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1,~ INTRODUCCION,

El 90 % de todos los casos de cincer humano
son debidos, principalmente, a carcinégenos qui
micos, de origen endbégeno y exbégeno, que se en-

. . 1
cuentran en el medio ambiente .

En los dltimos quince afios, investigaciones
sistemiticas han conducido a un progreso signi-
ficante en el campo de los carcinégenos quimicos
y la lista de las sustancias potencialmente peli
grosas para el hombre ha crecido considerablemen
te. Las nitrosaminas son un ejemplo tipico de -

ellas,

Desde el descubrimiento del efecto carcinogé
nico de la dimetilnitrosamina (DMN) por Magee y
Barnes 2 , €l estudio de estos compuestos ha aca
parado la atencibén de los investigadores desde
el punto de vista quimico y biolbgico. Y actual
mente se considera a las nitrosaminas como los

carcinbégenos de tipo mis universal,

La demostracibén directa de carcinogénesis --

por nitroso derivados todavia no ha sido posible



hacerla en el hombre, Sin embargo, si lo ha sido
o]
0,4)

en muchas especies animales ° , facilitando --

con ello la extrapolacibén al hombre,

Una caracteristica notable de los compuestos
N-nitrosados es su capacidad para inducir tumo--
res, pricticamente en todos los 6rganos de los
mamiferos ensayados, En un primer anélisis, cabe
deducirse que esta facilidad de formacibén de tu-
mores se debe a la gran abundancia de los precur
sores de las nitrosaminas en el medio ambiente,
es decir, los nitratos, los nitritos y las ami--

nas,

Los nitratos estéin ampliamente distribufdos
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 apreciables en

el agua,

Los nitritos pueden formarse por la reduc--
cibn de nitratos en las plantas, o bien por las
nitroreductasas presentes en numerosas bacterias
parisitas y sapré6fagas 5). Grandes concentracio-

nes de nitritos se hallan presentes en vegetales



almacenados, especialmente espinacas, apio y en-
salada, como resultado de esta reduccién bacte--
rial de los nitratos 6). Ademés, tanto nitritos
como nitratos son ampliamente utilizados como --

preservativos en carnes y pescados,

El factor importante, entonces, en la forma-
cibén de nitrosaminas parece ser la facilidad de
nitrosacién de las aminas secundarias. La infor-
macibén de que se dispone sobre su distribucién
en el medio ambiente es bastante escasa. Aunque,
de todas formas, se sabe existen, principalmente
en forma de dimetilamina y dietilamina en pesca-
dos 7),cereales y té 8) y el el tabaco 9). Asf--
mismo, estas sustancias estln presentes en cier-
tos compuestos de uso frecuente, como son los --

10
pesticidas y ciertos medicamentos o drogas ).

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, asf como también en numero-

12
sas drogas de uso frecuente ).

La primera etapa en el mecanismo de nitrosa-
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cibén de amino compuestos consiste en un ataque -
electrofflico del agente nitrosante al par libre

de electrones del 4tomo de nitrégeno (Esquema 1),

La nitrosacién de aminas secundarias puede -
ser representada por la sustitucibén del hidrége-
no por NO (Esquema 1a). En la obtencién de N-ni-
troso compuestos a partir de aminas terciarias
uno de los grupos alquilos tiene que ser elimina
do oxidativamente por el agente nitrosante 13)

para dar una amina secundaria, la cual a su vez

es nitrosada (Esquema 1b),

E1l agente nitrosante en la reaccién es el ca

tién No " (Esquema 2) :

(s}
280 + 2HT == 2HRD, = o:Jo-Nfo + H,0 === N0+ N,

Esquema 2

Asf pues, la nitrosacibén se efectda por el
catibn NO* durante la reaccién con el par libre
de electrones del grupo amino. De acuerdo con el
Esquema 2 se requiere un pH 4cido para la forma-
cién de este catibén, E1 pH éptimo para la nitro-

sacibén oscila entre 3,0 y 3,4, el cual esti - —--



Q.:H
R -, :alki] o anl

Esquema 1.




préximo a la constante de disociacibn del &cido

15)

nitroso, que es 3,37 .

De acuerdo con estos datos, la formacién de
nitrosaminas es muy probable transcurra también
en el estbémago de los mamfferos donde el pH es
predominantemente &cido. Actualmente existen nu-
merosas evidencias de que estos compuestos pue--

16)

den formarse en estas condiciones

Sobre la carcinogenicidad de los nitroso de
rivados se han publicado muchos artfculos 18’192
Mis de 120 N-nitroso derivados han sido investi-
gados, y la gran mayorfa de ellos han resultado
ser carcinbgenos. Una caracterfistica comin es su
capacidad para inducir tumores pricticamente en
todos los érganos importantes de los mamiferos,
La seleccién de uno u otro depende de la estruc
tura quimica del N-nitroso derivado, de la dosis,
del modo de administracibébn y de la especie, Higa
do, pulmones, estbémago, esbéfago, cerebro y sis
tema nervioso, rifiones y vejiga son fAcilmente

18,19)

accesibles a una tumorigénesis selectiva

Es por ello, por lo que las nitrosaminas es

t&n reconocidas como las m&s potentes y mis ver
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sitiles de todos los carcinbgenos quimicos cono-

cidos,

Y culdl es su mecanismo de accibén? Actualmen
te se admite que el poder carcinbgenico de las -
nitrosaminas resulta de su capacidad de alquila-
cibén después de diversos procesos metabblicos -
consistentes en una.lg—oxidacién 20), seguida de

una & -oxidaciébén yde la consiguiente transforma-

2
cién en diazoalcano 1) (Esq. 3).

R-CHy +%0;  RcHy - R-cHO
N-N:0 — 5 \y-N=p ——————s
R-CH, R-CHOH
-oM"

R-CHy~NH-N30 T—= R-CH-N-N-9+H 5

L 4
e-cuz-NEM —_— e—cﬁ; « N

Esquema 3.



Es as{ como la dimetilnitrosamina (DMN) se -
comporta como un dador de metilo respecto a la -
guanina y la citosina, transformindolos en 7-me-

: . 22) oy e . 23)
tilguanina y en 3-metilcitosina .

Esta desviacibén metabdlica entrafia al nivel
hep4tico una masiva incorporacién de amino&cidos
que se traduce en una disminucibén, aproximadamen
te de 50 %, en la biosfntesis protéica. La prime
ra etapa en esta inactivacidén comporta la libera
cibén de formol que provoca, al nivel celular, la
vacuolizacibén de las membranas ergastoplismicas

10;
y la dispersién de los polisomas en ribosomas 2

Las experiencias efectuadas con moleculas de
dimetilnitrosamina(DMN), marcadas con carbono 14,
han mostrado la aparicibén de radioactividad en -
el DNA y en el RNA de las células del higado, de
los rifiones, del péncreas y del bazo. En el caso
del DNA, ge cree que la alquilacién lleva a un -
cambio de la secuencia de los amincAcidos o bién

24)

la pérdida de uno o varios pares de bases

Adem4s, se ha constatado que los compuestos

24)

N-nitrosados son mutigenos y teratbgenos .



Desde el momento en que se conocieron las --
propiedades carcinbégenas de las nitrosaminas nue
vos esfuerzos se encaminaron hacia la prevencién
del céncer producido por estas sustancias, La -
posible peligrosidad para la salud humana podfa
ser reducida por la administracién de la droga
junto con una sustancia que preferentemente reac
cionara o destruyera cualquier nitrito presente
en el estémago. E1 4cido ascdrbico puede ser uti
lizado para estos propdbsitos,

2
Investigaciones efectuadas por Edgar 5)su—

gieren que el Acido ascérbico puede inhibir 1la

accibn carcinogénica de las nitrosaminas y otros
carcinbégenos que actuan por alquilacibn, impi--
diendo la necrosis de hfgado inducida por la di
medilnitrosamina (DMN), Resultados experimenta-

26,27)

les in vivo e in vitro sugieren la hipéte

sis de que el A4cido ascédrbico puede ser utiliza-

do como un excelente inhibidor de nitrosaminas,

2
Dahn y col, 8 estudian la cinética de reac
cibén entre el Acido nitroso y el 4cido ascérbico,
Acido dehidroascérbico y 6xido nfitrico se forman

en la reaccibén, reduciendo o eliminando prictica
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mente la formacién de N-nitroso compuestos a con
secuencia de la reaccibén 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-metoxifenol (BHA) y el 2,6-ditert-butil-p

—cresol (BHT) y Acido gilico, entre otros.

E1l descubrimiento de que las nitrosaminas --
son carcinégenos potenciales en animales ha moti
vado el estudio de un manejo mis adecuado de es-
tas sustancias, especialmente para los investiga
dores en este campo. Un problema particular es -
el proceso de degradacién de las nitrosaminas, -
es decir, conversién de los productos de deshe--
cho en material menos peligroso, bajo condicio--

nes ambientales,

Considerando la importancia de la dimetilni-
trosamina como un potente carcinbégeno, y el posi
ble significado de los productos de degradacién
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

degradacién qufmica y a la fotoquimica, para mi-
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nimizar sus propiedades biolbgicas.

Referente a la degradaciédn quimica se ha ob-
servado que, tanto en la reduccibén con aluminio
31), como en la reaccibn con 4cido bromhfdrico -
32) y en la descomposicibén oxidativa 38), se ob-
tienen subproductos que a su vez son carcinbfge--

nos y mutédgenos, eliminando asf{, précticamente,

su interés para destruir las nitrosaminas,

La degradacién fotoquimica puede considerar-
se como el método mis sencillo, seguro y eficien
te para destruir una cantidad significante de ni
trosaminas en solucién acuosa 3 . También se ha
observado que la luz monocromitica de 334 nm es
mucho mis efectiva que la luz solar en grupos ni
troso 35), 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 ba

rato y sencillo de degradacién,

En vista de todos los datos aquf expuestos -
cabe preguntarse: :;deberfan ser eliminados los

nitritos y las nitrosaminas?.

Es muy dificil de contestar. Pero, desde el
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momento en que los nitritos estin presentes en -
la Naturaleza, especialmente en forma de nitra--
tos (que no pueden ser eliminados) la respuesta

es "no". La solucién es reducir al miximo nues--
tra exposicibn a los nitritos y a ciertas aminas
secundarias y terciarias, particularmente en ali
mentos, asf como a gran nimero de drogas de uso

frecuente, Con todo ello seri posible una dismi-

nucidén en la incidencia del cAncer humano.,
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2,- PROPOSITO DEL TRABAJO,

Se propone el estudio del mecanismo de nitrgo
sacién de aminas sustituidas que existen en ba--
ses modificadas de Acidosnucléicos, principalmen
te en alimentos, asfi 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 poten
tes, por la interaccién en el estémago 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 formacién de nitrosaminas que
aunque se produzcan en pequefias proporciones, -
dada la presencia frecuente de sus componentes,
pueden considerarse como carcinégenos de tipo --
universal que contribuye, con un perfodo de la--
tencia muy prolongado, al conjunto de causas in-
volucradas en la induccién de clncer en el hom--

bre,

Los resultados de estos estudios demostrarin

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

no,

3.— PARTE EXPERIMENTAL,

SINTESIS DE N-NITROSO DERIVADOS,

3.1.—- Ester metflico del Acido & -fenil-2-piperi-

din acético (Ritalin).

Cﬁonfp C%P%?O NO
] H ! '
e — 70
4 2

5,85 de clorhidrato del éster metflico del -
4cido ®-fenil-2-piperidin acético (1) en 40 ml.
de agua y 60 ml de acido acético, se afiaden len-
tamente y con agitacién a una soluciébn frfa de -
14 gr. de nitrito sbédico en 40 ml., de agua. E1 -

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

rivado (2), que se recristaliza de etanol/agua.

Los datos analiticos y espectroscépicos de

2 son los siguientes :

- p.f. & 104-105°2 C

- UV,: 235,365 nm

- Prueba de FeCl3 para -NO: positiva

- (CHN): Cal, C: 64,35 H: 6,56 N:10,72 %

Hall,C: 64,31 H: 6,54 N:10,78 %

- RMN: 1,42/a (6) 324253H; 3,48/a (3)-OCH3
3,81/t (2) 64H; 4,46/d (1) J=11 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 clorodiazepbxido --
(3)disueltos en 4cido clorhfdrico 2 N se afiaden
lentamente y con agitacibén a una solucidn acuosa
de 138 mg de nitrito sédico. Un precipitado ama-
rillo aparece casi inmediatamente, Después de --
dos horas a temperatura ambiente se filtra, se -
lava con agua y se seca, obteniéndose 100 mg --

(60%) del derivado nitroso (4).

Tras recristalizacidn en agua/metanol se ob-
tienen los siguientes datos analfticos y espec--

troscépicos:

p.fe: 156-72 C

- Prueba de Liebermenn 3 : positiva,

- UV: 244, 288 nm

- RMN: 3,41/s (3) CH_; 5,37/sa (2) 8-CH,;
7,02/d (1) J=3 1-H; 7,52/m (7)
2+3-H+H-fenilo,

- (CHN): Calculado para Cle H N4 0, Cl:

Cal., C: 58,46 H:3,98 N 17,04 C1:
10,8 %

Hall, C: 58,28 H:3,92 N:16,94
Ci: 10,8 %
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3.3.- Reserpina.

octly

“Soi\’:{"“’ - (_5?'““3

H Ocety EFONO
w0 o L, J
g
5 cu
2 a/,ooq[,\ o-@§ -o:u3
e —— o ./33 :;: ol
o7

200 mg de reserpina (5) 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
cibén saturada de acetato sbédico, se afiaden lenta
mente y la mezcla de reaccibén se agita a 5° C, -
durante 3 horas., Después se deja 12 horas en re
poso. E1 precipitado formado se filtra, se lava
con etanol y se seca, obteniéndose 89 mg (43%)

del derivado nitroso 6.

Los datos analfticos y espectroscépicos son

los siguientes :
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- p.f.: 2372 C (4d)

- Prueba de Liebermann 3 ¢ positiva,

- IR: 2580,1730,1620,1580,1500,1250,1000,
- UV: 295 nm,

- RMN: Espectro concordante con la estruc
tura propuesta,

—~ CHN para C H N O ,HO.:.
P 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 %

3e4.— 10,11-dihidro-3<3-dimetilaminopropil) - 5H—
dibenz-(b,f)azepina (Imipramina).

ST — OLIer

) r

o, 1278%

/ ]

%, 2 “. g
/ -
cu, Clu,
) /

3 ) u, U

317 mg de clorhidrato de imipramina (7) se -
disuelven en la minima cantidad de agua. Se aiia-

de Acido clorhfdrico 2 N, justo hasta obtener pH
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4cido. La mezcla de reaccibn se mantiene a 52 C,
138 mg de nitrito sédico se disuelven en la mi-
nima cantidad de agua y se afiaden lentamente a
la solucidén 4cida de la droga. Después de tres
horas a temperatura ambiente se filtra el preci
pitado obtenido, se lava con agua fria y se se-

Cae

La identificacién de este compuesto como 2-
nitroso-3-(dimetilaminopropil)-iminodibenzil (8)
se lleva a cabo en base a los datos analfticos

y espectroscédpicos siguientes:

p.f.: 142-52 C
UV: 257,400 mm

IR: 2825,2775,2730,1630,1500,1580,1500,
- NMR: 1,88/m (2) H-133;1,03/s (3) CH ~17;
2,96/m (4) H-10+11; 3,14/s (3) --
CH ~16; 3,86/m (4) H-124H-14; 7,20/m

(4) H-6+7+8+9; 7,96/m (3) H-1 +3+4,
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3¢50~ N6—metilaminopurina 17).
¥ oW,
PViant Ve’
\)
\?/(u\> R "
H H
2: 40

A 1,39 gr de 9 en 120 ml de Acido acético 5N
se afiaden lentamente 9,2 gr de nitrito sédico, -
disueltos en la mfnima cantidad de agua. La mez-
cla de reaccibén se agita durante 30 minutos a —-
temperatura ambiente y luego se lleva a 52 C por

espacio de varias horas,

El precipitado formado se filtra, se lava —--
con agua frfa y se seca obteniéndose 1,53 gr de

10,

Tras recristalizacién de tetrahidrofurano/--
agua (1:1), el nitroso derivado se identifica en
base a los siguientes datos analfticos y espec—-

troscbpicos :
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- pefo: 235-2502 C

- Ensayo de Liebermann 3 t positivo,

- IR: 18,75, 1780,1610,1560,1250 em "

- UV: 216, 162, 300 nm.,

- RMN: 13,1/a (1) N-H; 8,90/s (1) 2-H;
8,03/s (1) 8-H; 3,59/s (3)-CH,

Tras adicibén de agua pesada desapare-

ce la sefial ancha a 13,1 ppm,
- CHN C,H N  O:
para C o H N
Cal. C: 40,48 H: 3,40 N 47,22 %

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

17)

6
3¢60— 9- 5 -D_ribofuranosil-N -—metilaminopurina
1

“ onN
N W
’N
zﬁL~ N
S;l~\~§> - C:iL~Nﬁ>
f
!
rb +Hb
A4 AZ

5,5 gr de nitrito sédico disueltos en agua -
se afiaden lentamente sobre 4,7 gr de 11 en 15 ml
de 4cido acético al 50 %, Después de dos horas -
aparece un precipitado en forma de gel., 100 ml

de una soluciédn etandlica al 30 % se afiaden con
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cuidado y la mezcla de reaccidén se agita varias

horas a 13-52 C,

El precipitado formado se filtra, se lava --
con agua frfa y se seca, obteniéndose 3,5 gr(65%)
-—- del derivado nitroso 12 el cual se indentifi-
ca en base a los siguientes datos analfticos y -

espectroscépicos:

— p.f.: 113-52C

- Prueba de Liebermann : positiva.

IR: 3500,1875,1780,1610,1560,1250cm"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 2t -OH; 5,28/d (1) J=5 3' -OH;
4,68/m (1) 21 -H; 4,24/m (1) 3' -H;j
4,04/m (1) 4'-H; 3,64/m (2)-CH -;
3,60/s (3) —CH3. Tras adicién de -

agua pesada el espectro se simpli-

fica notablemente,
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4.,- INHIBICION DE N_NITROSO DERIVADOS CON ACIDO

ASCORBICO,

6

6 .
dele- En N°, N —dimetilaminopurina,

6

N°, N -dimetilaminopurina y &cido ascérbico
(en las proporciones indicadas en la siguiente
tabla) se disuelvenen 25 ml de una solucidn buf-
fer de pH 2,8, 100 mg de nitrito sédico, disuel-
tos en la minima cantidad de agua, se afiaden len
tamente y con agitacibn magnética. La reaccidn

se mantiene a 372 C, durante 3 horas.,

10 ml de esta solucibén se extraen con cloru-
ro de metileno (2x20), La fase orghnica se ex--
trae con &4cido clorhfidrico 5 N y la solucién se
evapora hasta casi sequedad en un bafio de agua,

a 502 C y bajo corriente de nitrégeno. Al resi-

duo se le afiaden 5 ml de Acido acético glacial y
se enrasan hasta 10 ml con una soluciébn al 3 % de
4cido bromhfdrico, en 4cido acético., 2 ml de esta
solucibn se diluyen hasta 5 ml con reactivo colo-
rante y, después de calentarla a 502 C durante 3

minutos y enfriarla ripidamente, se lee la absor-

cidén a 550 nm.,
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Los resultados obtenidos se describen a con-—

tinuaciébn:
mg 6-DNAP equiv., Absorc, ppm
4c. ascbrb.

26.05 0.1 .030 1440
25.00 0. ,063 3120
25,10 0.5 .071 3610
26,00 0. .097 4690
25,55 1,0 .027 1270
25,60 - .059 2780

Los resultados obtenidos en estas experien-
cias no permiten establecer ningdn tipo de corre
lacién, ya que los valores no son significativos.
Modificando la composicién del buffer es posible
obtener una correlacién significativa,

6 .6
4.2,- En 9~ A4_D_ribofuranosil-N .N _dimetilamino
/7

purina,

9—f3-D—ribofuranosil—N6,N6—dimetilaminopurl
na y 4cido ascérbico, en las proporciones indi-
cadas en la siguiente tabla, se disuelven en 25
ml de una solucién buffer de pH 2,8, 100 mg de

nitrito sbédico se afiaden lentamente y con agita
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cibén, Después de tres horas, a 372 C, se procede
a la extraccién, tal como se ha indicado anterior
mente, La inhibicién de dimetilnitrosamina (DMN)

se determina midiendo la absorcién a 550 nm,
Los resultados obtenidos se detallan en la -

siguiente tabla:

mg 6-DMAPR equiv, Absorc. ppm
4c, asclrb,

26.25 0,1 .061 2740
26,35 0.3 .076 3700
25,10 0. .056 2090
26,00 0. .046 2160
25,40 1.0 .032 1470
25,70 - .051 2480

En este caso, los resultados obtenidos tampo
co dan informacién suficiente como para estable-
cer alguna correlacibén, por lo que se cree conve

niente modificar la composicién del buffer,

4.3.- N —metilaminopurina,

6
178 mg de N -metilaminopurina (9) y &cido --
ascérbico, en las proporciones indicadas a conti

nuacién, se disuelven en 15 ml de A4cido acético
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5 N. 1,8 gr de nitrito sédico, disueltos en la --
minima cantidad de agua, se afiaden gota a gota,

con agitacibén magnética. Después de 30 minutos a
temperatura ambiente, la mezcla de reaccibn se -

lleva a 52 C por espacio de 3 horas,

La formacién de nitroso derivado (10) se con
trola por espectroscopfa ultravioleta, identifi-
cindose el precipitado obtenido por comparacidn

con muestra independiente,

Acido ascérbico:

nitrito sédico Acido ascérbico Observacion.
(mmols) (mmols)
2,00:1,00 34,36 Inhib.tot,10
1,75:1,00 30,06 " moow
1,50:1,00 25,77 " LI
1,25:1,00 21,47 " L
1,00:1,00 17,18 " "o
0,75:1,00 12,88 " moom
0,50:1,00 8,59 Form, 10 (UV)’

pero no de -
precipitado.

0,38:1,00 6,44 10 (48%)
0,25:1,00 4,29 10 (67%)
0,10:1,00 1,71 10 (86%)
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A la vista de estos resultados puede deducir
se que el Acido ascédrbico bloquea totalmente la
formacién de N6—nitroso—N -metilaminopurina cuan
do la relacién de &cido ascérbico:nitrito sédico

es superior a 0,50:1,00,

6
i R 9—,B—D—ribofuranosil—N -metilaminopurina.
.

134,5 mg de 9—/3 —D—ribofuranosil—N6—metilam_:i;
nopurina (11)y Acido ascérbico en la relacidn in
dicada en la siguiente tabla, se disuelven en 7,6
ml de Acido acético 5 N.0,52 gr de nitrito sédi-
co, disueltos en la minima cantidad de agua, se
afiaden gota a gota, con agitacién magnética., La
mezcla de reaccibén se lleva 30 minutos a tempera

tura ambiente y a 52 C durante tres horas,

La formacién del nitroso derivado (12) se --

controla por espectroscopfa ultravioleta.

Acido ascérbico

nitrito sédico Acido ascérbico
(mmols) (mmols) Observaciones
1,50:1,00 12,88 Inhib.Nitr,.der,12

1,00:1,00 8,59 n " ]
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Cont,

Acido ascérbico
nitrito sédico Ac. Ascérb.

(mmols) (mmols) Observaciones,
0,50:1,00 4,29 Inhib.nitr.der.(12)
0,40:1,00 3,43 Form.nitr.deriv.
0,30:1,00 2,57 " "
0,20:1,00 1,71 " "
0,10:1,00 0,86 " "

De estos resultados puede deducirse que el -
umbral de inhibicién del nitroso derivado de --
9—ﬁ -D—ribofuranosil-—N6—metilaminopur'ina (_1__2_) -
esti situado entre las relaciones 0,40 y 0,50: -

1,00 mmols de 4cido ascérbico: nitrito sédico,

4.5.- Ester metflico del 4cido d -fenil-2-piperi-
dinacético.

116 mg de 1 y 4cido ascérbico, en la propor-
cibén indicada en la siguiente tabla, se disuel--
ven en 8 ml de Acido acético 5 N, 0,52 gr de ni-
trito sédico se afiaden lentamente, con agitacién
magnética., Después de 30 minutos a temperatura -
ambiente, la mezcla de reaccibén se lleva a 52 C

por espacio de 3 horas.
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El precipitado formado se filtra, se lava --
con agua frfa y se seca, identificindose por com
paracién con muestra independiente como el deri-

vado nitroso 2,

Acido ascérbico

nitrito sédico Ac, ascérbico

(mmols) (mmols) Observaciones,
1,50:1,00 12,87 Inhib.tot.de 2
1,00:1,00 8,59 " "
0,90:1,00 7,73 " "
0,80:1,00 6,87 " "
0,70:1,00 6,01 " "
0,60:1,00 5,15 " "
0,50:1,00 4,28 2 (28%)
0,40:1,00 3,42 2 (43%)
0,25:1,00 2,13 2 (76%)
0,00:1,00 0,00 2 (100%)

De los resultados obtenidos puede deducirse
que el 4cido ascérbico es un compuesto eficaz --
para la inhibicién del correspondiente derivado
nitroso., E1 umbral de inhibicién se encuentra en
tre la relacién 0,5 y 0,6 mmols de 4cido ascérbi

co respecto a 1 mmol de nitrito sédico,
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5.- DEGRADACION DE N_NITROSO DERIVADOS,

6 6 .
S5¢l1e— N —metjil-N —nijtrosocaminopurina.

20,8 mg en 100 ml de agua se protegen de la
luz., Transcurridos 30 dfas el producto permanece
inalterado.B8in embargo, expuesto a la accibn de
la luz solar y controlando la solucién por espec
troscopia ultravioleta se obtienen los siguien--

tes resultados:

Tiempo (300nm) (263nm)
min. % transmisién
15 v 69 41
30 32 75
70 10 86
120 2 98

La representacibén grifica de estos valores -

puede verse en la figura 1.
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6
5.2,— 9f%g—D—ribofuranosil—N6—metil—N —nitrosoa-
minopurina,

29,9 ml disueltos en 100 ml de agua se man—--—
tienen inalterados después de 30 dfas en ausen--
cia de luz, Sin embargo, bajo la accién de la --

luz solar, se obtienen los siguientes datos espec

troscédpicos :
Tiempo (296 nm) (268 nm)
min, % transmisién
15 62 33
30 20 66
70 8 88
120 2 96

La representacidén grifica de las curvas de

absorcibén se da en la figura 2.
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5.3.— Ester metflico del Acido & —fenil-N-nitro-
so—-2-piperidin-acetico,

23 mg del éster metilico del Acido & -fenil-
N-nitroso-2-piperidin-acético, disueltos en 100
ml de agua, se someten a la accibén de la luz so-
lar, controlindose la solucibn por espectrosco--

pfa de ultravioleta,

La influencia de la luz solar sobre este --
compuesto, en funcibén del tiempo, se muestra en

la figura 3.

6.— ENSAYOS BIOLOGICOS,

Céncer es un fenémeno biolbgico que puede --
considerarse como el resultado de la acciébén de -
muchos factores. Es por ello por lo que la etip
logia de esta enfermedad es extremadamente com--
plicada y en el presente momento algunos aspec--

tos son todavia desconocidos.

Desde el momento en que los resultados obte-
nidos in vitro conducen a la sintesis de nitrosa

minas cabe esperar su formacién en el cuerpo de
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los mamfferos. De hecho, alimentando a animales
de laboratorio con ciertas aminas y nitrito,al -

mismo tiempo, conduce al desarrollo de tumores™ .

Casi toda la informacién que se posee sobre
la carcinogenicidad de nitroso derivados ha sido
obtenida en roedores, no por conveniencia, sino
porque estos animales son muy susceptibles a la

accibén de los compuestos nitrosados.

Observaciones efectuadas en animale538 han
llevado a la conclusibén de que no existen 6rganos
o células tipo en las ratas que no sean suscepti
bles a la formacibén de tumores por uno o mds com

puestos N-nitroso.

Asfmismo, los nitroso derivados actlian siste
miticamente, induciendo tumores en ciertos 6rga-
nos "blanco" cualquiera que sea el medioc de admi
nistracién. También son mucho mis efectivos en
pequeiias dosis, pero continuas (especialmente —-

por via oral), que en una o pocas dosis grandes,

Teniendo en cuenta estos datos se ha ensaya
do la posible carcinogenicidad en animales de -

dos componentes de RNA, N -metilaminopurina y su
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ribbésido correspondiente, y tres drogas de uso -
frecuente como son Librium, Ritalin e Imipramina
con nitrito sbédico en condiciones parecidas a --

las del estbmago.

6 6
6.1,- 9—B-JL4dbdfuranosil—N -metil-N —nitrosami
noburina (6-MNAPR) v N _metil-N®-nitrosami
nopurina (6-MNAP)

En un primer ensayo del efecto de carcinoge-
nicidad, 9—/3 —D—ribofuranosil—N6—metil—N6—nitr'o—
sometilaminopurina y su correspondiente base, Nq-
metil—N6—nitrosoaminopurina, se han administrado
como una solucibén de 1 mol. en el agua de beber
a ratones Swiss CD-1, durante dos dfas 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 solucién de Bouin, y examinadas dos veces, --
por lo menos, por adenomas, Tumores representati
vos y todas las lesiones posibles fueron examina

das en secciones histolbgicas,
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Los resultados muestran claramente que 9—/3 -
D—ribofuranosil—N6—metil—N -nitrosaminopurina es
un tumorigeno de pulmén. E1 tratamiento con este
producto proporcioné 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 (9en 20),

El tratamiento con N6—metil—Né—nitrosaminopg
rina proporciona, solamente, 1 adenoma de pulmén
en 41 ratones; es decir, un nimero significante
mis bajo que el encontrado en el grupo de anima-
les tratados con el ribésido. La carencia de --
efecto carcinbégeno de N —metil—N6—nitrosaminopg
rina comparada con su ribésido, confirma la po-
sibilidad de que este segundo compuesto, como un
nuclebésido de purina, pueda ser activado por la
enzima adenosina deaminasa, con la liberaliza--
cién 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—l,a dosis de 40 mg/Kg'die——
ron m4s 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 tratamien
to a causa de multiples timomas, cuando los con

troles no proporcionaron ninguna muerte,

Con estos resultados se pone de manifiesto -
que el 9—/g—D—ribofuranosil—N6—metil—N6—nitrosog
minopurina puede considerarse como la primera de
mostracién de un compuesto que podrfa formar una
nueva categorfa en la lista de carninbgenos po--
tenciales ambientales: las nitrosaminas deriva--
das de nuclebésidos de purinas hipermodificadas

en RNA,

6e2s~ 10,11-dihidro-5-(3-dimetilaminopropil)-3H-
dibenz (b,f) azepina (Imipramina).,

Se han tratado crénicamente ratones con imi-
pramina (100 mg/Kg), nitrito sédico (1gr/1) y do
sis bajas de dimetilnitrosamina (0,1 ppm) para
determinar los efectos producidos en los parémg

tros reproductivos, observando que la imipramina
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causa una mortalidad perinatal doble de lo espe-

r‘adO.

Por otra parte la administracibén de imipra-
mina conjuntamente con nitrito sédico no produce
efectos significativos entre los animales, pero
si incrementa cierta infertilidad en algunas hem

bras.

7 .— CONCLUSIONES,

12, Varias drogas de uso frecuente, asf como
ciertos componentes del RNA, conteniendo grupos
de amina secundaria reaccionan in vitro con ni--
trito s6dico y medio &cido, para dar los N-nitro
so derivados correspondientes, Concretamente, es

tos compuestos han sido :

- Ester metflico del Acido & -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)—5H—
dibenz-(b,f) azepina (Imipramina).
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- N -metilaminopurina.

6
- 9—/3—D—ribofuranosi1—N -metilaminopurina.

22, Contrariamente a lo descrito para las —-—
aminas terciarias, la 10,11-dihidro-5-(3-dimetil
aminopropil) -5H-dibenz (b,f) azepina, llamada —-
imipramina, no conduce in vitro a la formacién -
del N-nitroso derivado, en presencia de nitrito
s6édico., En su lugar se obtiene un C-nitroso, el
10,11-dihidro-5-(3-dimetilaminopropil)-2-nitro--
so-5H-dibenz (b,f) azepina, identificado en base

a sus datos espectroscépicos y analiticos.

32, E1 Acido ascérbico resulta ser un compues
to eficaz para la inhibicién de formacidén de los
nitroso derivados., E1 umbral de inhibicibén se --—
encuentra, aproximadamente, alrededor de la rela
cién: 0,5 mol de 4cido ascérbico respecto a 1 -—-

mol de nitrito sédico.

42, La accibén de la luz solar sobre los N-ni
troso derivados produce una répida y progresiva
degradacibén. En ausencia de luz son muy estables
Con estas experiencias puede tenerse un método -

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

59, La interaccién de 9—%3—D—ribofuranosi14§
-metilaminopurina, un componente del RNA, con ni
trito, bajo condiciones similares a las del estéd
mago, proporciona la formacién de nitroso deriva
do. Este compuesto induce adenomas de pulmén en
ratones Swiss CD-1, mientras que su base, la N -
metilaminopurina, no es carcinbgena en este tipo

de animales,

62, Estudios trasplacentales con el ribésido
de 1la N6—meti1aminopurina, indican la presencia
de miltiples timomas en animales de 12 a 20 sema
nas de edad, cuando los controles no propor--

cionan ningun caso.

72. Se demuestra, por primera vez, que una -
purina de origen vegetal, la Q—VB—D—ribofurano-—
sil—Né—metilaminopurina abre una nueva categorfa
de carcindgenos potenciales ambientales: las ni-
trosaminas derivadas de nuclebsidos de purinas -

hipermodificadas en RNA,

82, Experiencias in vivo efectuadas con una

droga de uso frecuente como es la imipramina per
- . 2

miten comprobar ciertos efectos en los parame--

tros reproductivos,.
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sobre Investigaciones bioldgicas 1977)

Genética (I Semana de Biologia. Conferencias-coloquio
sobre Investigaciones biologicas 1977)

Genética (I Semana de Biologia. Conferencias-coloquio
sobre Investigaciones bioldgicas 1977)

Investigacion y desarrollo de un analizador diferencial digital
(A.D.D.) para control en tiempo real./ Vicente Zugasti Arbizu
(Fisica. Espafia, 1975)

Transferencia de carga en aleaciones binarias. [ Julio A. Alonso
(Fisica Extranjero, 1975)

Estabilidad de osciladores no sinusoidales en el rango de
microondas./ José Luis Sebastidn Franco
(Fisica Extranjero, 1974)
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Estudio de los transistores FET de microondas en puerta comun./
Juan Zapata Ferrer. (Ingenieria. Extranjero, 1975).

Estudios sobre la moral de Epicuro y el Aristoteles esotérico. |
Eduardo Acosta Méndez. (Filosofia. Espafia, 1973).

Las Bauxitas Espafiolas como mena de aluminio./
Salvador Ordériez Delgado. (Geologia. Esparia, 1975).

Los grupos profesionales en la prestacion de trabajo: obreros y
emp leados. [Federico Durdn Lépez. (Derecho. Esparia, 1975).

Obtencién de Series aneuploides (monosémicas y ditelosémicas)
en variedades espariolas de trigo comun. [Nicolds Jouve de la
Barreda. (Ciencias Agrarias. Esparia, 1975).

Efectos dinamicos aleatorios en tuneles y obras subterrineas./
Enrigue Alarcén Alvarez. (Ingenieria. Esparia, 1975).

Lenguaje en periodismo escrito. [Fernando Ldzaro Carreter,
Luis Michelena Elissalt, Robert Escarpit, Fugenio de Bustos.
Victor de la Serna, Emilio Alarcos Llorach y Juan Luis Cebridn.
(Seminario organizado por la Fundacién Juan March los dias
30y 31 de mayo de 1977).

Factores que influyen en el espigado de la remolacha azucarera,
Betavulgaris L./José Manuel Lasa Dolhagaray y Antonio
Silvan Lépez. (Ciencias Agrarias. Esparia, 1974).

Comp acidad numerable y pseudocompacidad del producto de

dos espacios topoldgicos. Productos finitos de espacios con
topologias proyectivas de funciones reales. [José Luis Blasco Olcina.
(Matematicas. Esparia, 1975).

Estructurasde la épica latina. [M? . del Dulce Nombre
Estefania Alvarez. (Literatura y Filologia. Espaiia; 1971).

Comunicacion por fibras épticas. [Francisco Sandoval
Herndndez. (Ingenieria. Espafia, 1975).

Representacion tridimensional de texturas en chapas
metdlicas del sistema cubico. [José Antonio Pero-Sanz Elorz.
(Ingenieria. Esparia, 1974).

Virus de insectos: multiplicacion, aislamiento y bioensayo
de Baculovirus. [Candido Santiago-Alvarez.
(Ciencias Agrarias. Extranjero, 1976).

Estudio de mutantes de saccharomyces cerevisiae alterados
en la biosintesis de proteinas. [Lucas Sdnchez Rodrigue:z.
(Biologia. Esparia, 1976).



45—

46.—

47 -

48—

49.—

50.—

51—

52—

53—

54.—

55.—

56.—

57—

58—

Sistema automatico para la exploracion del campo visual.
José Ignacio Acha Catalina. (Medicina, Farmacia y Veterinaria.
Esparia, 1975).

Propiedades fisicas de las variedades de tomate para recoleccién
mecdnica. [Margarita Ruiz Altisent. (Ciencias Agrarias. Esparia 1975).

Eluso del dcido salicilico para la medida del pH intracelular en
las células de Ehrlich v en escherichia coli. [Francisco Javier
Garcia-Sancho Martin. (Medicina, Farmacia y Veterinaria.
Extranjero, 1974).

Relacion entre iones calcio, farmacos iondforos y liberacion
de noradrenalina en la neurona adrenérgica periférica.|
Antonio Garcia Garcia (Medicina, Farmacia y Veterinaria.
Esparia, 1975).

Introduccion a los espacios métricos generalizados. |
Enrique Trillas y Claudi Alsina. (Matematicas. Esparia, 1974).

Sintesis de antibiéticos aminoglicosidicos modificados. [Enrique
Pando Ramos. (Quimica. Espafia, 1975).

Utilizacion éptima de las diferencias genéticas entre razas en la
mejora. [Fernando Orozco y Carlos Lépez-Fanjul. (Biologia
Genética. Esparia, 1973).

Mecanismos neurales de adaptacion visual a nivel de la capa
plexiforme externa de la retina. [Antonio Gallego Ferndndez.
(Biologia Neurobiologia. Espafia, 1975).

Comp endio de la salud humana de Johannes de Ketham. [M?.
Teresa Herrera Hernandez. (Literatura y Filologia. Esparia, 1976).

Breve introduccidn a la historia del Sefiorio de Buitrago./Rafael
Flaquer Montequi. (Historia. Espafia, 1975).

Una contribucion al estudio de las teorias de cohomologia
generalizadas. [Manuel Castellet Solanas. (Matemdticas.
Extranjero, 1974).

Fructosa 1,6 Bisfosfatasa de higado de conejo: modificacién
por proteasas lisosomales. [Pedro Sdnchez Lazo. (Medicina,
Farmacia y Veterinaria. Extranjero, 1975).

Estudios sobre la expresién genética de virus animales. |
Luis Carrasco Llamas.(Medicina, Farmacia y Veterinaria.
Exrranjero, 1975).

Crecimiento, eficacia biologica y variabilidad genética en
poblaciones de dipteros. [Juan M. Serradilla Manrique.
(Ciencias Agrarias. Extranjero, 1974).
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Efectos magneto-opticos de simetria par en matales
ferromagnéticos./ Carmen Nieves Afonso Rodriguez.
(Fisica. Esparia, 1975).

El sistema de Servet.| Angel Alcald Galve. ( Filosofia.
Espafia, 1974 ).

Dos estudios sobre literatura portuguesa contemporainea.
David Mourdo-Ferreira y Vergilio Ferreira. ( Literatura y
Filologia, 1977).

Sistemas intermedios. [Maria Manzano Arjona. ( Filosofia.
Espafia, 1975).

A la escucha de los sonidos cerca de T en el *He liquido./
Félix Vidal Costa.(Fisica. Extranjero, 1974).

Simulacion cardiovascular mediante un computador hibrido.
José Ramoén Farré Muntaner. (Ingenieria. Espafia, 1976).

Desnaturalizacion de una proteina asociada a membrana y
caracterizacion molecular de sus subunidades. |José Manuel
Andreu Morales. (Biologia. Espaiia, 1976).

Desarrollo ontogénico de los receptores de membrana para
insulina y glucagén.| Enrique Blizquez Ferndndez.
(Medicina, Farmacia y Veterinaria. Espafia, 1976).

La teoria de los juegos semdanticos. Una presentacion./ Juan
José Acero Ferndndez. (Filosofia. Extranjero, 1974).

El problema de la tierra en el expediente de Ley Agraria.|
Margarita Ortega Lopez. (Historia. Esparia, 1976).

Razas vacunas autoctonas en vias de extincion.
(Aportaciones al estudio genético)./ Miguel Vallejo Vicente.
(Medicina, Farmacia y Veterinaria. Espafia, 1976).

Desviaciones del sistema y de la norma de la lengua en las
construcciones pronominales espariolas. | Maria Antonia
Martin Zorraquino. ( Literatura y Filologia. Esparia, 1974 ).

Sociologia del ejército espariol en el siglo XIX.| Fernando
Ferndndez Bastarreche. (Historia. Esparia, 1977).

La filosofia hegeliana en la Esparia del siglo XIX./ Juan
Francisco Garcia Casanova. (Filosofia. Espafia, 1976).
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Procesamiento de datos lingtiisticos. Modelo de traduccion automdtica
del espariol al alemdn. [Montserrat Meya Llopart. ( Literatura y Filologia.
Extranjero, 1976).

La Constitucién de 1931 y la autonomia regional. | Adolfo Herndndez
Lafuente. (Ciencias Sociales. Esparia, 1976).

Elmodelo constitucional espariol del siglo XIX. | Miguel Artola Gallego.
(Historia, 1979).

Estudio de la susceptibilidad magnetoeléctrica en el Cr, 05 policristalino,
por el método de la constante dieléctrica. | Rafael C. Martin Pérez.
(Ciencias Fisicas. Espafia, 1970).

C-14 y Prehistoria de la Peninsula Ibérica. | M. Almagro-Gorbea,
F. Bernaldo de Quirés, G. A. Clark, R. de Balbin-Behrmann,

G. Delibes, J. J. Eiroa, U. Espinosa, M. Ferndndez-Miranda,

M. D. Garralda, A. Gonzdlez, M. Gonzdlez, F. Gusi, P. Lopez,

B. Marti, C. Martin de Guzmdn, A. Morales, A. Moure, C. Olaria,
M. Sierra y L. G. Strauss. (Reunién celebrada en la Fundacién
Juan March el dia 14 de abril de 1978).

Cultura en periodismo. | Manuel Martin Serrano, Juan Ramoén Masoliver,
Rafael Conte Oroz, Carlos Luis Alvarez, Amando de Miguel, Manuel
Seco, José Luis Abelldin, André Fontaine. (Seminario de ‘‘Cultura en
periodismo”, celebrado en la Fundacion Juan March, los dias 26 y 27 de
junio de 1978).

Las Giberelinas. Aportaciones al estudio de su ruta biosintética. |
Braulio M. Fraga Gonzdlez. (Ciencias Agrarias. Extranjero, 1976).

Reaccién de Amidas con compuestos organoaluminicos. [ Maria Dolores
Guerra Sudrez. (Quimica. Esparia, 1976).

Sobre Arquitectura Solar. | Guillermo Ydriez Parareda. ( Arquitectura y
Urbanismo. Esparia, 1974).

Mecanismo de las reacciones de iodacion y acoplamiento en el tiroides. /
Luis Lamas de Leén. (Medicina, Farmacia y Veterinaria. Espara, 1977).

La Economia y la Geomatemidtica en prospeccion geoquimica. | Carlos
Diez Viejobueno. (Geologia. Espafia, 1976).



Fundacion Juan March (Madrid)



Fundacion Juan March (Madrid)



Fundacion Juan March (Madrid)



