
La Serie Urziversitaria de la Fundación Juan March 

presenta resúmenes, realizados por el propio autor, 

de algunos estudios e investigaciones 

llevados a cabo por los becarios de la Fundación 

y aprobados por los Asesores Secretarios · 
de los distintos Departamentos. 

El texto íntegro de.las Memorias correspondientes 

se encuentra en la Biblioteca de la Fundación 

(Castello, 77. Madrid-6). 

Lali.sta completa de los trabajos aprobados 

se presenta, enforma de fichas, 

en .Zos Cuadernos Bibliográficos 

que publica la Fundación Juan March. 

Estos trabajos abarcan las siguientes especialidades: 

Arquitectura y Urbanismo; Artes Plásticas; 

Biología; Ciencias Agrarias; Ciencias Sociales; 

Comunicación Social; Derecho; Economía; Filosofía; 

Física; Geología; Historia; Ingeniería; 

Literatura y Filología; Matemáticas; Medicina, 

Farmacia y Veterinaria; Música; Química; Teología. 

A ellas corresponden los colores de la cubierta. 

Edición no venal de 300 ejemplares, 
que se reparte gratuitamente a investigadores, 
Bibliotecas y Centros especializados de toda España. 
Este trabajo fue realizado con una Beca de la 
Convocatoria de Ex tranjero , 1975, individual. 

Departamento de QUIMICA . 
Ce111ro de trabajo : Sloan-Kettering In stitute , Ne w York , USA . 

Fundación Juan March 

FJM-Uni 84-Rep 

Nitrosación de aminas secundarias 
Repollés Moliner, José . 
1031610 

111 11111 1 1111 111 11 
Biblioteca FJM 

Fundación Juan March 

Nitrosación de aminas 

secundarias como factor 

de carcinogénesis 
ambiental 

' " 
¡ ., i,'I. , , j . 

·1 osé Repollés Moliner 

1 

'J. 

Fundación Juan March (Madrid)



Fundación Juan March (Madrid)



Fundación Juan March 

Serie Universitaria 

84 
Nitrosación de aminas 

secundarias como factor 

de carcinogénesis 

ambiental 

José Repollés .Moliner 

Fundación Juan March 
Castelló, 77. Teléf. 225 44 55 

Madrid- 6 

Fundación Juan March (Madrid)



La Fundación Juan March no se solidariza 

necesariamente con las opiniones de los 

autores cuyas obras publica. 

Depósito Legal: M - 6420 - 1979 
l.S.B.N. 84- 7075- 119 - O. 
Ibérica, Tarragona, 34. - Madrid -

Fundación Juan March (Madrid)



INDICE 

Página 

INTRODUCCION .. .. .. . ... . ...... . . . ........ . . .. . 

PROPOSITO DEL TRABAJO . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13 

PARTE EXPERIMENTAL . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14 

Síntesis de N-nitroso derivados 
3 .1 . Ritalin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14 
3.2. Librium . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15 
3 .3 . Reserpina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 7 
3.4 . Imipramida . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18 
3 .5 . N6 - metilaminopurina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20 
3.6. 9 - {3 ·- D-ribofuranosiJ - N6 - metilaminopurina . . . . . . . . 21 

INHIBICION DE N- NITROSO DERIVADOS CON ACIDO AS-
CORBICO . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23 

DEGRADACION DE N- NITROSO DERIVADOS . . . . . . . . . . . 30 

ENSAYOS BIOLOGICOS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34 

CONCLUSIONES . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40 

BIBLIOGRAFIA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43 

Fundación Juan March (Madrid)



Fundación Juan March (Madrid)



1.- INTRODUCCION. 

El 90 % de todos los casos de cáncer humano 

son debidos, principalmente, a carcin6genos qui 

micos, de origen end6geno y ex6geno, que se en

cuentran en el medio ambiente l). 

En los últimos quince años, investigaciones 

sistemáticas han conducido a un progreso signi

ficante en el campo de los carcin6genos químicos 

y la lista de las sustancias potencialmente peli 

grasas para el hombre ha crecido considerablemen 

te. Las nitrosaminas son un ejemplo típico de -

ellas. 

Desde el descubrimiento del efecto carcino~ 

nico de la dimetilnitrosamina (DMN) por Magee y 
2) 

Barnes , el estudio de estos compuestos ha ac~ 

parado la atenci6n de los investigadores desde 

el punto de vista químico y biol6gico. Y actual 

mente se considera a las nitrosaminas como los 

carcin6genos de tipo más universal. 

La demostraci6n directa de carcinogénesis 

por nitroso derivados todavía no ha sido posible 
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hacerla en el hombre. Sin embargo, sí· lo ha sido 

h . . 1 3 , 4 ) f ·1·t d en mue as especies anima es · , aci i an o 

con ello la extrapolaci6n al hombre. 

Una característica notable de los compuestos 

N-nitrosados es su capacidad para inducir tumo--

res, prácticamente en todos los 6rganos de los 

ma míferos ensayados. En un primer análisis, cabe 

deducirse que esta facilidad de f ormaci6n de tu-

mores se debe a la gran abundancia de los precu~ 

sores de las nitrosaminas en el medio ambiente, 

es decir, los nitratos, los nitritos y las ami--

nas. 

Los nitratos están ampliamente distribuídos 

en la naturaleza, particularmente en plantas y 

forraje, y los nitritos se forman con gran faci -

lidad a partir de ellos. Asimismo, los nitratos 

se encuentran en concentraciones apreciable s en 

el agua. 

Los nitritos pueden formarse por la reduc-

ci6n de nitratos en las plantas, o bien por las 

nitroreductasas presentes en numerosas bacterias 

parásitas y sapr6fagas S). Grandes concentracio-

nes de nitritos se hallan presentes en vegetales 
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almacenados, especialmente espinacas, apio y en-

salada, como resultado de esta reducci6n bacte-

rial de los nitratos 
6
). Además, tanto nitritos 

como nitratos son ampliamente utilizados como --

preservativos en carnes y pescados. 

El factor importante, entonces, en la forma

ci6n de nitrosaminas parece ser la facilidad de 

nitrosaci6n de las aminas secundarias. La infor-

maci6n de que se dispone sobre su distribuci6n 

en el medio ambiente es bastante escasa. Aunque, 

de todas formas, se sabe existen, principalmente 

en forma de dimetilamina y dietilamina en pesca-
7) 8) 9) 

dos ,cereales y té y el el tabaco • Así--

mismo, estas sustancias están presentes en cier

tos compuestos de uso frecuente, como son los --

t . . d . t d" t d lO) pes ici as y cier os me icamen os o rogas • 

Recientemente, se ha puesto de manifiesto 

que las aminas terciarias son capaces de dar ni-
11) 

trosaminas en el medio adecuado • Y aminas 

terciarias se encuentran en muchos alcaloides y 

productos naturales, así como también en numero-
12) 

sas drogas de uso frecuente • 

La primera etapa en el mecanismo de nitros~-

Fundación Juan March (Madrid)



4 

ci6n de amino compuestos consiste en un ataque -

electrofílico del agente nitrosante al par libre 

de electrones delátomo de nitr6geno (Esquema 1). 

La nitrosaci6n de aminas secundarias puede -

ser representada por la sustituci6n del hidr6ge

no por NO (Esquema la). En la obtenci6n de N-ni-

troso compuestos a partir de aminas terciarias 

uno de los grupos alquilas tiene que ser elimin~ 
13) 

do oxidativamente por el agente nitrosante -

para dar una amina secundaria, la cual a su vez 

es nitrosada (Esquema lb). 

El agente nitrosante en la reacci6n es el c~ 

ti6n NO+ (Esquema 2) 

- --

Esquema 2 

Así pues, la nitrosaci6n se efectúa por el 

cati6n NO+ durante la reacci6n con el par libre 

de electrones del grupo amino. De acuerdo con el 

Esquema 2 se requiere un pH ácido para la forma

ci6n de este cati6n. El pH 6ptimo para la nitro

saci6n oscila entre 3,0 y 3,4, el cual está 
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pr6ximo a la constante de disociaci6n del ácido 
15) 

nitroso, que es 3,37 • 

De acuerdo con estos datos, la formaci6n de 

nitrosaminas es muy probable transcurra también 

en el est6mago de los mamíferos donde el pH es 

predominantemente ácido. Actualmente existen nu-

merosas evidencias de que estos compuestos pue--

d f t d
. . 16) 

en ormarse en es as con iciones • 

Sobre la carcinogenicidad de los nitroso d~ 
. 18 19) 

rivados se han publicado muchos artículos ' • 

Más de 120 N-nitroso derivados han sido investi-

gados, y la gran mayoría de ellos han resultado 

ser carcin6genos. Una característica común es su 

capacidad para inducir tumores prácticamente en 

todos los 6rganos importantes de los mamíferos. 

La selecci6n de uno u otro depende de la estru~ 

tura química del N-nitroso derivado, de la dosis, 

del modo de administraci6n y de la especie. Hí~ 

do, pulmones, est6mago, es6fago, cerebro y sis 

tema nervioso, riñones y vejiga son fácilmente 

1 . é . 1 t• 18,19) accesib es a una tumorig nesis se ec iva • 

Es por ello, por lo que las nitrosaminas e~ 

tán reconocidas como las más potentes y más v er 
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sátiles de todos los carcin6genos químicos cono-

cidos. 

¿Y cuál es su mecanismo de acci6n? Actualmeg 

te se admite que el poder carcin6genico de las -

nitrosaminas resulta de su capacidad de alquila

ci6n después de diversos procesos metab6licos 

· t t A · d · 6 20
) · d COnSlS en es en una r- -OXl aCl n , segu1 a de 

una Ol. -oxidaci6n y de la consiguiente transforma-

. 6 d. 1 21 ) (E 3) ci n en iazoa cano sq. • 

- í<-cHO 

le· CHl. - AJ H - N = O -~ · /?· CJ.11. - N - AJ - 01-( 
-OH 

Esquema 3 . 
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Es asf como la dimetilnitrosamina (DMN) se -

comporta como un dador de metilo respecto a la -

gu anina y la citosina, transformándolos en 7-me-
22) ) 

t 'l . . 3 t'l 't . 23 
i guanina y en -me i c1 osina • 

Esta desviaci6n metab6lica entraña al nivel 

hepático una masiva incorporaci6n de aminoácidos 

que se traduce en una disminuci6n, aproximadameg 

te de 50 %, en la biosíntesis protéica. La prim~ 

ra etapa en esta inactivaci6n comporta la líber~ 

ci6n de formol que provoca_, al nivel celular, la 

vacuolizaci6n de las membranas ergastoplásmicas 
10) 

y la dispersi6n de los polisomas en ribosomas 

Las experiencias efectuadas con moleculas de 

dimetilnitrosamina(DMN), marcadas con carbono 14, 

han mostrado la aparici6n de radioactividad en -

el DNA y en el RNA de las células del hígado, de 

los riñones, del páncreas y del bazo. En el caso 

del DNA, se cree que la alquilaci6n lleva a un -

cambio de la secuencia de los aminóácidos o bién 
24) 

la pérdida de uno o varios pares de bases • 

Además, sB ha constatado que los compuestos 

N-nit rosados son mutágenos y terat6genos 
24) 
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Desde el momento en que se conocieron las --

propiedades carcin6genas de las nitrosaminas nu~ 

vos esfuerzos se encaminaron hacia la prevenci6n 

del cáncer producido por estas sustancias. La -

posible peligrosidad para la salud humana podía 

ser reducida por la administraci6n de la droga 

junto con una sustancia que p r eferentemente rea~ 

cionara o destruyera cualquier nitrito presente 

en el est6mago. El ácido ascórbico puede ser uti 

lizado para estos prop6sitos. 

25) 
Investigaciones efectuadas por Edgar su-

gieren que el ácido ascórbico puede inhibir la 

acci6n carcinogénica de las nitrosaminas y otros 

carcin6genos que actuan por alquilaci6n, impi-

diendo la necrosis de hígado inducida por la di 

medilnitrosamina (DMN). Resultados experimenta-
. 26,27) 

les in vivo e in vitro sugieren la hipót~ 

sis de que el ácido asc6rbico puede ser utiliza-

do como un excelente inhibidor de nitrosaminas. 

Dahn y col. 
28

) estudian la cinética de re a ~ 

ci6n entre el ácido nitroso y el ácido asc6rbico. 

Acido dehidroasc6rbico y óxido nítrico se forma n 

en la reacción, reduciendo o eliminando práctic~ 
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mente la formaci6n de N-nitroso compuestos a COQ 

secuencia de la reacci6n de nitritos y aminas se 

cundarias y terciarias. 

El mismo efecto ha sido observado con dife--
. . 29 30) 

rentes antioxidantes ' como el 3-tert-bu --

toxi-4-metoxif enol (BHA) y el 2,6-ditert-butil-p 

-cresol · (BHT) y ácido gálico, entre otros. 

El descubrimiento de que las nitrosaminas 

son carcin6genos potenciales en animales ha moti 

vado el estudio de un manejo más adecuado de es-

tas sustancias, especialmente para los investí~ 

dores en este campo. Un problema particular es -

el proceso de degradaci6n de las nitrosaminas, -

es decir, conversi6n de los productos de deshe--

cho en material menos peligroso, bajo condicio--

nes ambientales. 

Considerando la importancia de la dimetilni-

trosamina como un potente carcin6geno, y el posi 

ble significado de los productos de degradaci6n 

cuando se comparan los metabolitos de los nitro 

so compuestos, se han examinado una serie de mé

todos, principalmente en cuanto se refiere a la 

degradaci6n química y a la fotoquímica, para mi-
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nimizar sus propiedades biol6gicas. 

Referente a la degradaci6n química se ha ob-

servado que, tanto en la reducci6n con aluminio 
31 ) 1 . 6 á . d b mhíd . , como en a reacci n con ci o ro rico -
32 ) 1 d . º6 ºd t• 3'3) y en a escompos1c1 n oxi a iva , se ob-

tienen subproductos que a su vez son carcin6ge--

nos y mutágenos, eliminando así, prácticamente, 

su interés para destruir las nitrosaminas. 

La degradaci6n f otoquímica puede considerar

se como el método más sencillo, seguro y eficieg 

te para destruir una cantidad significante de ni 
34) 

trosaminas en soluci6n acuosa • También se ha 

observado que la luz monocromática de 334 nm es 

mucho más efectiva que la luz solar en grupos ni 
3 5) 

troso , pero no por ello deja de ser intere--

sante el efecto de la luz del sol sobre los N-ni 

troso derivados, ya que proporciona un método b~ 

rato y sencillo de degradaci6n. 

En vista de todos los ' datos aquí expuestos -

cabe preguntarse: ¿deberían ser eliminados los 

nitritos y las nitrosaminas?. 

Es muy dif{cil de contestar. Pero, desde el 
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momento en que los nitritos están presentes en -

la Naturaleza, especialmente en forma de nitra-

tos (que no pueden ser eliminados) la respuesta 

es 11 no". La soluci6n es reducir al máximo nues-

tra exposici6n a los nitritos y a ciertas aminas 

secundarias y terciarias, particularmente en ali 

mentos, así como a gran número de drogas de uso 

frecuente. Con todo ello será posible una dismi

nuci6n en la incidencia del cáncer humano. 
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2.- PROPOSITO DEL TRABAJO. 

Se propone el estudio del mecanismo de nitrQ 

saci6n de aminas sustitufdas que existen en ba-

ses modificadas de ácidosnucléicos, principalmeg 

te en alimentos, así como en sustancias con es-

tructura similar que se encuentran en ciertas -

drogas medicinales de uso frecuente. 

En ambos casos se pueden producir nitrosami

nas, que poseen propiedades carcinogénicas poteg 

tes, por la interacci6n en el est6mago de los ni 

tritos existentes en la saliva o en los alimen-

tos y las aminas sustituidas mencionadas. 

Con este estudio nos proponemos determinar 

la posibilidad de formaci6n de nitrosaminas que 

aunque se produzcan en pequeñas proporciones, 

dada la presencia frecuente de sus componentes, 

pueden considerarse como carcin6genos de tipo -

universal que contribuye, con un período de la-

tencia muy prolongado, al. conjunto de causas in

volucradas en la inducci6n de cáncer en el hom--

bre. 

Los resultados de estos estudios demostrarán 

la necesidad de ciertas medidas preventivas para 
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conseguir una profilaxis general del cáncer huma 

no. 

J.- PARTE EXPERIMENTAL. 

SINTESIS DE N-NITROSO DERIVADOS . 

3 .1. - Ester metílico del ácido e< -fenil-2-piperi

din acético (Ritalin). 

Cf.lf~O WO 

> @Pú 
2 

5, 85 de c l orhidrato del éster metílico del -

ácido ~-fenil - 2 -pip eridin acético (l) en 40 ml. 

d e a gua y 60 ml de ácido acético, se añaden len

tamente y con agitaci6n a una soluci6n fría de -

14 gr. de nitrito s6dico en 40 ml. de agua . El -

pre cipitado formado se filtra, se lava con agua 
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y se seca, obteniéndose 5,75 gr. del nitroso de 

rivado(~), que se recristaliza de etanol / agua . 

Los datos analíticos y espectrosc6picos de 

2 son los siguientes : 

- p.f. : 104-1052 e 

- UV.: 235,365 nm 

- Prueba de FeCl para -NO: positiva 
3 

- (CHN): Cal. C: 64,35 H• 6,56 N:l0,72 % 

Ha11.c: 

- RMN: 1,42/ a (6) 

64,31 H: 6,54 N:l0,78 % 

3ª4ª5ªH; 3,48 / a (3)-0CH 
3 

3,81 / t ( 2) 6~H; 4,46 / d (1) J=ll 7-H 

5,00/m ( 1) 2-H; 7,46/m (5) H-fenilo 

3.2.- 7-cloro-5-fenil-2-metilamino-4-dxido-3H,4-

benzodiazepina (Librium). 
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150 mg de clorhidrato de clorodiazep6xido -

(~)disueltos en ácido clorhídrico 2 N se añaden 

lentamente y con agitaci6n a una soluci6n acuosa 

de 138 mg de nitrito s6dico. Un precipitado ama

rillo aparece casi inmydiatamente. Después de --

dos horas a temperatura ambiente se filtra, se -

lava con agua y se seca, obteniéndose 100 mg -

(60%) del derivado nitroso (A). 

Tras recristalizaci6n en agua/metanol se ob-

tienen los siguientes datos analíticos y espec-

trosc6picos: 

- p.f.: 156-7º c 

- Prueba de Liebermenn 
36) 

positiva. 

- UV: 244, 288 nm 

- R MN : 3 ' 4 1 / s ( 3 ) c H 3 ; 5 ' 3 7 / s a ( 2 ) 8 -CH 2 ; 

7,02/d (1) J=3 1-H; 7,52/m (7) 

2+3-H+H-fenilo. 

- (CHN): Calculado para C H N o Cl: . 16 13 4 2 
Cal. c: 58,46 H:3,98 N 17,04 Cl: 

10, 8 % 

Hall. c: 58,28 H:3,92 N:16,94 
Cl: 10, 8 % 
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3.3.- Re~erpina. 

Ro/JO 

s 

200 mg de reserpina (~) se suspenden en 0,5 

ml de agua y 0,5 ml de etanol. 6 ml de nitrito 

de etilo, previamente neutralizado con una solu 

ción saturada de acetato sódico, se añaden lent~ 

mente y la mezcla de reacción se agita a 5º C, -

durante 3 horas. Después se deja 12 horas en re 

poso. El precipitado formado se filtra, se lava 

con etanol y se seca, obteniéndose 89 mg (43%) 

del derivado nitroso Q• 

Los datos analíticos y espectroscópicos son 

los siguientes : 
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- p.f.: 237º e (d) 

- Prueba de Liebermann 
36) 

positiva. 

- IR: 25 80,1730,1620,1580,1500,1250,1000. 

- UV: 295 nm. 

- RMN: Espectro concordante con la estru~ 
tura propuesta. 

- CHN para C H N O • H O 
33 39 3 10 2 

Cal. C: 60,69 H: 6,31 N: 5,94 % 

Hall. C: 60,44 H: 6,29 N: 6,41 % 

3.4.- 10,ll-dihidro-3d3~dimetilaminopropil)-5H

dibenz-(b,f)azepina (Imipramina). 

alz. 

' Ut¿ 
I 

Gttz 
I 

N 
,,,. ' 

C43 ~ 

--o-_,-,,,_('º 
l/'~fV./.Q 

CU1. , 
CUz E 

' cttl. 

' AJ 
/ ...... 

CU¡. GU.3 

317 mg de clorhidrato de imipramina (z) se -

disuelven en la mínima cantidad de agua. Se aña-

de ácido clorhídrico 2 N,justo hasta obtener pH 
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ácido. La mezcla de reacci6n se mantiene a 5º C. 

138 mg de nitrito s6dico se disuelven en la mí-

nima cantidad de agua y se añaden lentamente a 

la soluci6n ácida de la droga. Después de tres 

horas a temperatura ambiente se filtra el preci 

pitado obtenido, se lava con agua fria y se se-

ca. 

La identif icaci6n de este compuesto como 2-

nitroso-3-( dimetilaminopropil) -iminodibenzil (~) 

se lleva a cabo en base a los datos analíticos 

y espectrosc6picos siguientes: 

- p.f.: 142-5º e 

- UV: 257,400 mm 

- IR: 2 8 25,2775,2730,1630,1500,1580,1500. 

- NMR: 1,88/ m (2) H-13;1,03/ s (3) CH
3
-17; 

2,96 / m (4) H-10+11; 3,14/ s (3) 

CH
3
-16; 3,86/m (4) H-12+K-14; 7,20/ m 

(4) H-6+7+8+9; 7.,96/m (3) H-1 +3+4. 
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6 17) 
3.5.- N -metilamtnopurina • 

A 1, 39 gr de .2. en 120 ml de ácido acético 5N 

se añaden lentamente 9,2 gr de nitrito s6dico, -

disueltos en la mínima cantidad de agua. La mez

cla de reacci6n se agita durante 30 minutos a --

temperatura ambiente y luego se lleva a 5º e por 

espacio de varias horas. 

El precipitado formado se filtra, se lava -

con agua fría y se seca obteniéndose 1,53 gr de 

.!Q. 

Tras recristalizaci6n de tetrahidrofurano/-

agua (1:1), el nitroso derivado se identifica en 

base a los siguientes datos analíticos y espec-

trosc6picos : 
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- p.f.: 235-250º e 
36) 

Ensayo de Liebermann positivo. 

- IR: 18,75, 1780,1610,1560,1250 cm 
-1 

- UV: 

- RMN: 

216, 162, 300 nm. 

13,1/a (1) N-H ; 8,90/s (1) 2-H; 
9 

8,03/s (1) 8-H; 3,59/s (3)-CH
3

• 

Tras adici6n de agua pesada desapare

ce la señal ancha a 13,1 ppm. 

- CHN para c
6 

H
6 

N
6 

O• 

Cal. C: 40,48 H: 3,40 N 47,22 % 

Hall. C: 40,75 H: 3,43 N: 46,84 % 

3. 6. - 9- $-D-ribofuranosil-N
6
-metilaminopurina

17
) 

' 

.H 

OAI µ 
~ ~ 

~,-"'~ 
<-::¡j _, ·-¡.) / 

1 

r·w'b 

..tZ 

5,5 gr de nitrito s6dico disueltos en agua -

se añaden lentamente sobre 4,7 gr de 1.l en 15 ml 

de ácido acético al 50 %. Después de dos horas -

aparece un precipitado en forma de gel. 100 ml 

de una soluci6n etan6lica al 30 % se añaden con 
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cuidado y la mezcla de reacci6n se agita varias 

horas a 13-5º C. 

El precipitado formado se filtra, se lava -

con agua fría y se seca, obteni~ndose 3,5 gr(65%) 

-- del derivado nitroso ~ el cual se indentifi

ca en base a los siguientes datos analíticos y -

espectrosc6picos: 

- p.f.: 113-5º e 
36) 

Prueba de Liebermann positiva. 

- IR: 3500,1875,1780,1610,1560,125ocm 
- 1 

- UV: 216,262,300 nm 

- RMN: 8,93/s (1) 2-H; 8,90/s (1) 8 -H; 

6,15/d (1) J=51 -H; 5,63/d (1) 

J=5 2 1 -OH; 5,28/d (1) J=5 3 1 -OH; 

4, 6 8 / m ( 1) 2 1 -H ; 4, 2 4/ m ( 1 ) 3 1 -H; 

4,04/m (1) 4 1 -H; 3,64/m (2)-CH 2-; 

3,60/s (3) -CH
3

• Tras adici6n de -

agua pesada el espectro se simpli 

fica notablemente. 
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4.- INHIBICION DE N-NITROSO DERIVADOS CON ACIDO 

ASCORBICO. 

1 E N6 N6 d. t · 1 . . 4 .. - n , - 1me 1 am1nopur1na. 

N6 d. t•1 . . á .d 6 b. - 1me 1 am1nopur1na y c1 o ase r ico 

(en las proporciones indicadas en la siguiente 

tabla) se disuelve-ien 25 ml de una soluci6n buf-

fer de pH 2,8. 100 mg de nitrito s6dico, disuel-

tos en la mínima cantidad de agua, se añaden len 

tamente y con agitaci6n magnética. La reacci6n 

se mantiene a 37 Q e' durante 3 horas. 

10 ml de esta soluci6n se extraen con cloru-

ro de metileno (2x20). La fase orgánica se ex-

trae con ácido clorhídrico 5 N y la soluci6n se 

evapora hasta casi sequedad en un baño de agua, 

a 50Q C y bajo corriente de nitr6geno. Al resi

duo se le añaden 5 ml de ácido acético glacial y 

se enrasan hasta 10 ml con una soluci6n al 3 % de 

ácido bromhidrico, en ácido acético. 2 ml de esta 

soluci6n se diluyen hasta 5 ml con reactivo colo-

rante y, después de calentarla a 50Q e durante 3 

minutos y enfriarla rápidamente, se lee la absor

ci6n a 550 nm. 
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Los resultados obtenidos se describen a con-

tinuaci6n: 

mg 6-DNAP equiv. Absorc. ppm 
ác. asc6rb. 

26.05 0.1 .030 1440 

25.00 0.3 .063 3120 

25.10 0.5 .071 36 10 

26.00 0.7 .097 4690 

25.55 1.0 .027 1270 

25.60 .059 2780 

Los resultados obtenidos en estas experien-

cias no permiten establecer ningún tipo de corr~ 

laci6n, ya que los valores no son significativos. 

Modificando la composici6n del buffer es posible 

obtener una correlaci6n significativa. 

4 0 2 0 - En 9- S-D-ribofuranosil-N
6

,N
6
-dimetilamino 

• 7 
pur1na. 

6 6 
9-¡9-D-ribofuranosil-N ,N -dimetilaminopur~ 

na y ácido asc6rbico, en las proporciones indi-

cadas en la siguiente tabla, se disuelven en 25 

ml de una soluci6n buffer de pH 2 1 8. 100 mg de 

nitrito s6dico se añaden lentamente y con agit~ 
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ci6n. Después de tres horas, a 372 C, se procede 

a la extracci6n, tal como se ha indicado anterior 

mente. La inhibici6n de dimetilnitrosamina (DMN) 

se determina midiendo la absorci6n a 550 nm. 

Los resultados obtenidos se detallan en la -

siguiente tabla: 

mg 6-DMAPR equiv. Absorc. ppm 
ác. asc6rb. 

26.25 0.1 .061 2740 

26.35 0.3 .076 3700 

25.10 0.5 .056 2090 

26.00 0.7 .046 2160 

25.40 1.0 .032 1470 

25.70 .051 2480 

En este caso, los resultados obtenidos tampQ 

co dan inf ormaci6n suficiente como para estable-

cer alguna correlaci6n, por lo que se cree conv~ 

niente modificar la composici6n del buffer. 

6 
4.3.- N -metilaminopurina. 

6 
178 mg de N -metilaminopurina (2) y ácido --

asc6rbico, en las proporciones indicadas a conti 

nuaci6n, se disuelven en 15 ml de Acido acético 
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5 N. 1,8 gr de nitrito s6díco, disueltos en la --

mínima cantidad de agua, se añaden gota a gota, 

con agitaci6n magnética. Después de 30 minutos a 

temperatura ambiente, la mezcla de reacci6n se -

lleva a 5º e por espacio de 3 horas. 

La formaci6n de nitroso derivado (J_Q) se cog 

trola por espectroscopia ultravioleta, identifi

cándose el precipitado obtenido por comparaci6n 

con muestra independiente. 

Acido asc6rbico: 
nitrito s6dico 

(mmols) 

2,00:1,00 

1,75:1,00 

1,50:1,00 

1,25:1,00 

1,00:1,00 

0,75:1,00 

0,50:1,00 

0,38:1,00 

0,25:1,00 

0,10:1,00 

Acido asc6rbico Observacion. 
(mmols) 

34,36 Inhib.tot.J_Q 

30,06 

25,77 

21,47 

17,18 

12,88 

8,59 

6,44 

4,29 

1,71 

11 11 11 

11 11 11 

11 11 11 

11 11 11 

11 11 11 

Form • .!.Q (UV), 
pero no de -
precipitado. 

10 (48%) 

10 (67%) 

10 (86%) 
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A la vista de estos resultados puede deduci~ 

se que el ácido asc6rbico bloquea totalmente la 

formaci6n de N
6
-nitroso-N

6
-metilaminopurina cuan 

do la relaci6n de ácido asc6rbico:nitrito s6dico 

es superior a 0,50:1,00. 

4.4.- 9- .8-D-ribofuranosil-N
6

-metilaminopurina. 
I 

134,5 mg de 9-{3 -D-ribofuranosil-N
6
-metilami 

nopurina (Jj)y ácido asc6rbico en la relaci6n in 

dicada en la siguiente tabla, se disuelven en 7,6 

ml de ácido acético 5 N.0,52 gr de nitrito s6di-

co, disueltos en la mínima cantidad de agua, se 

añaden gota a gota, con agitaci6n magnética. La 

mezcla de reacci6n se lleva 30 minutos a temper~ 

tura ambiente y a 5º e durante tres horas. 

La f ormaci6n del nitroso derivado (.!...~) se --

controla por espectroscopia ultravioleta. 

Acido asc6rbico 
nitrito s6dico 

(mmols) 

1,50:1,00 

1,00:1,00 

Acido asc6rbico 
(mmols) 

12,88 

8,59 

Observaciones 

Inhib.Nitr.der.12 

11 11 11 
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Acido asc6rbico 
nitrito s6dico 

(mrnols) 

0,50:1,00 

0,40:1,00 

0,30:1,00 

0,20:1,00 

0,10:1,00 

28 

Cont. 

Ac. Asc6rb. 
(mrnols) 

4,29 

3,43 

2,57 

1,71 

0,86 

Observaciones. 

Inhib.nitr.der.(~) 

Form.nitr.deriv. 

11 11 

11 11 

11 11 

De estos resultados puede deducirse que el -

umbral de inhibici6n del nitroso derivado de 

9-¡6-D-ribofuranosil-N
6
-metilaminopurina (~) 

está situado entre las relaciones 0,40 y 0,50: -

1,00 mrnols de ácido asc6rbico: nitrito s6dico. 

4. 5 .- Ester metílico del ácido et -fenil-2-piperi
dinacético. 

116 mg de 1 y ácido asc6rbico, en la propor

ci6n indicada en la siguiente tabla, se disuel-

ven en 8 ml de ácido acético 5 N. 0,52 gr de ni-

trito s6dico se añaden lentamente, con agitaci6n 

magnética. Después de 30 minutos a temperatura -

ambiente, la mezcla de reacci6n se lleva a 5º C 

por espacio de 3 horas. 
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El precipitado formado se filtra, se lava -

con agua fría y se seca, identificándose por co~ 

paraci6n con muestra independiente como el deri

vado nitroso ~. 

Acido asc6rbico 
nitrito s6dico 

(mmols) 

1,50:1,00 

1,00:1,00 

0,90:1,00 

0,80:1,00 

0,70:1,00 

0,60:1,00 

0,50:1,00 

0,40:1,00 

0,25:1,00 

0,00:1,00 

Ac. asc6rbico 
(mmols) Observaciones. 

12,87 Inhib.tot.de 2 

8,59 11 11 

7,73 11 11 

6,87 11 11 

6,01 " 11 

5,15 11 11 

4,28 2 (28 %) 

3,42 2 (43%) 

2,13 2 (76 %) 

o,oo 2 (100%) 

De los resultados obtenidos puede deducirse 

que el ácido asc6rbico es ·un compuesto eficaz -

para la inhibici6n del correspondiente derivado 

nitroso. El umbral de inhibici6n se encuentra eQ 

tre la relaci6n 0,5 y 0,6 mmols de ácido asc6rbi 

co respecto a 1 mmol de nitrito s6dico. 
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5.- DEGRADACION DE N-NITROSO DERIVADOS. 

6 6 . 
5.1.- N -metil-N -nitrosoaminopurina. 

20~8 mg en 100 ml de agua se protegen de la 

luz. Transcurridos 30 días el producto permanece 

inalterado.Sin embargo, expuesto a la acci6n de 

la luz solar y controlando la soluci6n por espe~ 

troscopía ultravioleta se obtienen los siguien-

tes resultados: 

Tiempo (300nm) ( 26 3~i.m) 
min. % transmisi6n 

15 69 41 

30 32 75 

70 10 86 

120 2 9 8 

La representaci6n gráfica de estos valores -

puede verse en la figura i. 
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5.2.- 9-,.8-D-ribofuranosil-N
6
-metil-N

6
-nitrosoa-_r . 

m1nopur1na. 

29,9 ml disueltos en 100 ml de agua se man-

tienen inalterados despué s de 30 días en ausen-

cia de luz. Sin embargo, bajo la acci6n de l a --

luz solar, se obtienen los siguientes datos espe~ 

trosc6picos : 

Tiempo (296 nm) (268 nm) 
min. % transmisi6n 

15 62 33 

30 20 66 

70 8 88 

120 2 96 

La representaci6n gráf ic a d e l as curvas de 

absorci6n se da e n la f igur a 2. 
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$.3.- Ester metílico del ácido « -fenil-N-nitro
so-2-piperidin-acetico. 

23 mg del éster metílico del ácido « -fenil-

N-nitroso-2-piperidin-acético, disueltos en 100 

ml de agua, se someten a la acci6n de la luz so

lar, controlándose la soluci6n por espectrosco-

pía de ultravioleta. 

La influencia de la luz solar sobre este --

compuesto, en funci6n del tiempo, se muestra en 

la figura 3. 

6.- ENSAYOS BIOLOGICOS. 

Cáncer es un fen6meno biol6gico que puede -

considerarse como el resultado de l a acci6n de -

muchos factores. Es por ello por lo que l a etio 

logía de esta enfermedad es extremadamente com-

plic ada y en el presente momento algunos aspee-

tos son todavía desconocidos. 

Desde el momento en que los resultados obte-

nidos in vitro conducen a la síntesis de nitrosa 

minas cabe esperar su formaci6n en e l cuerpo de 
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los mamíferos. De hecho, alimentando a animales 

de laboratorio con ciertas aminas y nitrito,al -

mismo tiempo, conduce al desarrollo de tumores 37 ~ 

Casi toda la informaci6n que se posee sobre 

lé\ carcinogenicidad de nitroso derivados ha sido 

obtenida en roedores, no por conveniencia, sino 

porque estos animales son muy susceptibles a la 

acci6n de los compuestos nitrosados. 

Observaciones efectuadas en animales
38

) han 

llevado a la conclusi6n de que no existen 6rganos 

o células tipo en las ratas que no sean suscepti 

bles a la formaci6n de tumores por uno o más com 

puestos N-nitroso. 

Asimismo, los nitroso derivados actúan siste 

máticamente, induciendo tumores en ciertos 6rga

nos 11 blanco 11 cualquiera que sea el medio de admi 

nistraci6n. También son mucho más efectivos en 

pequeñas dosis, pero continuas (especialmente -

por vía oral), que en una o pocas dosis grandes. 

Teniendo en cuenta estos datos se ha ensay~ 

do la posible carcinogenicidad en animales de -

d RNA N6 · 1 . . dos componentes e , -meti am1nopur1na y su 
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rib6sido correspondiente, y tres drogas de uso -

frecuente como son Librium, Ritalin e Imipramina 

con nitrito s6dico en c~ndiciones parecidas a --

las del est6mago. 

6.1.- 9-B-D-ribófuranosil-N
6
-metil-N

6
-nitrosami 

nokurina (6-MNAPR) y N6-metil-N6-nitrosami 
nopurina (6-MNAP) 

En un primer ensayo del efecto de carcinoge-
6 6 

nicidad, 9-p-D-ribofuranosil-N -metil-N -nitro-
6 

sometilaminopurina y su correspondiente base, N -
6 

metil-N -nitrosoaminopurina, se han administrado 

como una soluci6n de 1 mol. en el agua de beber 

a ratones Swiss CD-1, durante dos días consecuti 

vos cada semana. 

Después de ocho meses de tratamiento, los ra 

tones sobrevivientes fueron sacrificados para 

efectuar una completa necropsia. Todas las sec-

ciones de los pulmones fueron separadas, fijadas 

en soluci6n de Bouin, y examinadas dos veces, -

por lo menos, por adenomas. Tumores representati 

vos y todas las lesiones posibles fueron examina 

das en secciones histol6gicas. 
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Los resultados muestran claramente que 9-1 -
D-ribofuranosil-N

6
-metil-N

6
-nitrosaminopurina es 

un tumorígeno de pulm6n. El tratamiento con este 

producto proporcion6 26 adenomas en 41 ratones, 

comparado con 2 en 18 animales de control. Los -

animales machos mostraron una mayor incidencia -

tumoral (17 tumores en 21 ratones) que los rato

nes hembras ( 9 en 20) • 

E Nó t 'l N6 . . 1 tratamiento con -me l - -n1trosam1nop~ 

rina proporciona, solamente, 1 adenoma de pulm6n 

en 41 ratones; es decir, un número significante 

más bajo que el encontrado en el grupo de anima

les tratados con el rib6sido. La carencia de --
6 6 

efecto carcin6geno de N -metil-N -nitrosaminop~ 

rina comparada con su rib6sido, confirma la po-

sibilidad de que este segundo compuesto, como un 

nucle6sido de purina, pueda ser activado por la 

enzima adenosina deaminasa, con la liberaliza--

ci6n de un intermedio monometilnitrosamina, que 

en la base no tiene lugar. 

Asimismo se han ensayado trasplacentalmente 

estos dos compuestos, para observar los efectos 

en los fetos de los ratones. 
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Ratones Swiss CD-1, a dosis de 40 mg/ Kg
1
die-

ron más denomas que los controles a los 8 meses 

de nacer.37 ratones de 65 que fueron tratados, 

murieron entre las 12 y 20 semanas de tratamieQ 

to a causa de multiples timomas, cuando los con 

troles no proporcionaron ninguna muerte. 

Con estos resultados se pone de manifiesto -

que el 9-f'-D-ribofuranosil-N 6 -metil-N 6 -nitroso~ 

minopurina puede considerarse como la primera d~ 

mostraci6n de un compuesto que podría formar una 

nueva categoría en la lista de carnin6genos po--

tenciales ambientales: las nitrosaminas deriva--

das de nucle6sidos de purinas hipermodificadas 

en RNA. 

6.2.- 10,11-dihidro-5-(3-dimetilaminopropil)-3H
dibenz (b,f) azepina (Imipramina). 

Se han tratado cr6nicamente ratones con imi-

pramina (100 mg/ Kg), nitrito s6dico (lgr / l) y dQ 

sis bajas de dimetilnitrosamina (0,1 ppm) para 
, 

determinar los efectos producidos en los param~ 

tros reproductivos, observando que la imipramina 

Fundación Juan March (Madrid)



40 

causa una mortalidad perinatal doble de lo espe-

rado. 

Por otra parte la administraci6n de imipra

mina conjuntamente con nitrito s6dico no produce 

efectos significativos entre los animales, pero 

s{ incrementa cierta infertilidad en algunas hem 

bras. 

7.- CONCLUSIONES. 

1º. Varias drogas de uso frecuente, así como 

ciertos componentes del RNA, conteniendo grupos 

de amina secundaria reaccionan in vitro con ni--

trito s6dico y medio ácido, para dar los N-nitrQ 

so derivados correspondientes. Concretamente, es 

tos compuestos han sido : 

Ester metílico del ácido~-fenil-2-piperi
din acético (Ritalin). 

7-cloro-5-fenil-2-metilamino-4-6xido-3H-
1, 4-benzodiazepina (Librium). 

Reserpina. 

10,11-dihidro-5-(3-metilaminopropil)-SH
dibenz-(b,f) azepina (Imipramina). 
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6 
- N -metilaminopurina. 

6 
- 9-j3-D-ribofuranosil-N -metilaminopurina. 

2º. Contrariamente a lo descrito para las -

aminas terciarias, la 10,11-dihidro-5-(3-dimetil 

aminopropil)-SH-dibenz (b,f) azepina, llamada --

imipramina, no conduce in vitro a la formaci6n -

del N-nitroso derivado, en presencia de nitrito 

s6dico. En su lugar se obtiene un C-nitroso, el 

10,11-dihidro-5-(3-dimetilaminopropil)-2-nitro-

so-SH-dibenz (b,f) azepina, identificado en base 

a sus datos espectrosc6picos y analíticos. 

3º. El ácido asc6rbico resulta ser un compuES 

to eficaz para la inhibici6n de f ormaci6n de los 

nitroso derivados. El umbral de inhibici6n se --

encuentra, aproximadamente, alrededor de la rela 

ci6n: 0,5 mol de ácido asc6rbico respecto a 1 -

mol de nitrito s6dico. 

4º. La acci6n de la luz solar sobre los N-ni 

troso derivados produce una rápida y progresiva 

degradaci6n. En ausencia de luz son muy estable& 

Con estas experiencias puede tenerse un método -

6ptimo para la destrucci6n de N-nitrosaminas, o 
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bien de los materiales de deshecho. 

5 º. La interacci6n de 9- (3-D-ribofuranosil-:J> 

-metilaminopurina, un componente del RNA, con ni 

trito, bajo condiciones similares a las del est6 

mago, proporciona la formaci6n de nitroso deriv~ 

do. Este compuesto induce adenomas de pulm6n en 

ratones Swiss CD-1, mientras que su base, la N
6-

metilaminopurina, no es carcin6gena en este tipo 

de animales. 

6º. Estudios trasplacentales con el rib6sido 

de la N
6
-metilaminopurina, indican la presencia 

de múltiples timomas en animales de 12 a 20 serna 

nas de edad, cuando los controles no propor--

cionan ningun caso. 

7º. Se demuestra, por primera vez, que una -

purina de origen vegetal, la 9-{>-D-ribofurano--

. 1 N6 t . 1 . . b t í si - -me 1 am1nopur1na a re una nueva ca egor a 

de carcinÓgenos potenciales ambientales: las ni

trosaminas derivadas de nucleÓsidos de purinas -

hipermodificadas en RNA. 

8º. Experiencias in vivo efectuadas con una 

droga de uso frecuente como es la imipramina pe~ 

miten comprobar ciertos efectos en los par~me-

tros reproductivos. 
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