro lado, las poliaminas identifica--

das en cereales como avena, maiz y arroz, se - -



constituyen como precursores de los compuestos -

Efnitroso (37, 44).

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
aflade nitrato en los quesos para prevenir el cre
cimiento de especies de Clostridios (19]. Tam-
bié&n se han detectado compuestos N-nitroso en al
gunos de los aditivos y saborizantes de alimen-
tos como la salsa de soya y la pimienta blanca y
negra (48, 57). En los alimentos al estilo oes-
te se han detectado nitrosaminas volatiles, aun-
que en cantidades poco detectables (0.].qg/kg) -
en tanto que en los alimentos fermentados como -
el youghurt, pan y queso presentan niveles infe-
riores a 20.ﬂg/kg de compuestos N-nitroso (23, -
40).

Si bien los alimentos y bebidas representan la -
forma de esposicibén m&s importante y més frecuen
te a nitrosaminas y nitrosamidas para la pobla-
cidn en general, la exposicidén ocupacional aun-
gue restringida a una paxté de ella también es -
considerable, debido a las altas concentraciones

que se pueden alcanzar en el ambiente de traba-

18



jo, como en el caso de la industria del hule, en
donde se manipula la E-nitrosovanifenilamica co
mo retardante de la vulcanizacidn, detectando a

su vez en este mismo ambiente la presencia de ni
trosodifenilamina, nitrosodimetilamina y nitroso
morfolina (5). Otra fuente importante de exposi
cidn a precursores de los compuestos N-nitroso -
lo constituyen los pesticidas, entre los que se

encuentran compuestos nitrosables que dan lugar

a la formacidén de nitrosamidas como en el caso -
de las N-alquilureas y del bisdialquiltiocarba--

mildisulfato (43).

Sin embargo, en la actualidad se considera que -
la principal fuente de exposicibn del ser humano
a compuestos N-nitroso potencialmente carcinogé-
nicos es la formacidn de los mismos dentro del -
organismo, al reaccionar nitritos y aminas que -
se ingieren junto con las bebidas, alimentos y -
med icamentos (6, 7, 32). La reduccidén de nitra-
tos y nitritos por bacterias orales o g&stricas

mediante la reaccibén con los substituyentes ni--
trogenados del jugo glstrico, puede ocurrir priE
cipalmente para la formacién 4An 4L{tu de los com-
puestos N-nitroso, El principio es que depen- -
diendo de la concentracidn relativa del agente -

reductor, nitrito y oxfigeno, la inhibicién o ca=-
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tdlisis de la nitrosacién puede ocurrir (27).

La prueba de excrecién urinaria de N-nitrosopro-
lina en humanos voluntarios para cuantificar 1la
exposicién enddgena a los compuestos N-nitroso,
mostrd que en sujetos de alto riesgo, de céncer
de estdmago, esbfago, cavidad oral y vejiga uri-
naria, el fndice de nitrosacidn enddgena es ma--
yor que en sujetos de menor riesgo (9). Asi mis
mo, se han reconocido otras vias no gastricas de
nitrosacién enddgena, incluyendo aquellas catali
zadas por bacterias. Asi por ejemplo, la contri
bucidén de esas vias de nitrosacidén endbgena con
respecto a la nitrosoprolina, es de aproximada-=-
mente 20 mol/dia, teniendo en cuenta que para --
gue se lleve a cabo la nitrosacibn endbgena, se
requieren condiciones especiales de pH, asi como
la presencia simult&nea de ambos precursores en
la cavidad géastrica (7, 2, 28). Asi mismo, se -
consideran importantes las concentraciones de --
NO3_ que se ingieren diariamente, ya que se ha
encontrado que dentro de una poblacibn rural se
pueden alcanzar niveles de 37 mg a 47 mg por dia

(40Q),

El tabaquismo, es posiblemente el factor etiold-

gico del c&ncer en el humano que m&s se ha estu-
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diado, habiéndose demostrado que las nitrosami-
nas propias del tabaco pueden formarse en la sa
liva de personas con habito de mascar tabaco -
y rapé en un 8rea central de Rusia (60). AsiI -
mismo, se ha reportado que con el incremento de
nitrito en el tabaco, desde 0.5% hasta 1.0% en-
tre 1960 y 1980, se ha incrementado el poten- -
cial carcinogénico del mismo, debido a la forma
cidén de derivados N-nitroso de la nicotina y de

la nornicotina (21).

MECANISMOS DE PROTECCION CONTRA DANOS PRODUCIDOS
POR COMPUESTOS N-~-NITROSO

Inhibicidén de las Reaccilones de Nitrosacidn

La formacidn de los compuestos N-nitroso puede
ser inhibida por diferentes compuestos natura--
les que se encuentran distribuidos en las plan-
tas, como la cafeina, &cido cafeico, alfa-toco-
feroles (vitamina E) y dcido ascdrbido (vitami-
na ). Sin embargo, se debe tomar en cuenta que
la inhibicidén de las reacciones de nitrosacién --
in vAvo parce estar influenciada por diferentes
factores como el pH, solubilidad de los compues-
tos y la rapidez de absorcidn de cada unoc de - -
ellos, asi come la presencia simult&nea de ambos

precursores en el estdmago (7). Existen eviden-
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cias de que la citamina C es capaz de alarxgar el
periodo de induccibn del clncer, asi como de re-
ducir la gravedad de los tumores en animales de

laboratorio. Paralelamente se han reportado da-
tos que asocian la carencia de vitamina C a una

frecuencia mayor de cdncer de estdmago, esdfago,
laringe, boca, y cerviz (9, 36, 42). No obstan-=
te, el empleo de lavitamina C debe tomarse con -
mucha reserva, ya que se ha demostrado gue como

resultado de esas reacciones de inhibicibn es ca
paz de inducir rompimientos en la cadena del ADN

(53) .

Sistemas Celulares de Reparacidén de Dahos al ADN

Como ya se menciono, existen numerosos agentes -
gquimicos naturales o derivados de las activida--
des del hombre, asi como los perbéxidos y radica-
les libres derivados de las reacciones metab&li-
cas normales del organismo que inducen cambios -
en el ADN, Sin embargo el dano producido al ADN
por cualquiera de estos, no es necesariamente --
traducido en mutacibén o muerte celular, ya que -
la cE&lula cuenta con diferentes mecanismos de e
paracién, los cuales responden a diferentes mode
los de activacibén. AsI tenemos gue los mecanis-

mos de reparacibn 4£n &{fu por fotoreactivacidn,
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s6lo se llevan a cabo en presencia de luz, asi -
como el mecanismo de la respuesta adaptativa a -
algunos compuestos gquimicos, especialmente del -
tipo metilantes como el metil-metrano-sulfonato,
debido a la induccidn de las metilasas especIfi-
cas (31, 52, 25). Otros sistemas de reparacibn

de danos al ADN, en los cuales intervienen nume-
rosas enzimas han sido posiblemente mis estudia-
dos, destacidndose entre estos los sistemas de re
paracibén post-replicacidn, por escisién de bases
libre de error, y el sistema SOS propensc a error
{25} . El sistema de reparacibn por escisién ha

sido también descrito en los seres humanos , no-
tdndose su ausencia en los pacientes con Xerode£
ma Pigmentoso (52). Siendo esta la razdn por la
cual se valora el riesgo de exposicibén a mutdge-
nos, en base a la capacidad de los compuestos --
gquimicos de producir mutaciones que no puedan --
ser corregidas por este sistema de reparacidn --
(39). El sistema de reparacibn SOS propenso a -
error tiene una gran importancia para el estudio
de mutagénos quimicos, ya que su presencia ha fi

cilitado la deteccidén de los mismos (1, 417}.

Sistema de Reparacibn por Escisidn

Por la forma de operar del sistema de reparaciédn
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por escisidn, se ha descrito como de "Corte y En
lace", y la secuencia de acontecimientos del mis
mo fue probada directamente por Pettijhon y Hana
walt en 1965, La reparacibn por escisidn resul-
tdé ser uno de los sistemas fundamentales en la -
correccifn de dahos al ADN, no solo en bacterias
sino también en c&lulas de mamifero (incluyendo

al hombre), pues ademds de eliminar dimeros de -
pirimidinas actda sobre todo tipo de lesiones al
ADN (24,52). En este proceso intervienen tres -
enzimas especiales, determinadas por los genes -
uvnrA, uviaB, y uval, estando relacionados los pro-
ductos 'génicos de los dos primeros, con la acti-
vidad de reconocimiento de la lesidén y corte endo
nucleolitico de la incisién de los dimeros, mien
tras que los correspondientes al gen uvaC estan

probablemente implicados en el proceso de corte

o escisibén, La forma en que este proceso se 1lg
va a cabo es en primer lugar con el reconocimien
to del dafio por la proteina uvrA, seguido de un

corte endonucleoclftico por la enzima uvrB, A --
continuacibén, la proteina uvrC realiza una inci-
sidén en el extremo 5' de la regibn dafnada. En -
presencia de la proteina uyrC entra en accidn la
poclimerasa, la cual tiene una doble actividad, -
en primer lugar actua como exonucleasa, liberan-

do especfificamente los dimeros en direccibén - -
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5'-3' y en segundo lugar actua anadiendo al ex-
tremo-0OB 3' nuevas vases, empleando como molde

la cadena complementaria, que no ha sido danada.
Finalmente una ligasa enlaza los extremos 3' de
las bases recien anadidas con el extremo 5' 1li-

bre de la cadena reparada (24, 52).

Sistema SO0OS

El sistema de reparacién S0S ha sido frecuente-
mente referido como "reparacidén propenso a error",
"reparacibn SOS" o "proceso S0OS", La existencia
de este sistema S0S fue deducida principalmente
a partir de experimentos fisiolbgicos y genéti-
cos, los cuales indicaron que las funciones ce-
lulares tuvieron que ser inducidas por algin da
no al ADN. Esto requiere del funcionamiento de
al menos tres genes, umuD, umuC, xrecA, los cua-
les son inducibles y estan regulados como parte

del sistema del operdn fLexA (59),

En una célula en crecimiento que no ha sufrido -
dano alguno, los genes estructurales del operén

S0OS se encuentran casli totalmente reprimidos por
la proteina LexA, encontr&ndose sin embargo nive
les basales de los genes UVX que se expresan so-
lo en forma constitutiva, para que la célula pue

da llevar a cabo espor8dicas reparaciones por --
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escisibén. Cuando ésta se expone a una dosis sig
nificativa de radiacién ultravioleta, los dime--
ros de pirimidina que no pueden ser reparados --
con las enzimas presentes en el estado no induci
do de la célula, originan la formacién de huecos
post-replicativos. Asi los niveles constitutivos
de la protefina recA que en aquel momento haya en
la cé&lula se unen al ADN unicatenario que gqueda

frente a los huecos, al ADN dahado estimula la -
actividad proteasa de recA y se induce la res- -
puesta SOS, La proteina recA destruye a los re-
presores de LexA, eliminando la represidn del --
gen necA y a otros genes regulados en el mismo -
operon, sintetizadndose grandes cantidades de - -
recA que se unen al ADN unicatenario todavia 1li-
bre y posteriormente a regiones contiguas. En es
tas condiciones la proteina LexA se destruye en

cuanto se sintetiza y los genes estructurales re
gulados por recA y LexA permanecen activados - -
mientras haya ADN unicatenario en la célula para
estimular la actividad proteasa. Cuando la pro-
teina LexA recién sintetizada no se destruye y -
puede cunmplir su funcibn represora, entonces la

célula vuelye al estado no inducido (24), No —--
obstante dentro de este sistema S0OS, la polimera
sa introduce bases en forma errdnea eliminando =

las lesiones de tipo letal, pero se introducen =
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mutaciones, que cambian la estructura original.
La respuesta S50S estimula de manera més amplia
la reparacibén del ADN, ya que aumenta la disponi
bilidad de enzimas para la reparacidn por esci--
sién y abre la via de la reparacién post-replica
cidén dependiente del buen funcionamiento del gen

necA (24).

SISTEMA DE CEPAS DE Safmonefla Zuphimurdium DE
AMES

La determinacidn de la mutagenesidad de diversos
productos, para identificar situaciones peligro-
sas para el ser humano y desarrollar medidas de

control o prevencidn de riesgos es muy importan-
te. De ahf que las pruebas de mutagénesis de --
corta duracién son una excelente opcibn, ya que

adem8s de r&ipidas, son generalmente sensibles y

de bajo costo. En la actualidad se cuenta con -
diferentes tipos de pruebas con capacidad para -
detectar diversos danos al ADN, gue van desde 1la
deteccibn de mutaciones puntuales, hasta danhos =~
cromosdmicos en cultivo de linfocitos de mamife-
ros (1Q). Entre las pruebas de corta duracidn,

los sistemas bacterianos han sido los mis emplea
dos, especialmente la prueba desarrollada por el

Dr. Ames (1), para detectar el efecto mutagénico

b
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de substancias quimicas, mediante el uso de di-

ferentes cepas de Saflmonella Zyphimurium que pue
den ser revertidas a su fenotipo original por la
accién de un gran nimero de compuestos mutagéni-
cos v carcinogénicos gqgue actlilan por diferentes -
mecanismos. Esta prueba se basa en el uso de di
versos grupos de cepas bacterianas construfdas a
partir de la cepa silvestre Salmonefla Lyphimwriium
LT2, entre las cuales se encuentran la TA1537 --
(h{sC3076, nfa uvaB), TA1538 (n45C3052, nfa uvxB),
y la cepa hisD20018, las cuales son revertidas -
al fenotipo original solo por compuestos capaces
de inducir mutaciones por corrimiento de formato.
Otro grupo de cepas son agquellas que solo pueden
ser revertidas por mutdgenos que actdan a un ni-
vel de substitucibdn de bases en el par G/C, como
es el caso de las cepas hisG46, como la TA1535 -
(hi4G46 nfa, uvrB), y las cepas hisG48 que son -
capaces de detectar compuestos que actlan por =--
transiciones AT__TA (20). Posteriormente, este

sistema fu& mejorado mediante la introduccidén --
del plédmido pKm101 gue contiene los genes umuB -
y umuC que promueven el mecanismo de reparacidn

propenso a exrror, con lo cudl se amplid el espec
tro de mutigenos quimicos que pueden ser monito-
reados gon esta prueba (1]. AsiI por ejemplo, a

partir de las cepas TA1537 y TA1538, se crearon
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las cepas TA97 y TA98 regpectivamente, para de-
tectar compuestos intercalantes que produzcan coO
rrimientos de formaro, Igualmente al introducix
este pldsmido en la cepa TA1535, se obtuvo la ce
pa TA100 dédndole mayvcr sensibilidad para detec-
tar algunos compuestos capaces de inducir muta-

ciones por substitucidén de bases (38).

En general, las cepas del sistema de Ames emplea
das con mayor frecuencia son la TA1535, TA1537,
TA1538, TA97, TA98 y la TA100, las cuales presen
tan una delecidn en el gen 44a del minuto 79 de
su cromosoma bacteriano, confiriendoles la falta
de una proteina en la pared celular, haciendolas
mé&s sensibles al paso de diferentes compuestos -
guimicos, como es el caso de algunos colorantes

tales como el cristal violeta (38, 51).

Asi mismo la mutacidn uvaB ya mencionada, es de-
bida a una delesibn del minuto 18 del cromosoma
bacteriano, que involucra a los genes gafC, B4o,
uvhB y Che, esta mutacibn les confiere un fenoti
po auxdtrofo para biotina y ha sido Gtil para fa
cilitar el monitoreo de compuestos quimicos capa
ces de reaccionar con el ADN, sin gue interfieran
los sistemas celulares de reeparacidn. Sin embar

go, debido a la gran importancia de estos siste-

mas en la capacidad de un compuesto de producir



mutaciones heredables, se cuenta en el sistema -
de Ames con cepas similares carentes de esta de-
lesién, como son las cepas TA1975 (h{45G46, nfa),
UHT8413 (h{48D3052,/n4a) y UHT8414 (hisG46 Anfa,

pkm101)} entre otras (1, 20, 38, 39, 41}.
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B J EDTIYVYOS

GENERAL

Dar un aporte al conocimiento de la magnitud de

danos producidos por cuatro compuestos E-nitroso
(nitrosamidas; MNNG, NMU, ENNG y PNNG) con acti-
vidad mutagénica, en base a su capacidad‘de pro-
ducir danos que no puedan sexr corregidos, em- =
pleando cepas de Salmonelfa typhimurium con dife

rente capacidad de reparacidn.

PARTICULARES

- Estandarizar la técnica del sistema de cepas -

Salmonella typhimurium en el laboratorio.

- Conocer cual de estas nitrosamidas pueden pro-

ducir mutaciones gque no puedan sexr reparadas,

- Establecer los rangos de dosis en los cuales -
el dano producido por estos compuestos puede -
ser reparado.

- Conocer la capacidad de las nitrosamidas para
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producir dafos al ADN que puedan ser letales y
estudiar si estos mismos pueden ser corregidos
por el sistema de reparacidn SOS propenso a --

errox .

Valorar cual de estos compuestos podrfa repre-
sentar un riesgo mayor de exposicidn, en base
a su capacidad de producir mutaciones gque no =

puedan ser corregidas.
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MATERIAL Y METODO

CEPAS BACTERIANAS

Se utilizaron cultivos de las cepas de Salmone--
Lha typhimurdium TA1535 (hdis8G46, 4n5a+, uvaB ), -
TA100 (h«44G46, Arnfa, uviB , pkKm101), TA1975 - -
(h&6646,5115a+, uU&E+}, donadas por el br., Bruce
N. Ames de la Universidad de California, Berke--
ley CA.947020, B.C. 43, USA, como de la cepa - -
UHT8414 (h48G46, An§a+, uU)LB+, pKm101), donada -
por el Dr. J. Espinosa Aguirre del Departamento

de biologia del desarrollo del Instituto de In--

vestigaciones Biomé&dicas, UNAM.

REACTIVOS

El Dimetil Sulféxido (DMSO) fué adquirido de J.T.
BAKER (No.Cat. 9224). Los compuestos N-nitroso -
(nitrosamidas): N-metil~N-nitroso-N-nitrosoguani
dina (No.Cat. M-7629), N—etil—anitro—E—nitroso—
guanidina (No.Cat. E-4130), N-propil-N-nitro-N-

nitrosoguanidina (No. Cat. P7028), N-nitro-N-me~
tilurea (No.Cat, N-0132), fueron adquiridos de -

SIGMA. Las sales inorganicas fueron: Sulfato de



Magnesio (MgS0O, - 7H201 No.Cat 6362, 8cido cfitri

4
co. H20 No.Cat. 0522, obtenidas de p.qg. MONTE--

RREY, Fosfato de Potasio (K2HPO anhidro) No.Cat.

4

3252 y Fosfitoc de Sodio y Amonio (_NaNH4 HPO4.—

4H2O) No.Cat. 3690, la Dextrosa anhidra (C6H1zod
No. Cat. 0840, y el Cloruro de Sodio (NaCl) No.
Cat. 2490, fueron adquiridos de p.g. MONTERREY.
Los aminodcidos fueron: D-Biotina No.éat. B-4501
adgquirida de SIGMA y L-Histidina No.Cat. 4351 =--
adgquirida de MERCK. El Cloruro de Potasio (KC1)
No.Cat. 1500 fue adquirido de TECNICA QUIMICA, -
el Cloruro de Magnesio (MgCl) No.Cat. 192 fué ad

quirido de p.g. CTR.

MEDIOS DE COULTIVOQ

El agar Bacterioclégico No.Cat. 1 50-1 y la Infu-
sidn Cerebro Corazdn (BHI) No.Cat, 112-1 fueron
adquiridos de BIOXON, El caldo nutritivo QXOQID -
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 DETERMINA

CION DE LA REVERSION ESPONTANEA

Se estandarizb la metodologia de los marcadores
genéticos para el sistema de cepas de Salmonella

typhimurium de Ames.

Requerimiento de Histidina

Se sembd por medio de estrias una alicu?ta del -
cultivo de 16 horas sobre cajas petri contenien-
do previamente medio minimo de Vogel-Boner*, Se

hizo lo mismo sobre medio minimo Vogel-Boner com
plementario con un exceso de hitidina-biotina --
(0.5 mM) *, Se dejdé incubado 24 horas a 37°C. So
lamente debe haber crecimiento en las cajas de =
medio minimo complementadas con histidina-bioti-

na (15, 38).

Sensibilidad al Cristal Violeta

Para verificar el marcador nﬁa (modificacibén de

la pared celular) se determind la sensibilidad -
de las cepas al cristal violeta*, inoculando - -
0.1ml. del cultivo de 16 horas (]--2x109 células/
ml) en cajas de petri con medio BHI (Infusidn -
Cerebro Corazdn)*, se dejd solidificar y se colo

cé un disco de papel filtro estéril (0.5 cm de

*VER ANEXOQO
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di&metro) en el centro de la caja y con una mi-
cropipeta se agregd sobre el disco 10 Hl de una
solucién de cristal violeta (1 mg/ml)*. Las ca
jas se incubaron invertidas durante 24 horas a

37°C. Una zona clara de inhibicién alrededor --
del disco indica la presencia de la mutacidn - -

nfa (15, 38).

Presencia de Pl&smido pkm10]

Para verificar la presencia del pléAsmido pKm101
(confiere la resistencia a la ampicilina), se -
determind la resistencia de las cepas TA100 y -
UHT8414 a la ampicilina*, inoculando 0.1ml del
cultivo de 16 horas (1—2x109 células/ml) en ca-
jas de petri con medio BHI*, se dej6 solidifi--
car y se colocd un disco de papel filtro esté--
ril (0.5 cm de di&metro) en el centro de la ca-
ja, y con una micropipeta se agrego sobre el --
disco 10 41, de una solucidén de ampicilina (8mg/
ml en NaOh 0,02N)*, Las cajas se incubaron in-
vertidas durante 24 horas a 37°C. Una zona cla
ra de inhibicién indica la ausencia del plésmi-

do pKm101 (15, 38).

*VER ANEXO
36



Sensibilidad a la Luz Ultravioleta

Para verificar la presencia d da mutacidén uvalB
(afeccidn del sistema de reparacibn por escisién)
se determind la sensibilidad de las cepas a la
luz ultravioleta; colocdndo en cajas petri con
medio BHI* por medio de estrfas una alicuota de
los cultivos de 16 horas {1—2x109 células/ml) .
Se tapd la mitad de las cajas con papel aluminio
y se irradidé con una ldmpara germicida de luz -
UV. de 15 W., a una distancia de 33-35 cm., por
6 segundos para las cepas que no contienen el -
plasmido y 8 segundos para las cepas gque si lo
contienen. Las cajas se incubaron invertidas de
18-24 horas a 37°C. Las cepas gue contienen el
marcador UvrB, solo crecen en la mitad de la ca-
ja que nc fue irradiada y las que no lo tienen -

crecen en toda la caja (38).

Frecuencia de la Reversifn Espontanea

En un tubo de ensayo con tapbn de rosca, que con
tenia 2 ml de agar suave minimo complementado --
con histidina-biotina (0.5 mM)*. a 45°C; se agre
g6 0.1 ml, del cultivo bacteriano de 16 horas --
(1-2 x 109 células/ml), se agitd suavemente en -
un agitador Vortex (Fisher, Genie. No.Cat. 12 -

812) y se distribuyd uniformemente en cajas con

*VER ANEXO



medio minimo 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).

(OBTENCION Y CONSERVACION DE LAS CEPAS

Las cepas bacterianas (excepto la UHT8414) se -
obtuvieron directamente del Dr. Bruce N. Amex:
Biochemistry Department University of California
Berkeley, 94720 BC 43, USA, las cuales llegaron
en discos de papel filtro impregnados con los --
cultivos recientes de cada cepa dentro de bolsas
de pldstico con agar suave para evitar su deseca
cién. 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 -
37°C con agitacidén a 120 rpm. Los cultivos asi
obtenidos se sometieron a las pruebas anterior--
mente descritas para verificar la presencia de -
los marcadores genéticos, asi como la evaluacién
de la frecuencia de reyersibn espontdnea (15, --
38), Preparlndose cultivos de reserva descritos

a continuacidn,

*VER ANEXO
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Cultivos de Reserva a Largo Plazo

Los cultivos de reserva de éste tipo se prepara-
ron a partir de 0.9 ml del cultivo bacteriano de
16 horas (]-2x109 células/ml), agregando 0.10ml
de Dimetil Sulféxido (DMSO), en viales estériles
(NUNC) con tapdn de rosca y se congelaron réapida
mente sobre hielo seco, para mantenerlos poste-—-
riormente almacenados a-70°C. en un ultracongela
dos (VWR Scientific Company. Mod. No. A 8514 --
C=0=8) 01 5y 38R

Cultivos de Reserva a Corto Plazo

Para evitar congelar y descongelar los cultivos
de reserva (a largo plazo), se prepararcon culti-
vos de reserva secundarios (a corto plazo), los
cuales se almacenaron a 4°C., hasta por 1 &8 2 me-
ses. Para ésto, se tomd con una pipeta de vi- -
drio estéril una muestra del cultivo de reserva
(mantenié&ndolo en hielo seco), y se sembrd en --

5 ml de caldo nutritivo BIOXON* incubando en ba-

fio marfa con agitacién a 120 rpm. (American - -
Scientific Products DT-23), durante 18 horas a -
37°Cc., de este cultivo se sembraron alicuotas --

por medio de estrias en cajas de petri con medio
minimo de Vogel-Boner complementado con un exce-

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

*VER ANEXO
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rante 24 horas a 37°C., con las cajas invertidas
y se almacenaron a 4°C, Por seguridad se compro
baron nuevamente lqs marcadores genéticos y la -
reversién esponténea. Para las cepas que contie
nen el pld@smido se agregd también ampicilina*, a

la caja durando solamente de 1 a 2 meses (15, 38).

SOLUCIONES DE MUTAGENOS

Todos los compuestos se disolvieron con Dimetil

Sufbéxido (DMSO) y las soluciones se prepararon -
en tubos con tapdn de rosca estériles, conservén
dolas a -20°C,, antes de ser usadas, A partir -
de los cuales se realizaron las diluciones co- -
rrespondientes con DMSO, colocandolas en tubos -

ependor estériles,.

ENSAYO DE MUTAGENESIS

Este ensayo se realiga utilizando controles posi
tivos y negativos; sin embargo en este trabajo =
se omitieron los controles positivos ya que se -
sabe gque los compuestos con log que se trabajé --
(notrosamidas) son mutagénicos para las cepas --

de Safmonella typhimunium hisG46 (33, 54, 29),

Los cultiyvos utilizados para esta prueba, se pre
*VER ANEXO.
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pararon tomando con una asa de platino estéril -
una muestra de las cajas de reserva a corto pla-
zo y se sembrd en un matraz de 150 ml contenien-
do 20 ml de caldo nutritivo (BIOXON)*. Se incu-
baron a 37°C., durante 16 horas en bafiio maria --
con agitacidén (American Scientific Products BT~
23) a 120 rpm, hasta una densidad aproximada de
1—2x109 células/ml, a partir de este cultivo se
realizd el ensayo de mutagénesis. En un tubo de
tapdén de rosca que contenia 2 ml de agar suave*
precalentado a 45°C, se anadid rapidamente 0.Iml
del cultivo de 16 horas mas 0.01 ml de la solu-=
cidén del compuesto a probar mientras que el con-
trol negativo contenia 0.1ml del cultivo de 16 -
horas méds 0.01ml del solvente empleado (DMSO).
El contenide se agitd con ayuda de un vortex - -
(Fisher, Genie 2 No.12-812) distribuyéndose per-
fectamente sobre cajas petri con medio minimo de
Vogel-Boner*, de manera que se forme una capa ho
mogéneca . Las cajas se dejaron solidificar a tem
peratura ambiente y se incubaron invertidas a --
37°C, durante 48 horas. Contandose las revertan-
tes obtenidas con la ayuda de un cuenta colonias

(Fisher Mod. 133-8B002) (15, 38).

* VER ANEXOQ
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ENSAYO DE SOBREVIDA

Los cultivos utilizados en este ensayo se obtu-
vieron de la misma forma que para el ensayo de
mutagénesis., A partir del cultivo de 16 horas
(1~2x109 células/ml), se realizaron diluciones
en solucién salina- isotdnica estéril*, hasta -
obtener alrededor de 3 x ]03 bacterias por mili
litro. En un tubo de tapdn de rosca con 2 ml de
agar nutritivo suave* precalentadec a 45°C, se -
anadibd rapidamente 0,1 ml m&s 0,01 ml del com--
puesto a probar. El control negativo contiene
lo mismo, sustituyé&ndose el compuesto a probar
por el solvente empleado (DMSQ), el contenido -
se agitd con ayuda de un vortez y se distribuyd
perfectamente sobre agar BHI* contenido en cajas
petri, Dejandose solidificar a temperatura am-
biente y se incubaron invertidas durante 24 ho--
ras a 37°C, se contaron las unidades formadoras
de colonias (ufc) resultantes, con un cuenta co-

lonias (15).

ENSAYO CON DMSO ]

En este trabajo se utilizé como solvente el Dime
til Sulfdxido (DMSO), por sexr uno de los més em-

pleados en pruebas con el sistema de Salmonella

*VER ANEXO
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tuphimurdum de Ames (38). Para determinar la -

cantidad de solvente gue se va ha agregar en los
controles negativos de los experimentos asi como

el volumen minimo necesario pra disolver los com
puestos problema sin gque este resulte ser mutagé
nico o tbéxico para las cepas, se realizaron ensa
yos tanto de mutagénesis como de sobrevida segfin

lo descrito anteriormente.

ESTUDIOS DE REPARACION

Con el fin de conocer el efecto del sistema de
reparacién por escisidn sobre la accidén de los -
compuestos N-nitroso (nitrosamidas); se utilizd
el sistema de cepas de Safmonella typhimurnium --
Uvr+/vaZ inoculando las cepas durante 16 horas
a 37°C, en bano maria con agitacién a 120 rpm.
Con este cultivo se procedid a trabajar simuité—
neamente el ensayo de mutagénesis y el de sobre-

vida con las nitrosamidas a probar.

Asi mismo para conocer el efecto del sistema de

reparacidn propenso a error S0S, sobre 1la accién
de las nitrosamidas, se utilizd el sistema de ce
pas de Sadmonedlfa typhimurium con y sin la pre--
sencia del plédsmido pKm101. Realizando los mis-

mos procedimientos que en el caso anterior.

* VER ANEXO
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INTERPRETACION DE RESULTADOS

Mutagénesis

Se considerd que hubo un efecto mutagénico posi-
tivo, cuando al adicionar el compuesto N-nitroso
(nitrosamidas) se incrementd cuando menos al do-
ble el ndmeroc de revertantes espontdneas, y gque
al incrementar la dosis del compuesto se observe

una curva dosis respuesta.

Toxicidad

Se considerd que hubo un efecto tbéxico, cuando -
al adicionarle el compuesto N-nitroso (nitrosami
das) se disminuypo a casi la mitad del nimero de

unidades formadoras de colonias (ufc/ml).

ANALISIS DE RESULTADOS

Se realizaron varios experimentos hasta contar -
con tres reproducibles para cada caso, introdu--
ciendo tres placas en cada uno de los puntos, co
mo se recomienda en Maron y Mmes (1983), mostran
dose un ensayo representativo para cada compues-
to probado, Para comparar los efectos de los --

sistemas de reparacibn, se realizaron estudios -
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5 = 4+ s
en paralelo de las cepas uvr vy uvr , deficiente
y eficiente en el sistema de reparacidn por esci
sién, tanto con el pldsmido pKm101, como sin &1,

Los resultados obtenidos se graficaron empleando

el programa Harvard Graphics 3.0.



RESULTADOS

MARCADORES GENETICOS Y ESTANDARIZACION DEL
METODO DE AMES

En la tabla no. 1, se muestran los resultados --
correspondientes a los marcadores genéticos de -
cada una de las cepas empleadas en este trabajo

(TA1535, TA1975, TA100 y UHT8414). Enmarcando -
la presencia del plismido pKml101l y de las muta-

ciones n4a y uvrB, en las cepas como positivo (+)
y negativo (-) en el caso de la ausencia de los

mismos. Observandose gue las cuatro cepas se en
contraban en condiciones adecuadas para poder --
trabajar los compuestos problema, segin lo repor
tado por Maro y Ames 1983. Asi mismo se presen-
ta la reversidn esponté&nea (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 Sulfdxi-r
do (DMSO) como solvente para los diferentes com-
puestos N-nitroso, empleando a la cepa TA10Q0 tan

to en el estudio de induccibn de revertantes - -
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tHis , womo en la prueha de toxicidad. Obtenien-
do gque a las dosis probadas del solvente no se
observa un efecto mutagénico ni tampoco un efec

to téxico.
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TABLA No, 1

MARCADORES GENETICOS Y REVERSION ESPONTANEA

CEPA nga PLASMIDO uvh R.E
TA1535 + - + 17.0Q
TA1975 + - - 8.0
TA100 + + + 156.0
UHT8414 + + - 10.0

+ Presencia del marcador.

- Ausencia del marcador,

R.E Reversidn espontanea obtenida del promedio de
’ r

tres placas,

TABLA No.1. Marcadores genfticos y reversidn espon-
tanea de cuatro cepas de Safmonella Lyphimurium Uyr

+/-, con y sin la prrsencia del plésmido.
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T ABLA No. 2

ENSAYO CON "DMSO"M

CEPA DMSO R.E UFC  SOBREVIDA
100.:1 10 .1 10° /m1 %
TA100 Q.0 1463 37.5 100.0
TA10Q 10.0 198.3 41.5 110.6
TA100 20.0 234.3 43.5 116.0 °
TA100 40.0 193.6 37.0 98.6

DMSO. Dimetil Sulféxido (CHB)ZSO.

UFC. Unidades formadoras de colonias.

R.E TReyersidn espontdnea (x de 3 placas]

% Porcentage de sobrevida conrespecto al control

negativo.

TABLA No.2. Ensayo de mutagénesis y sobrevida con el
solvente Dimetil Sulfbxido, en la cepa TA10Q del sis

tema de cepas de S. Typhimuwrium.
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MUTAGENESIS Y REPARACION

Influencia del Sistema de Reparacién por Esci--

sién en Mutaciones Inducidas con Nitrosamidas

En las

graficas de la 1 a la 4 se presentan las

respuestas de las cuatro nitrosamidas probadas:

MNNG,

pas de
uvraB e
trados

dos de

NMU, ENNG y PNNG respectivamente en ce-
Salmonella typhimunium (his8G46, Lnfa,

hisG46, L rnga, uvxB').  Los resultados mos
fueron trabajados por triplicado, obteni-

un ensayo representativo y reproducible,
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GRAFICA No.l

EFECTO MUTAGENICO DE MNNG EN CEPAS DE
Safmonella typhimunium uvr+/-

Revertantss his+

1200

1000 -

800

. 0.078 0.158 0312 0.628
Ug/cala

—— TA%3S8 (uvr-) —+ TARTS (uvre)

sControl negativo (DM8O.FP.M.78.13)
RE: TA#6356:23.8 TAW758.33
MNNG N-metli-N-nltro-N—nitroscguanidina

GRAFICA No,1. Se muestran los resultados obtenidos
con N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG). Ob-
servandose gque el compuesto fué mutagénico para an
bas cepas: TA1535 uvrB y TA1975 uvrB+, a partir -
de la dosis de O.156_qg/caja. Asi mismo se puede -
observar el inicio de un comportamiento dosis-res-

puesta,
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GRAFICA No.2

EFECTO MUTAGENICO DE MNU EN CEPAS DE
Salmonella typhimurium uyr+/—-

Revertantes hia+

800

. 099 030 078 166 3w 828 125 260
Ug/caja

— TAW3S (uvr-) —— TA1TS (uvre)

« Control negativo (DMSO. P.M78.13)
RE. TA3S: 155 TAWTE:156
NMU Nitroso-N-metiurea

GRAFICA No.2. Se muestran los resultados obtenidos
con la N-nitro-N-metilurea (NMU). Cbservandose que
este compuesto es mutagénico para ambas cepas: --
TA1535 uvrB y TA1975 uvrB' , a la dosis de 0.194 g
/caja. Apartir de la cual se observa una tendencia

de comportaniento dosis-respuesta.
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GRAFICA No.3

EFECTO MUTAGENICO DE ENNG EN CEPAS DE
Satmonedla Lyphdmurium uvr+/-

mmmm Hise

1000

800+ Vs

.oo._ . o POP— e o

:

8

0 i
. 0.312 0.826 126 2.6 5.0 0.0
Ug/cala
— TA538 (uwwr-) —+ TA197S (uvre)

« Control negativo (DM8O. P.M.78.13)
RE. TA1636: 15.6 TA®WTS: 15.8
ENNG N-etli-N-nitro-N-nitrosoguanidina

GRAFICA No.3, Se muestran los resultados obtenidos

con N-etil-N-nitro-N-nitrosoguanidina (ENNG). Obser
vandose que este compuesto fué mutagenico para la -
cepa TA1535 uvrB a partir de la dosis de 0.625 ,L{g/
caja, mientras que para la cepa TA1975 uvrB' fué mu
tagénico a partir de la dosis de 1.25,¢‘q/caja. Obte
niendo un comportamiento dosis-respuesta a partir -

de la dosis mutagénica correspondiente a cada cepa.



GRAFICA No.4

EFECTO MUTAGENICO DE PNNG EN CEPAS DE

Salmonella Lyphimurium uvr+/-

Revertantes hiae

800

eoor

- T L i L L i
. 0% 0340 078 166 31 626 ®w»E 250 500
Ug/caja

—— TA®3S (uvr-) —+ TANTSE (uvre)

+ Control negativo (DMEO.PM.78.13)
RE. TA1535: 1L8 TAWNTSH: 4.7
PNNG N-propli-hN-nitro-N-nitrosoguanidina

GRAFICA No.4. Se muestran los resultados obtenidos

con N—propil—N—nitro-—_ii-—nitrosoguanidina (PNNG} . Te-
niendo que para la cepa TA1535 uyrB el compuesto -
fué mutagénico a partir de la dosis de 0.19 ,419/caja,
mientra que para la cepa TA1975 uvrB® lo fué a la -
dosis de 0.78 yg/caja. Observéndose un comportamien

to dosis-respuesta para cada una de las cepas.
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Influencia del Sistema de Reparacién Propenso a
Error "SQS" en Mutaciones Inducidas con Nitrosa

midas

En las graficas de la 5 a la 8 se representan --
las respuestas de las cuatro nitrosamidas proba-
das: MNNG, NMU, ENNG y PNNG respectivamente,
en cepas de Salmonella typhimurnium (hisG46,L nia,

. +
pKm101 e h44G46, s nfa, uvaB pKm101) .

»

uvaB
Los resultados mostrados fueron trabajados por -
triplicado, obtenidos de un ensayo representati-

vo reproducihle.



GRAFICA No,5

EFECTO MUTAGENICO DE MNNG EN CEPAS DE

Salmonella Lyphimwidum pkm101 uvr+/-

. 0.038 0.078 0.156 0.312 0.628 126
Ug/cija

— TARO{pKm01 uvr-) —— UHTB414(pKm101 uvre)

« Control negativo (DMSO. P.M.78.13)
RE. TA100: 87.0 UHT8414: 240
MNNG N-metll-N-nitro-N-nitrosoguaniiina

GRAFICA No.5. Se muestran los resultados correspon
dientes a la N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina -
(MNNG) . Observandose que el compuesto fué mutageni
co para ambas cepas: TA1Q0 uyxB y UHT8414 uvrB+,

a partir de la dosis de Q.312 ,‘{g/caja.
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GRAFICA No.b

EFECTO MUTAGENICO DE NMU EN CEPAS DE
Salmonella typhimuwidum pKm101 uvr+6-

Revertantes hise
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—— TAOO{pKm101 uvr=) —— UHTE414(pKm101 uvre)

+ Control negativo (DMSO.P.M.78.13)
RE. TA100: 279.3 UHTE4M: 4.2
NMU Nitroso-N-metlures

GRAFICA No.6. Se muestran los resultados obtenidos
con E—nitroso-—N—metilurea (NMU) . Obhservandose que
el cmpuesto fué mutagenico para ambas cepas, pero
a diferentes dosis. Para la cepa TA100 uvrB fué po
sitivo a la dosis de 6.25_1g/caja, mientras que pa
ra la cepa UHT8414 uvrB+ fué pisitivo a la dosis -

de Q.78 ;(g/caja.



GRAFICA No.7

EFECTO MUTAGENICO DE ENNG EN CEPAS DE
Salmonella Ltyphimwiium pkm101 uvr+/-

Revertantss his+
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—— TAOO(pKm101 uvr=) —— UHT8414{pKm10uvre)

+ Control negative (DMSO.P.M.78.13)
RE. TA%00: 2213 UHT84M: 0.3
ENNG N-etii-N-nitro-hN-nitrosoguankdina

GRAFICA No.7. Se muestran los resultados obtenidios
para la N-etil-N-nitro-N-nitrosoguanidina (ENNG). -
Observandose que para ambas cepas: TA100 uvrB y --
UHT8414 uvrB+, el compuesto fué mutagénco a la do-

sis de 1.25 ;ﬂg/caja‘
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GRAFICA No.8

EFECTO MUTAGENICO DE PNNG EN CEPAS DE
Salmonella typhdmurium pKm101 uvr+/-

Revertantss his+
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— TAROO(pKm101 uvr-}  —— UHTB8414{pKm101 uvr+)

+ Control negativo (DMSO.P.M.78.13)
RE. TAW00: 79.3 UHT84W: 17.33
PNNG N-propi-N-nitro-N-nitrosoguanidina

GRAFICA No.8. Se presentan los resultados obtenidos
con N-propil-N-nitro-N-nitrosoguanidina (PNNG). Ob-
servandose que el compuesto fué mutagénico para am-
bas cepas: TA100 uyrB y UHT8414 uvrB+, a la dosis

de 0.78 ,%g/caja.



EFECTO TOXICO DE COMPUESTOS N-NITROSQO (NITROSAMI
DAS) EN CEPAS DE Salmonefla Lyphimurium

El efecto tdxico de cuatro compuestos N-nitroso
(nitrosamidas: MNNG, NMU, ENNG Y PNNG), fue -
valorado mediante el uso de los dos sistemas de
cepas de Safmonefla typhimurium uyrB’ /uvrR” con
y sin la presencia del pl&smido pKm101, menciona

dos anteriormente.

En las sigulientes cuatro graficas se muestran --
los resultados obtenidos, para cada uno de los -
compuestos probados, Utilizando la técnica de -
incorporacidén en placa (sobrevida), en la cual -
cada dilucién del compuesto fue probada por tri-
plicado. Se grafican los resultados de un expe-

rimento y reproducible,
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CRECIMIENTO DE Safmonefla typhimwriuwn

EN PRESENCIA DE MNNG

80
‘o r .................
20 -
o 'l H
. 25 5.0
Ug/caja
— TA¥E38(uvr-) — TAWTH{uvi+)
== TA0OPKmMIO1 uvr=) =8~ UHTO4 K (pKmI01 wvre)

+ Control negativo (DMSO.P M.78.13)
UFC: Unidadea formadoras de coioniss
MNNG N-math=-N-nitro-N-nitrosoguanidina

0.0

GRAFICA No.9. Se muestran los resultados obtenidos

con la N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG] .

Observandose que a las dosis estudiadas, este com-

puesto no produce un efecto téxico que disminuya -

el crecimiento de alguna de las cuatro cepas utili

zadas.



CRECIMIENTO DE Sadmonella Cyphdmurium

EN PRESENCIA DE NMU

== TA#B38{uvr-) —— TANTS(uvre)
=& TANVOC(pKmMIOt wvr-) —E— UHTE4 M (pKm101 uvre)

« Control negativo (DMSO.PM.78.13)
UFC: Unidades formadoras de colonias
NMU Nitroso-N-metlivrea

GRAFICA No.10. Se muestran los resultados obtenidos
con N-nitro-N-metilurea (NMU). Observandose nueva-
menteque el compuesto no resulto ser tdxico para -
ninguna de las cuatro cepas utilizadas, a las dosis

empleadas.



GRAFICA No. 11

CRECIMIENTO DE Salmonelfa typiimuwidum

EN PRESENCIA DE PNNG

% UFC
i20

1001

- TAB3{uvr-) —— TAWNTS{uvre)
—5= TAO(PK® 101 wyr=) —8- UHTR4 M pKm 01 uvre)

+ Control negativo (DM8O.PM.78.13)
UFC: Unidades formadoras de colonlas
EMHG N-etli-N-nitro~-N-nitrosoguanidina

GRAFICA No.11. Se muestran los resultados obtenidos
con la N—etil—N—nitro—Efnitrosoguanidina (ENNG) . Qb
servdndose que el compuesto fué toxico para la cepa
TA1535 uvrB ), en una forma directamente proporcio-
nal a la concentracidn, no observandose dicho efec-

+
to en las cepas restantes uvrB y pKm101.



CRAFICA NO. Lz

CRECIMIENTO DE Salmonetla typhimurium

EN PRESENCIA DE PNNG
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PNNG N-propli-N-nitro-N-nitrosoguankiina

GRAFICA No.12. Se muestran los resultados obtenidos
con N—propil—N—nitro—ﬂ—nitrosoguanidina (PNNG}, en

el crecimiento de las cuatro cepas empleadas, obser
vandose que este compuesto no resultd ser tdxico pa

ra ninguna de las cepas a las dosis empleadas.



De acusrdoe con los resul:iados obtenidos anterioi
mente se determind la dosis minima mutagénica, -
para cada una de las nitrosamidas prebadas, en -
base a la cantidad de manomcles necesaria para
incrementar al doble la Reversidn Espontinea de
cada cepa. En la tabia No. 2, se observan los -
resultados obtenidos mediante la utilizacidn de
cuatro cepas de Salmenella typhimurium wyrB / --
uvrB con y sin la presencia del pl&smido pKm101.
Observdndose que en las cepas carentes del plas-
mido se presentan las dosis minimas mutagénicas
més bajas con respecto a las cepas que contienen

el marcador.



TABLA No.3
DOSIS MINIMA MUTAGENICA DE CADA NITROSAMIDA

COMPUESTO CEPAS

NITROSAMIDAS TA1535 TA1975 TA100 UHTE414

NOMBRE nM/caja

MNNG 1.060 1.060 2.121 2.121
NMU 1.843 1.843 60.620 7.565
ENNG 3.879 7.759 7. 759 7.75%
PNNG 1.084 4,452 4.452 4.452

PESO MOLECULAR. MNNG:147.1, NMU:103.1, ENNG:161.1,
PNNG:175.2
GENOTIPOS: TA1535 (hdsGd6, Lnfa, uvnB')
TAI100  (h4G46, 4nfa, uvaB , pKm101)
Ta1975  (hi4G46,A nfa, uvrB’)
UHT8414 (hisG46, / nfa, uu)LB+, pKm101)

TABLA No.3. Dosis minima mutagénica encontrada para ca
da una de las nitrosamidas probadas para el sistema -
de cepas de Safmonefla typhimurium uvr’ fuvr  con y sin
la presencia del pldsmido pKm101.



CONTROL DEL SISTHMA

Como Se menciondé anteriormente este trabajo fue
realizado en un laboratorio de microbiologia de
nueva creacidn, Siendo eviderte la necesidad de
establecer un patrdn propic en cuanto al manejo
adecuado del sistema de cepas de Safmoncdla - -
typhamut cum, debido a gue las condiciones ambien
tales y de trabajo, variIan de un lugar a otro.
Por otro ladeo se han encontrado que pueden exis-
tir varliaciones instralaboratorios con respecto
a los resultados obtenidos con mutdgenos de - -
accidn directa (11). En este caso se tratd de -~
apegar lo mé&s posible a los patrones estableci--
dos por Maron y Amex (1983) y Espinosa Aguilrre -

(1980) ,

Marcadores Genéticos

El manejo y verificacién de los marcadores gené-
ticos de cada una de las cepas de Salmonella - -
typhimurium de Ames, que se utilizaron para pro-
bar los diferentes compuestos, es de suma impor-

tancia para obtener resultados confiables, compa
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Las pruebas para corrobar la presencia de los --
marcadores genéticos, fueron realizadas al obte-
ner las cepas del Dr. Bruce N. Ames. Determinan
deo gue las cepas llegaran en buen estadc para --
trabajar inmedictamente, posteriormente y duran-
te la realizacidn del trabajo fue confirmado el

genotipc de cada una de las cepas, especialmente
en los casos en gue la reversidn esponténea se -
saliera del patrén normal y/o cuando se perdia -

la sensibilidad de la prueba,

La valoracidén de la presencia de la mutacibn #xfa
en las cepas mutantes, las cuales presentan la -
falta de polisacdridos en la membrana celular ex
texrna, facilitando el acceso de los compuestos, -
mediante la inhibicién de crecimiento con respec
to a los compuestos con moléculas de gran tamafio,
como lo es el cristal violeta utilizando en esta
prueba (38), fue importante para la realizacibn

del trabajo, ya que si bien éste no esta enfoca-
do hacia la capacidad penetrante de los compues-
tos probados (nitrosamidas), habia que asegurar

su introduccién en las bacterias.



Az miems se genfisgnw® la presencia del plaswmido

pKm10' en las cepas TA10QG yUHT8414, el cu&l les

confliere vresistencia a la ampicilina, ademis de

que s ha visto gque incrementa tanto la sensibi-
tidad para detectar mutigencs comoc su resisten--
vi1.: al daho producido por ia luz UV. (38, 41), -
mediante la falta de inhibicidn del crecimiento

de las bacterias en presencia de ampicilina. Por
otra parte se observdé gue despufés de cinco sema-
nas de almacenamlento de los cultivos de_ reserva
secundaria, no se logrd detectar la presencia --
del pldzmido, asumiendo gue las cepas correspon-
dientes lo habian perdido a causa de la inestabi
lidad del pl&smido, coincidiendo &ste perfodo --
con el establecido de 1 a 2 meses para éste tipo

de cepas en otros trabajos (38).

En cuanto a la determinacidén de la mutacién uvi
presente en las cepas TA1535 y TA100, ocasionada
por la delesidén del minuto 18 del cromosoma bac-
teriano, que origina la pérdida de la capacidad
para efectuar la reparacidn por escisidn de los
danos producidos al ADN (38, 51), se realizd con
menor frecuencia debido a que es una de las més
estables dentro del sistema de Salmonella - -
typhimuadium, no obstante hay que enfatizar la im

portancia gque tiene el marcador para la realiza-
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Reversidn Espontdnea

La reversidén esponténea estd determinada por el

nimero de revertantes his’ por placa y cada cepa
tienen su frecuencia caracteristica (38). En es
te caso la reversidn esponténea de cada una de

las cepas fu@ valorada rutinariamente, como par-
te de los experimentos de mutagénesis, con lo —-
cual cada experimento contd con su patrdn de com
paracibén, para la determinaciédn de un resultado

positivo, ademds de ser constituir un control --
del buen estado de las cepas. De tal forma que -
en el laboratorio de microbiologia del Hospital

Judrez de México, el nlmero de revertantes fluc-
tia alrededor de los siguientes valores: TA1535;:
17 .0, TA1975: 8.0, TAI0O: 156.Q y UHTB414: 10,0,
Debe hacerse notar gue la substitucibdn del caldo
nutritivo Oxoid No, 2 recomendado por Maron y --
Ames (1983) por caldo nutritivo BIOXON (México),
no alterd la prueba de Ames en este laboratorio,
por lo que se presenta este medio como una altexr
nativa adecuada para laboratorics cuyos reglamen

tos dificulten la importacién de reactivos,
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De avrusrdo ceon les resultados cbteniedos en las
pruebas de control de calidad, gueda asumido el
buen manejo del sistema de cepas de Safmonella

Ltyphimurdium de Ames en el laboratorio del Hospi-
tal Judrez de MEéxico apoyandc asi los resultados
obtenidos con respecto a la finalidad de este --

trabajo.

ESTANDARIZACION DEL USO DEL DMSO EN LA PRUEBA
DE AMES

En la actualidad se conocen una gran cantidad de
solventes para los diferentes compuestos, siendo
el Dimetil Sulféxide el solvente meior conocido

dentro del sistema de Salmonellfa typhimurdlum, pa
ra compuestos no solubles en agua (38). De acuer
do con los resultados obtenidos a partir de los

ensayos de mutagénesis y sobrevida (ver tabla --
no. 2), se determind utilizar la cantidad de - -
10 ﬂl de DMSO como control negativo en los ensa
yos ademds de utilizarlo como solvente para lo -
compuestos, Confirmando asi la disponibilidad -
del Dimetil Sulfdxido como solvente dentro del -

sistema de cepas de Salmonella.

ACTIVIDAD MUTAGENICA

En este trabajo se han presentado evidencias de

7



que las cuatro nitrosamidas probadas (MNNG, NMU,
ENNG y PNNG) inducen mutaciones dentro del sists
ma de cepas de Salmonella typhimunium de Ames.
En este caso también se tomé en cuenta que un re
sultado positivo puede ser confirmado al demos--
trar una curva dosis-respuesta utilizando rangos
estrechos de concentracidn, sin embargo ocasio--
nalmente se encuentran respuestas de tipo no 1li-
neal, como es el caso de la MNNG, aunque un in--
cremento de revertantes His+ en forma directamen
te proporcional a la dosis se considera como un
efecto mutagénico (38)., No obstante se ha repor-
tado también que en la prueba de Safmonella - -~
typhimurnium, la mayoria de los mutdgenos proba--
dos a dosis bajas, presentan una relacién lineal
en las curvas dosis-respuesta (56), siendo este
Gltimo comportamiento comparable con lo obtenido

para los compuestos probados en este trabajo.

Una gran cantidad de compuestos N-nitroso dentro
de los cuales se encuentran las nitrosamidas, --
han sido probados en diversos sistemas para de--
terminar su capacidad mutag&nica y en algunos ca
sos su capacidad carcinogénica (33, 3, 22, 54, -
29, 43). En estos estudios se ha demostrado que

la nitrosamidas son especialmente mutagénicas en

cepas de Salmonella typhimurium, hisG46, sin ob-
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gervarse un iucremento cconsilderabie de la res- -
puesta mutagénica de las nitrosamidas al ser bio
transformadas. De ahl que en este trabajo, sélo
se empled la técnica de incorporacién en tubo +-
descrita por Maron y Ames (1283). Permitiendo -
realizar una comparacifn de la respuesta mutagé-
nica entre las cepas uvrB usadas en otros repor
tes de la literatura y las cepas uvrB’ estudia--

das en este trabajo.

Por otra parte, la recoleccidn de datos genera--
dos ha mostrado una alta correlacién entre la mu
tagenisidad y carcinogenisidad de m&s de trecien
tos compuestos quimicos. Con lo cual se enfati-
za la importancia de haber obtenido respuestas -
mutagénicas por parte de las cuatro nitrosamidas

probadas a dosis bajas.

EFECTQO DEL SISTEMA DE REPARACION POR ESCISION
SOBRE MUTACIONES INDUCIDAS POR COMPUESTOS N-NI-=
TROSO (NITROSAMIDAS}]

En este trabajo se probaron dosis bajas de!'los -
compuestos, para ver hasta que grado los compues
tos (nitrosamidas) dejan de ser potencialmente -
mutagénicos, tomando como base las concentracio=--

nes utilizadas por Lijinsky y Andrews (1979), -=-



guienes trabajaron con respecto a la potencia --
mutagénica de algunos compuestos N-nitroso entre
los cuales incluyeron a algunos de los gue se -~
han empleado en este trabajo, empleando cepas --

hisG46 uvrR dGnicamente.

Los resultados evidencian que tanto la MNNG como
la NMU, son mutagénicas para las cepas de Safmo-
nella typhimurium hisG46, tanto uvr8+, como = -
uvrB , ya que en amhos casos el sistema de repa-
racién por escisidén presente en la cepa TA1975 -
{uvrB+], no tuvo efecto sobre la accidn de los -
dos compuestos. Observad@ndose que la MNNG mani--
festd una mayor capacidad mutagénica gue la NMU,
ya que esta filtima requiere de una dosis mayor -
para ser mutagénica gque la MNNG. No obstante am
bos compuestos pueden considerarse como mutige-—-—
nos potentes, Por otro lado, en el caso de la -
ENNG y de la PNNG, indujeron mutaciones en la ce
pa de Salmonella typhimurium hisG46 TA1535 Uyr

que pueden ser corregidas cuando el sistema de -
reparacibn funciona adecuadamente como en el ca-
so de la cepa Safmonella typhimurdium TA1975 - -

hisG46 uvrB+. Observédndose que en el caso de la
ENNG se requiere de una dosis dos veces mayor pa
ra inducir mutaciones en esta Gltima cepa. Asi =

mismo, para la PNNG se requlere de una dosis cua



tro veres mayor para induclr mutaciones en la ce
pa TA1375 uvr+. Esta situacidén nos manifiesta -
que s6lc las metilaciones del ADN no son corregi
das por el sistema de reparacibn por escisibn,

Por otra parte se sabe gue los agentes alquilan-
tes inducen lesiones al ADN gue son corregidas -~
por mecanismos especificos de reparacién para es
tos agentes y unc de ellos puede ser por la libe
racidén de grupos alquilo de bases alquiladas (es
pecialmente la 06—metilguanidina) por parte de -
las metilasas, los cuales permanecen hasta la re
plicacidén del ADN (26, 31). Los datos de escs -
estudios coinciden con los reportados por Gutten
plan en 1990, en donde se muestra que la metila-
cidn de bases es una lesibén con mayor potencia -

mutagénica.

Por consiguiente en este trabajo se presentan --
evidencias de que el buen funcionamiento del sis
tema de reparacién por escisidn, constituye un -
mecanismo de defensa gue presenta la célula para
poder redicir el dano causado por la actividad -
mutagénica de algunos compuestos N-nitroso, Asf
mismo se determina que el dano reparado por la -
bacteria en forma dependiente de la dosis, po- -
drfia representar un riesgo menor para la salud =

gue aquellos cuyo dahe aln a dosis bajas no pue-
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de ser corregido por el sistema de reparacibn =-
por escisidn libre de error (39). En hase a es=
to determinamos gue 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
organismoc para reparar el dafio al ADN producido

por dicho compuesto y gue la reparacidn de las -
lesiones, constituye otro aspecto importante den
tro del proceso de iniciacién del cé&ncer (58, --

18).

EFECTO DEL SISTEMA DE REPARACION PROPENSO A ERROR
"S0S" SOBRE MUTACIONES INDUCIDAS POR COMPUESTOS
N-NITROSO (NITROSAMIDAS)

Para detexrminar el efecto del sistema .de repara-
cibn S0OS sobre las mutaciones inducidas por las

nitrosamidas se emplearon dosis bajas, tomando -
como base las concentracicnes utilizadas en la -
determinacién del efecto del sistema de repara--

cién por escisibn,
Los resultados nos muestran que las cuatro nitro

samidas; MMNG, NMU, ENNG y PNNG inducen mutacio-

nes en las cepas de Salmonefla typhimusrdium hisG4e,
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Lannlte ia uvr{i+1:'r<:n103 camo la L:\;rd—pf(m'l()}, gue no
son c¢orregidas, esta respuesta mutagénica de la

MNNG y la NMU era de esperarse ya gue estos com-
puestos metilantes indujeron danos no reparables
en cepas uvrB+, ain sin el plasmido (pKm101), --
mientras que la reparacidn de danos obtenida con
el sistema uvrB+ sin el plasmido pKm101 para los
compuestos ENNG y PNNG, est? siendo enmascarada

por la presencia de errores introducidos por el

pldsmido. Por otro lado, se obtuvieron =viden--
cias de que las nitrosamidas probadas originaron
un efecto mutagénico en las cepas gue contienen

el plasmido a dosis gue se encuentran por arriba
de las obtenidas con las cepas carentes del mis-
mo., Asi se manifiestan dos situaciones importag

tes ;

1) E1l sistema de reparacidn S0OS propenso a error
no proporciona un incremento de la sensibili-
dad en las cepas que lo contienen para la = =
identificacibén de los compuestos N-nitroso --

(Nitrosamidas) .

2) Asi como origina un incremento en el nimero -
de revertantes his+ en comparacién con el ni-
mero obtenido con las cepas carentes del plas
mido, debido a la introduccidn de errores del

sistema S0S (41).



Estos resultados coinciden con lo reportado porx
otros autores gue han estudiado a los compues~--

tos N-nitroso (61, 62, 32, 33).

Estos efectos del plasmido pKm101 han sido tam=--
bién investigados anteriormente en otros siste--
mas, en donde se a determinado el gran impacto -
gque tiene sobre la deteccidn de mutaciones espon
tdneas, asi como su habilidad para realzar la mu
tagénesis y sobrevida celular, seguida de la expo

sicidén del ADN al agente causal del dafio (14).

VALORACION DE LA CAPACIDAD TOXICA DE LAS NITROSA
MIDAS EN CEPAS DE Sadmonefla typhimurlum

La mayoria de’ los compuestos presenta a altas do
sis cierto grado de toxicidad, aungue no todos -
presentan este tipo de comportamiento. La muta-
genesidad de un compuesto puede manifestarse a -
conecentraciones por debajo de su nivel tdxico o

muy cercano a él, Para estos Ultimos, que inhi-
ben el crecimiento baceriano impidiendo evaluar

su accién mutagénica, se han desarrollado diver
sas estrateglas para evitar resultados falsos ne
gativos de tal forma gque para seleccionar las --
concentraciones del compuesto problema se reali-

zan las pruehas de toxicidad 015
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En este trabale se¢ realizaron prucbas de sobrevi
da (ver material y métodos) para determinar la -
capacidad tvdéxica de las nitrosamidas probadas so
bre el sistema de cepas de Salmoenella typhimuriun
de Ames, utilizando las cvoncentraciones determi-
nadas para la prueba do mutagénesis, ya que en -
este caso no se tratd de encontrar o comprobar -

la dosis md&s alta mutagénica.

Los resultados nos muestran evidencias de que a

dosis bajas {inicamente la ENNG presentd cierto =
grado de toxicidad y s6lo en la cepa TA1535 - =
(uvr ), esta tendencia coincide con lo reportado
por Lijinsky y Andrews (197%9), quienes determina
ron un efecto bactericida para la ENNG a 50 g,

este efecto no se observa en la cepa TA1QO (uvfl
pKm101) debido a que cuenta con el sistema de re
paracién S80S, el cual origina un incremento en -
la sobrevida. Por otra parte hay gque tenexr en -
cuenta gque cuando el compuesto es debilmente mu-
tagénico y fuertemente t6xico, es diffcil hayar

un rango de concentraciones en el cual la poten-
cia mutagénica no esté enmascarada con la toxici
dad (38), sin embargo en este caso no se cree ==
que afecte los resultados obtenidos anteriormen-
te, ya que el dano causado por la ENNG al ADN -~-

puede ser corregido, sdlo en forma dependiente -

~J
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de la dosis, Asf mismo, en este trahajo se est§
demostrandu gque en el rango de dosis en que hay
correccién de dafios en las cepas uvrB+ los com--
puestos no fueron téxicos para ninguna de las ~-

cuatro cepas estudiadas.

VALORACION DEL RIESGO DE EXPOSICION A NITROSAMI-

DAS

En la actualidad la difusidn masiva de conlami--
nantes (plaguicidas, desechos industriales, etc,)

v el incrementc en el consumo de otros produntos
como aditiveos de alimentos, drogas terapéuticas,
cosméticos, etc., pueden constituir un riesgo pa
ra la poblacidn en general por la exposicibn cré
nica, aln cuando no se alcancen niveles muy al--
tos de esas substancias (10). En este caso, co-
mo se puede ver en la tabla no. 3 se obtuvieron

las dosis minimas mutagénicas a concentraciones

muy hajas, lo que nos indica que la exposicidn -
humana a los compuestos nitrosados, en este caso
nitrosamidas (MNNG, NMU, ENNG y PNNG) podria ser
un riesgo considerahle, teniendo en cuenta los -
reportes de Matney y colaboradores (1985), en don
de valoraron a los compuestos en hase a su capa-
cidad de producir mutacliones gue no puedan ser -

debidamente corregidas por el sistema de repara-
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cibér por escisidén, obteniendc gue los compuestos
metilantes (MNNG, NMU) pueden ser considerados -
como de alto riesgo, mientras gque los compuestos
con radicales alquilo de mayor tamano, pueden —--
ser considerados de menor riesgo, al originar --
una respuesta dependiente de la dosis, como se ob

serva en este estudio con la ENNG y la PNNG.

En base a lo anterior, se recomienda que en estu
dios posteriores se deben de tomar en cuenta a -
los sistemas de reparacibén en la valoracién del

riesgo de exposicidn a agentes mutagénicos y car
cinogénicos, ya que si bien el hombre por natura
leza esta expuesto a una gran cantidad de subs-~
tancias peligrosas a través del tiempo, este ha

podido superar dichos ohstdculos y en gran medi-
da a los sistemas de reparacién presentes en sus
células. Por otro lado se recomienda realizar -
constantes pruebas de valoracidn de exposicibn a
los compuestos N-nitroso, a agquéllas personas --
gque tienen mayor contacto con ellos, ya sea por

ingestidn de los mismos o de sus precursores O -
por contacto exterior en sus diferentes ambien--

tes en donde se desenvuelven.

Los sistemas celulares de reparacidn y sobre to-

do el sistema uvrB libre de error, constituyen -

g1



un factor determinante para poder evaluar los -
diversos riesgos de exposicibn a las nitrosami-
das en base a la dosis minima mutagénica obteni-
da para cada compuesto y poder conocer en un mo-
mento dado si el dano provocado por alglin agente
guimico como lo son las nitrosamidas, puede ser
corregido. Se conocen diversas evidencias epi-
demioldgicas que relacionan la exposicifn a ni-
tratos con alglin cadncer en humanos, especialmen-
te cdncer gastrico, las cuales han sido basadas
en gran parte en estudios de correlacidn geogria-

ica. Sin embargo se discute sobre la insufi- -

H

ciencia de pruebas que apoyen una asociacién di-
recta causa efecto entre la exposicidn a nitra--
tos y el riesgo de contraer céncer, debido a gue
la exposicidén de hombre a los compuestos N-nitro
so, no es a los compuestos individualmente, sino
con mezclas altamente complejas como lo es la co
mida o productos del tabaco, los cuales pueden -
contener varios compuestos N-nitroso. De lo an-
terior se enfatiza la necesidad de estimar el =--
riesgo que representa la exposicidn a cada com~-
puesto por medio de determinaciones cualitativas
(relacidén causa-efecto) y cuantitativas (rela- -
cién magnitud-respuesta). Sin embargo hay gque -
tomar en cuenta que estas manifestaciones son di

ficiles de determinar en humanos por el periodo
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de lalencia entre la exposicidn al Tactor y la -

manifestacién de el proceso maligno (10, 18).

Un proceso sensitivo que puede sexr utilizado pa-
ra cuantificar la exposicidn humana a compuestos
endbgenos N-nitroso, esta basada en la excresidn
urinaria de N-nitrosoprolina (NNP), como un fndi
ce de nitrosacidén enddgena subsiguiente a la in-
gestidn de precursores, los cuales al parecer es
tan modulados por precursores o inhibidores die-
téticos (9, 28). Por otra parte, en diversos es
tudios la exposicidén a los compuestos N-nitroso

ha sido inferida a partir de la presencia carac-
terfstica de aductos alquil, mediante el anili--
sis de los mismos en el ADN de linfocitos perife
ricos, siendo esta una medida prometedora y acce
sible para cuantificar el dano por algquilacién -

(551.
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C ONCLUGSTIONES

Los cuatro compuestos N-nitroso (nitrosamidas):
MNNG, NMU, ENNG y PNNG, son mutagénicos para -
el sistema de cepas de Salmonella Lyphimurdlum

de Ames,

Los compuestos N-nitroso metilantes inducen le
siones en el ADN que no son corregidas por el

sistema de reparacibén por escisién UvrB,

Los compuestos etilantes y propilante inducen
lesiones en el ADN que son corregidos por el -
"sistema de reparacibn por escisidn UvrB, en --

una forma dependiente de la dosis,

Se piensa que el incremento en el tamano del -~
radical alquilante origina un menor riesgo de

dano para el humano.
Estos resultados confirman reportes previos de

que el pléasmido pKm1Q1 no incrementa el efecto

mutagénico de los compuestos N-nitroso.

24



La presencia del plésrido pKmlOl en las cepas
de Safmownedfa Lypilmuidium no incrementa sSu --
sensibilidad para detectar compuestos N-nitro
s0, pcocr lo gque se recomienda utilizar el sis-

‘tema uvrB+/- sin la presencia del plé&smido.

La ENNG produce un efecto tdxico en cepas de
Safmonella typhimurium si no tienen un sistema

eficiente de reparacibn.

Se confirma que el sistema de reparacibn pro--
pense a error S50S mejocra la sobrevida celular,
en presencia de compuestos tbxicos como la - =
ENNG en forma més eficiente que el sistema de

reparacidn por escisidn libre de error,

El riesgo de exposicifn a mutdgenos esta deter
minado por el buen funcionamiento de los siste

mas de reparacifn presentes en las células,

Se recomienda realizar estudios cotidianos en
personas gue se encuentren de una u otra forma

mids expuestos a estos compuestos.

Asf mismo se recomienda prestar m&s atencibén -
en cuanto a la produccibn de productos cuyas -
concentraciones de compuestos mutagénicos o --
carcinogénicos rehasen las dosis mfnimas muta-

- .
génicas.

o
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ANEXDO

MEDIOS DE CULTIVO.

A) Caldo Nutritivo BIOXON,

Caldo nutritivo BIOXON 0.8 g
Agua destilada 10Q0.0 ml

Los ingredientes se mezclan y se colocan en matraces de -
150 m1 que se esterilizan en autoclaye a 121°C durante 20
minutos. .Una vez esterilizados, se almacenan a temperatu-

ra ambiente,

B) Infusidén de Cerebro y Corazdn.

BHI 3.7 g
Agua destilada 100.0 ml

Los ingredientes se mezclan y se colocan en matraces de -
150 ml que se esterilizan en autoclave a 121°C durante 20
minutos. Una vez esterilizados, se almacenan a temperatu-

ambiente.
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C1 Agar Suave,

Cloruro de Sodio 0.5 g
Agar Bacterioldgico 0.6 g
Agua destilada 90.0 ml
Solucidn His-Bio (ver H) 10.0 ml

Los tres primeros ingredientes se mezclan y se colocan en
un frasco con tapdn de rosca que se esteriliza en autocla
ve a 121°C durante 20 minutos, Se deja enfriar y se alma-
cena a 4°C. Cuando se utiliza, se funde y se le agrega la

solucidén His-Bio y se mezclan.

D) Sales de Vogel-Roner. (50x)

Sulfato de Magnesic 10.0 g
Acido c:itrico.H20 100.0 g
Fosfato de Potasio Dibdsico 500.0 g
Fosfato de Sodio y Amonio 175.0 ¢

Agua destilada

En 600 ml de agua bidestilada se disuelven en este orden
lgs sales y se afora a 1 1lt, agregando posteriormente 1 ml
de cloroformo para evitar la contaminacidn y se almacena

a temperatura ambiente en ohscuridad.

E) Medio Minimo de Vogel-Bones.

1) Dextrosa 10.Q g
Agar Bacterioldgico 7.5 g
Agua destilada 400.0 ml
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2) Agua destilada 90,0 ml

Sales de Vogel-Boner 10,0 ml

Los ingredientes de las soluciones 1 y 2 se esterilizan -
por separado en autoclave a 121°C durante 20 minutos. Pos
teriormente se reunen las dos soluciones, se mezclan per-
fectamente y se distribuye en cajas petri esterilizadas -

esterilizadas con calor seco a 180°C por 20 minutos.

f) Medio de Vogel-Boner complementado con Histidina y Bio
tina.
Solucidn esteril de Histidina 0.1 M - Biotina 0.5 mM
0.2 ml/ caja.

Cajas petri con medio minimo de Vogel-Boner.

Se distribuye la solucidn sobre la superficie del medio -
con la ayuda de un triangulo de vidrio estéril, Se dejan

secar y se almacenan las cajas a 4°C.

G) Solucidn Salina.

Cloruro de Potasio 615 g
Cloruro de Magnesio Q.4 M 40,7 g
Agua destilada 500.0 ml

Se mezclan los ingredientes en un matraz y se esteriliza
en autoclave a 121°C durante 20 minutos. Se almacena a -

temperatura ambiente,
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H) Sclucidn Histidina Q.1 M/ Biotina 0.5 mM.

L-histidira Q.1 M 1. 5516 g
D-biotinag Q.5 mM Q.0122 g
Agua destilada 100.0 ml

Se disuelven los aminodcidos en el ggua y se coloca la -
solucidn en un frasco con tapdn de rosca y se almacena en

obscuridad a 4°C.

I) Solucidn Histiding Q.5 M/ Bioting Q.5 mM.

L-histidina 0.5 M 0.0Q77 g
D-biotina 0.5 mM 0.0122 g
Agua destilada 1Q0,Q ml

Se disuelven los aminodcidos en el agua, se coloca la so-
lucién en un frasco con tapén de rosca y se almacena en

ohscuridad a 4°C.

J) Solucibn de Cristal Violeta,

Cristal violeta 1,0 g
Agua destilady 100.0 ml

Se mezclan los ingredientes y se coloca la. solucibén en un
frasco con tapdn de rosca, Se almacena a 4°C en obscuri-

dad.
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K) Solucibn de Ampicilina,

Ampiciling 1.0 g

Agua destilada 100.0 ml
Se mezclan los ingredientes y la solucién se filtra a -
través de una membrana de nitrocelulesa de 0,45 m y se
coloca en un frasco con tapén de rosca y se almacena a -

4°C en ohscuridad.

90



{ o

Bl BL I O0GRAFIEIARA

Ames B.N., Lee F.D. y Durston W.E. 1973. An improved
bacterial test system for the detection and classifi
cation of mutagens and carcinogens. Proc. Natl. Acad.

Sci. (Usa), 70 : 782-786.

Arderson L.M., Hagiwara A., Kovatch R.M., Rehm S. y
Rice J.M. 1989. Transplacental initiation of liver,
lung, neurogenic, and conective tissue tumors by - -
N-nitroso compounds in mice. Fundam. Appl. Toxicol,
12 (3) 3 604=20.

Awxirews A.W. y Lijinsky W. 1980. The mutagenicity of
45 nitrosaminas in Safmenefla {yphimuniun, Teratogene

Carcinog. Mutagen. 1 : 295-303.

Archer M.C. 1989. Mechanims of action of N-nitroso -

compounds. Cancer. Sury. 8 (2) : 241-50.

Arriaga Alba M. 1988. Estudio de la actividad mutagé
nica en Safmonefla Lyphimurium de compuestos N-nitro

so, derivados de medicamentos antiparacitarios amina

dos. Tesis. UNaM. Facultad de Medicina. Div, de Est,.

de Posgrado.

91



14.

Arriaga Alba M., Espinosa Aguirre J. y Cortinas de -
Nava C. 1988. Mutagenicity of products Generated by
the Teaction between Several Antiparasitic Drugs and

Nitrite. Envirom. Mol. Mutagen. 12 : 65-73.

Arriaga Alba M., Espinosa Aguirre J., Ramirez J. y -
Cortinas de Nava C. 1989. Mutagenisity of urine from
mice exposed orally to nitrate and various aminated

antiparasitic drugs. Envirom, Mol, Mutagen., 14 (1} -
13-19.

Bartsh H. y Montesano R. 1984. Releyvance of Nitrosa-

mines to Human Cancex, Carsinogenesis, 5 (11)1381-93.

Bartsh H., Ohshima H,, Pignatelli R. y Calmels §, =
1989. Human exposure to endogenous N-nitrosc com-
pounds: quantitative estimates in subjects at hight
risk for cancer of the oral vavity oesophagus, sto-
mach and urinary bladder, Cancer, Surv. 8 (2] : -
335-362,

Cortinas de Naya C, 1980. Principios de mutagénesis
y su relacidn con carsinogen€sis y teratogénesis. En
Manual de Metodos para la Identificacién de Mutdge-:
nos y Carcindgenos Quimicos Ambientales, Instituto -

de Investigaciones Biomédicas UNAM, Voll :;.1-17.

92



11.

12.

13.

14.

15.

la.

Cheli C., DeFrancisco D., Petrullo L., McCoy E. y RQ
senkranz ‘. 1980, The Salmonella mutagenicity assay:

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

Chow Y.L. 1973. Nitrosamin Potochemistry. Acc. Chem.
Res. 6 : 324-360.

Devoret R. 1979. Test bacterianos de substancias po-
tencialmente carcinogénicas. Investigacibn y Ciencia.

36-37 : &-16.

Eisenstadt E., Kelyin M.J., Kahng L. vy Barnes W. - -
1989. Influence of uvrB and pKml10] in the espectrum
of spontaneous uvr and ray“ induced base susbstitu-
tions that reyert hisG46 in S. Zyphdmurium. Mutation
Res. 210 : 113-125.

Espinosa Agurrxe J. 1980. Metodo para la evaluacidn de
mutaciones génicas en Salmonella Zyphimurium. En Ma-
nual de Métodos para la Identificacidn de Mut&genos

y Carcindgenos Quimicos Ambientales. Instituto de In
vestigaciones Biomédicas UNAM. Vol.1 : 31-50Q.

Fielder W., Pensabene J., Doer R.C. vy Wasserman A.E.
1972. Formation of N-nitroso dimetylamina from natu-
rail ocurring quaternary amonium Compuns and terialy

amines, Nature, (Londonj. 236 : 307.

0

w



17.

13.

19

20,

2% .

22.

Fine H.D. 1982. Nitrosamines in the General Enyiron-
ment and Food. In Magee P.M. Nitrosamines and Human
Cancer. Cold. Spring. Harbor Laboratory.: 199-207.

Forman D. 1939. Are nitrites a significant risk fac-

tor in human cancer?, Cancer. Surv. 8 (2}: 443-458.

Guttenplan J.B. 1990. Mutagenesis by N-nitroso cam-
pounds: Relationships to DNA adducts, DNA repair and
mutational efficiencies. Mutation. Res. 233 (1-2)
177-187.

Hartman Z., Hartman P.E., Barnes W.E. y Tuley E. - -
1984. Spontaneous Mutation Frecuencies in Salmonella
Enhancement of G/C to A/T Transvertions and Depre-
sion of Detection and Framshift Mutation Frecuences
Affored by Anoxigenic Incubation. Envirem. Mutagene-
sis. 6 (5) : 633-655.

Hoffman D. y Adams J.P. 1981. Carcinogenic Tobaco -
Specific N-nitrosamines in snuff and the saliva of -
snuff dippers. Cancer. Res. 41 (11] : 4305-4308.

Horsfall M., Zeilmaker M., Mohn G. y Glickman B. 1989
Mutational spicificities of envirommental carcino-
gens in the {acf gen of Eachanicﬁég cofAL.II:A host™
mediated approach to E—nitroso-—u, N-dimethylamine and
endogenous mutagenesis in viyo. Mol.Carcinog.2 (2] :

107-115,
94



23.

24,

25,

26.

27.

28,

29.

Hotchkiss J.H. 19839. Preformed N-nitroso compounds -

in foods and heverages. Cancer. Sury, 8 (2): 295-321,

Howard F.P. 1982, Reparacidn inducible del ADN. In-

vestigacidn y Ciencia. 64 : 28-37.

Kimball R.F. 1987. The developmen of ideas about the
affects of DNA repair on the induction of gene muta-
tions and chromosomal aberrations by radiative ans -

Chemicals., Mutation. Res. 186 : 1-27.

Kuroda Y. e Inove T. 1988. Antimutagenesis by factors
affecting DNA repair in bacteria. Mutation. Res. 202

387-391.

Kyrtopoulos S.A. 198%9. N-nitroso campounds formation

in human gastric juice. Cancer. Surv. 8 (2] :423-42.

Leaf C.D., Wishnok J.S. y Tannenbaum S.R. 1989. Me-
chanims of endogenous nitrosation. Cancer. Surv. 8 -

(2) : 323-334.
Lee J., Gold B. y Miryish §.S. 1977. Mutagenicity of

22 N-nitrosamidas and related campounds from Salmone

La typhdmurdum TA1535. Mutation. Res. 48: 131-138,

O L



30.

34.

35.

36,

Leon J. 1988. Activacibn de los oncogenes por radia-
cibén y agentes quimicos. Inyestigacién y Ciencia. -

146-147 : 28-35.

Lindhal. 1982. DNA Repair enzimes. Ann. Rev. Biochem.

51 : 61-87.

Lijinsky W. 1974. Reaction of drugs whit Nitrous as
a source Carcinogenic Nitrosamincs., Cancer. Res, 34

225-258,

Lijinsky W. y Andrews A.W, 1979. The mutagenicity of
nitrosamides in Safmonella typhimurium. Mutation. -
Res. 68 : 1-8,

Lijinsky W., Conrad E. y Van de Bogart R. 1972. Car-
cinogenic Nitrosamines formed by drugs / Nitrit inte

ractions. Nature. 239 : 165-167.

Lu SX. 1989, (Esophageal carcinoma in human fetus in
cuced by N-methyl-N-benzylnitrosamines NMBzA) Chung.
Hua. Chung, Liu. Tsa. Chih. 11 (6} : 401-103.

Mackerness C.W., Leach S,A., Thompson M.H,, Hill M.J.
1989. The inhjbition of bacterially mediated N-nitro
sation by vitamin C: relevance to the inhibition of

endogenous N-nitrosation in the Chlorhydric stomach.

Carcinogenesis. 10 (2) : 127-399.



37

38.

39,

40,

41,

42.

43.

Maja J.A. 1978. Amines in Foods, Crit.Rev. Food. Sci.
Nutr. 1Q : 373-403.

Maron D.M. y Ames B.N. 1983, Revised methods for the
Salmonella mutagenicity test. Mutation. Res. 113 : -
T73=215.

Matney S.R., Nuguyen T.V., Connor T.H, y Danna W.J.
1985, Genotoxic classification of anticancer Drugs.

Teratogen. Carcinogen., Mutagen, 5] : 319-328,

Massey R. y Key P.E., 1989. Examination of some fer-
mented foods for the presence of apparent total N-ni
troso compounds. Food,Addit.Contam. 6 (4): 453-458,

Mc Cann J., Spingarn N., Kobori J. y Ames B. 1975. -
Detection of carcinogens as mutagens: Bacterial tes-
ter strains with R factor plasmid. Proc, Nat. Acad.
Sci, 72 (2) : 979-983.

Mirvish S.S. 1986. Effects of Vitamin C and E on N-
nitroso compounds formation, carcinogenesis and Can-

cer. Cancer. 58 ; 1842+185Q,

Miryish S.s. 1975. Formation of N-nitroso compounds:
Chemistry Kineteics and 4{n V4{y¢ ocurrence. Toxicol.

Appl. Pharmacol. 31 : 325-351.



44

45.

46.

47.

48.

49,

Mirvish $.8. y Cairnes D.A. 12B1. Identification of
compound in a fish product yjelding metylurea (MU} -
on nitrosation dinitrosation, as creatinine (CRN). -

Proc. Am. Assoc. Cancer. Res. 22 140, Abstract 555.

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. Epidemiol. 18 (1) : 206-12.

Mueller R.L. 1989. Das Problem Kanzarogener N-nitro-
s¢ Verbindungen--30 Jahre alt, Off-Gesundheitswes. -
51 (41) : 182-185,

Negishi T., Shiotani T,, Fujikawa K. y Hayatsu H., -

1991. The genotoxicities of N-nitrosamines in Drodo-

phita meLanggasien. Ln vAvo: the correlation of muta

genicity in the wing spot test with the DNA damages

detected by the DNA-repair test. Mutation. Res. 252
119-128.

Osawa T., Ishibashi H,, Namiki M., Yamanska N, y Na

miki K. 1981. Formation of mutagens by Paper-Nitrite

reaction. Mutation. Res, 91 : 291-295.

Preston-Martin S. 1989. Epidemiological studies of pe

rinatal carsinogenesis. JARC. Sci. Publ. (96):289-314,

98



5.

=3

54,

55.

Preussman R. y Stuart HB.W. 1984, N-nitroso carcino-
gens, In Searle C.E. chemical carsinogens. Monographs

Washingten, D.C. : 643-737.

Sanderson K.E. y Hurley J.A. 1988. Linkage Map of -

Satmonella Lyphimuriwn, In Ingraham J.L., Brooks Low
K., Magasanilk B., Schaechter M. y Umbarger H.E. E4-
chendehda cold and Salmonella typhi{murium. Cellular

and Molecular Biology 4.S8.M. Washington. D.C. 2 : -

877-918.,

Sanchez M,E. y Jouye h. 1982, Genética. Ed. OMEGA. -
S.A. Barcelona: 309-340,

Shamberger R.J. 1984. Genetic Toxicology of ascorbic

acid, Mutation, Res. 133 : 361-69.

Shirai A., Umezawa K., Matsushima T, y Sugimura T. =
1980. Enhancemen of the mutagenicities of N-methyl-
N-nitro-N-nitrosoguanidine and N-methyl-N-nitroso-

urea by glucosa, Mutation. Res. 72 : 75-77.

Shuker D. 1989. Detection of aducts Arising from hu-
man exposure to N-nitroso compouns. Cancer. Sury. 8

(2} : 475-87.

WO
W



56.

57+

58.

eQ.

6].

Stead A.G., dHosslblad V., Creason J.P, y Claxton L,
1981. Mcdeling the Ames test, Mutation, Res. 85: ~
13-27.

Sugimura T. y Sato. S. 1983. Mutagens-Carcinogens in

food. Cancer. Res. (Suppl.43): 2451-221.

Trosko J.E. y Chang Ch/Ch. 1978. Relationship betwen
mutagenesis and carsinogenesis. Photochemistry and -

Photobiology. Vol. 28 : 157-168.

Walker G.C. 1987. The SOS response of bscherdichia co
2L, In Eschendichda cold and Salmenella typhdimwriium.,
Celular and molecular bioclogy. Rmerican Society for
Microbiology. Washington D.C. 2 : 1346-1357.

Zardie D,G., Bletiner M., Trapeznikov V.N., Kuishinov
J.P.? Martiakin E.G,, Puljakuy B,P., Parshikova S.M.,
Tottenherg V.I., Chanrakulou I.S,, Hoajaeava M.C., -
Stich H,F., Rosin M.P,, Thurnham D.I., Hjoffman D.

y Brunnemannm K.D. 1985. Survey of Oral and Oeso-
phageal Cancer. Int, J, Cancer, 36 : 153-158,

Zeiger E. y Sheldon A,T. 1978a. The mutagenisity of

heterociclic N-nitrosamines for Salmonella Lyphimu~
dum. Mutation.Res. 57 (1) : 1-7.

100



62.

Zeiger E. y Sheldon A.T, 1978h. The mutagenisity of
N-nitrosopiperidine for Safmonella typhimuwrium, Muta
tion. Res. 57 : 85-89.

101



	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Antecedentes
	Objetivos
	Material y Método
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Anexo
	Bibliografía



