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RESUMEN

Los vegetales, el agua de bebida y los productos céarnicos son las principales fuentes de
exposicion de nitratos en humanos. La toxicidad de estos compuestos es resultado de su
conversion en nitritos que actuan como agentes nitrosantes en la formacion de las N-
nitrosaminas. Las N-nitrosaminas son uno de los grupos de agentes carcinogénicos mas
estudiados y existe una gran preocupacion debido a su presencia en nuestra vida diaria. Sin
embargo, son muy escasos los estudios realizados con dos N-nitrosaminas, la N-
nitrosopiperidina (NPIP) y la N-nitrosodibutilamina (NDBA). La NPIP se encuentra en
productos carnicos que incluyan especias en la formulacion de sus mezclas y la NDBA en
productos céarnicos envasados en goma y en chupetes y tetinas para biberones. Ademas, la
NPIP y la NDBA son compuestos genotdxicos indirectos que necesitan una activacion
metabolica para dafiar el DNA y ejercer su efecto carcinogénico. Este proceso es llevado a
cabo por el citocromo P450, en concreto, por las isoformas enzimaticas CYP 2A6 y el CYP

1A1, respectivamente
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citocromo P450.
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ABSTRACT

Vegetables, drinking water and meat products are the main sources of exposure to nitrates in
humans. The toxicity of these compounds is usually the result of the conversion of nitrates
into nitrites, which act as nitrosating agents in the N-nitrosamine formation. N-nitrosamines
are one of the most studied carcinogenic group and great concern exists due to its presence in
our daily life. However, the performed studies with two N-nitrosamines, N-nitrosopiperidine
(NPIP) and N-nitrosodibutylamine (NDBA), are very limited. NPIP is found in meat products
with spices in their formulation and NDBA in meat products packed in rubber nettings and in
pacifiers and nipples. Moreover, NPIP and NDBA are indirect genotoxic compounds that
need a metabolic activation to damage DNA and exert their carcinogenic effect. This process
is carried out by cytochrome P450, in particular, by enzymatic isoforms CYP 2A6 y el CYP
1A1, respectively.

Keywords:  N-nitrosopiperidine, N-nitrosodibutylamine, diet, nitrosation reaction,

cytochtome P450.

NITRATOS Y NITRITOS EN LOS ALIMENTOS

El nitrato esta presente de forma natural en el medio ambiente como consecuencia del
ciclo del nitrogeno, que puede estar alterado por diversas actividades humanas. Entre éstas
cabe destacar la utilizacion de fertilizantes nitrogenados en la agricultura, los vertidos
organicos de origen doméstico e industrial no sometidos a tratamientos adecuados de

depuracion y, el uso de aditivos alimentarios.

De esta forma el nitrato estda ampliamente distribuido en los alimentos, siendo las
principales fuentes de exposicion los vegetales, el agua de bebida y los productos carnicos
(Tabla 1). Se ha calculado una ingesta media de nitrato de 50-140 mg/dia en Europa y de 40-
100 mg/dia en Estados Unidos (Mensinga et al., 2003), ambas muy por debajo de la ingesta
diaria admisible (IDA) méaxima establecida en 240 mg/dia para una persona de 65 kg segun el
Comité Cientifico de Alimentacion Humana (CCAH). Algunas especies vegetales tienen gran
capacidad de acumulacioén de nitrato (los productos de hoja fundamentalmente), por lo que
puede ser frecuente encontrar cantidades elevadas en este tipo de productos (desde 1000

mg/kg de peso fresco hasta 3000-4000 mg/kg). El grado de acumulacion no sélo depende del
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tipo y de la variedad genética, sino también de la temperatura, la luz solar, el nitrégeno

disponible, o el modo de cultivo entre otros factores.

Tabla 1. Contribucion de los alimentos a la ingesta de nitratos (%).

Ministerio de Instiuto Federal paraj  Organizacion
_ Agriculturgr, Pesc_a % Ia_ Valoracion ge_l Mu%dial de la gﬂ?dr;'%e;tg a(iise
Alimentos Allmen_tauon. Reino | Riesgo. Alemania Salud. Europa Vasco (1997)

Unido (1997) (2004) (2003) *

I Verduras y hortalizas 36 60 <90 75

0 Patatas 33 12

[ Derivados carnicos 42 5

[ Pany cereales 37 <5

P Futa 35 14 5

8 Leche y productos lacteos 6

[ Resto de alimentos 51

0 Bebidas 85 -

I Agua - 26 5 8

Total 100% 100% 100% 100%

* Ingesta total de nitratos y nitritos

Por otro lado, aunque la presencia de nitrito en los alimentos es poco significativa
(AIIC, 2006), el nitrato puede transformarse en nitrito por reduccion bacteriana tanto en los
alimentos (durante el procesado y el almacenamiento), como en el propio organismo (en la
saliva y en el tracto gastrointestinal). Se estima que un 5% del nitrato ingerido se transforma
en nitrito endégenamente, lo que supone la fraccion mayoritaria de la exposicion global a este

compuesto.

Para alcanzar un nivel elevado de proteccion de la salud publica, la Uniéon Europea ha
establecido las concentraciones maximas de nitrato en algunos vegetales, como la lechuga y
las espinacas, a través del Reglamento n° 1881/2006. Otras medidas para la reduccion de los
nitratos y nitritos en vegetales de hoja verde son la implantacion de programas de vigilancia,
orientados a la reduccién progresiva de los niveles en las especies con contenidos mas
elevados, la elaboracion de codigos de buenas practicas agricolas dirigidos a la utilizacion
adecuada de los fertilizantes, asi como una seleccion de variedades que acumulen poco
nitrato. En lo referente al agua de bebida, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 1984)
ha establecido 50 mg/l como limite maximo permitido de nitratos, pero aun asi puede

contribuir de forma importante a la ingesta total de nitrato en algunas zonas.
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En productos como piezas curadas, embutidos fermentados y mezclas gelificadas
cocidas, el empleo de nitratos y nitritos se hace indispensable para obtener productos de una
calidad competitiva que abarca aspectos tales como su estabilidad microbioldgica y la
obtencién de unas caracteristicas sensoriales deseadas (Russell y Gould, 2003). El proceso de
elaboracion de productos carnicos con un mayor empleo de nitratos y nitritos es el curado o
salazon. Este procedimiento empleado desde la antigiiedad para conservar la carne sigue
siendo utilizado hoy en dia, aunque con algunas diferencias respecto al método original. El
curado consiste en la incorporacion de sal junto con diversos aditivos, como los nitratos o/y

nitritos, a los productos que seran sometidos a este proceso (Camean y Repetto, 2007).

Aunque la adicion de los nitritos y nitratos en la elaboracion de productos carnicos es
necesaria por las funciones anteriormente mencionadas, desde 1945 existe una creciente
preocupacion por los efectos derivados de su consumo (Comly, 1945). El nitrato en si mismo
generalmente no es toxico. La toxicidad es normalmente el resultado de la conversion de los
nitratos en nitritos por bacterias reductoras. Los nitritos, sin embargo, pueden llegar a tener
efectos adversos importantes (Honikel, 2004). La toxicidad de éstos puede ser directa, por su
papel en la sintesis de la metahemoglobina o indirecta, al ser origen de agentes nitrosantes

requeridos para la formacion de las N-nitrosaminas, tal y como se representa en la Figura 1.

En la década de los afos 60, y debido al descubrimiento de la formaciéon de la N-
nitrosodimetilamina (NDMA) y de sus efectos cancerigenos (Magee y Barnes, 1956), se abrid
un nuevo campo de investigacion sobre la actividad bioldgica de un gran nimero de
compuestos N-nitroso. La controversia que suscitdé el tema en los productos carnicos
desencadeno en 1970 que el Instituto Americano de la Carne (AMI) planteara el problema a la
Administracion de Drogas y Alimentos (ADA) y, al Ministerio de Agricultura de los Estados
Unidos (USDA). Por otra parte, la preocupacion por el uso de nitratos y nitritos como aditivos
alimentarios en productos carnicos, dio lugar a que se celebrara en Europa el primer Simposio
Internacional sobre Nitritos en los Productos Carnicos. Las conclusiones de este simposio
fueron que los nitritos eran inhibidores de Clostridium botulinum y que existia una clara
evidencia de que las N-nitrosaminas podian estar presentes, en cantidades trazas, en los

productos carnicos.

Asi, aunque la concentracion de N-nitrosaminas en los alimentos sea en cantidades
extremadamente pequeiias, las consecuencias de su presencia en los mismos no deben ser

ignoradas por dos razones principales. En primer lugar, porque las N-nitrosaminas poseen un
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Figura 1. Vias de ingestion de los nitratos y nitritos y sus posibles efectos toxicos.

gran potencial carcinogénico y en segundo lugar, porque éste podria ser mayor en los seres
humanos (cuando se administran de forma continuada) que en los animales de
experimentacion. Esto se desprende de un estudio llevado a cabo por Hoffmann y Hecht
(1985) en el cual observaron que las ratas eran mas sensibles a los efectos carcinogénicos de
las N-nitrosaminas que otras especies inferiores en la escala evolutiva como los ratones o los
hamsters. Al mismo tiempo, ain cuando se conoce el riesgo de la presencia de N-
nitrosaminas, la prevencion de un peligro mayor como el botulismo, hace que no se pueda
prescindir de estos aditivos conservadores en un futuro préximo. De acuerdo con esto, se
aconsejo reducir la cantidad de nitrito, adicionado y residual en los productos céarnicos, pero

siempre que no fuera en detrimento de su caracter inhibidor de Cl. botulinum.

La posibilidad de formacion de N-nitrosaminas cancerigenas en los productos
carnicos, asi como la posible formacién enddgena de las mismas a partir de precursores

presentes en este tipo de productos, ha llevado a las autoridades sanitarias a cuestionarse los
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limites establecidos. El Real Decreto 142/2002 incorpora a nuestro ordenamiento juridico la
Directiva 2006/52/CE y estd modificado por los R.D. 257/2004, R.D. 2196/2004, R.D.
698/2007 y R.D. 1118/2007, por el que se aprueba la lista positiva de aditivos distintos de
colorantes y edulcorantes para su uso en la elaboracion de productos alimenticios, asi como
sus condiciones de utilizacion. Esta legislacion ha tenido especial incidencia en la utilizacion
de los nitratos y nitritos, sobre todo en la elaboracion de productos curados. En la Tabla 2 se
muestran los limites de concentracion establecidos para los nitratos y nitritos. La legislacion
establece como dosis méaximas afiadidas para los nitritos (E-249 y E-250) 150 mg/kg en los
productos carnicos no tratados por el calor, mientras que en los productos carnicos
esterilizados se limita a 100 mg/kg. Respecto a los nitratos (E-251 y E-252) pueden
adicionarse en productos carnicos no tratados por el calor a una dosis maxima de 150 mg/kg,
excepto en el salchichon, chorizo y otros embutidos similares con un minimo de 30 dias de
curacion, que puede llegar a 250 mg/kg (si no se adicionan nitritos). Desaparece su uso en
productos cocidos y conservas. Por ultimo, en el caso de los productos tradicionales curados
en seco como jamoén y paleta curada, lomo embuchado y cecina, inicamente se establecen las

dosis residuales maximas de estos aditivos.

Tabla 2. Limites de concentracion para los nitritos y nitratos establecidos en el RD
1118/2007.

Productos carnicos no tratados por el 150 150
calor Salchichdn, chorizo y
similares > 30 dias 250
de curacion
Productos carnicos esterilizados 100
Productos
Productos con Ap Jamoén y paleta
denominacion Carnicos curada, lomo 100 250
tradicionales ;

espafiola embuchado y cecina

curados en seco

"Expresado en mg/kg como NaNO, o NaNO;
E-249: Nitrito potasico E-250: Nitrito sédico
E-251: Nitrato sédico E-252: Nitrato potasico

No obstante, Dinamarca ha sido el tnico pais de la Union Europea que se ha negado a
trasponer dicha directiva a su Derecho nacional en lo referente a la adicion de nitritos a los

productos céarnicos. Las autoridades danesas alegaron que las cantidades méaximas afiadidas
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que establece la Directiva 2006/52/CE son demasiado elevadas desde un punto de vista
sanitario y que no se ha documentado la necesidad tecnologica de tales valores. Un dato
importante a tener en cuenta es que en Dinamarca aproximadamente el 90% de la ingesta de
productos carnicos consiste en productos a los que se aplica una cantidad maxima de 60
mg/kg de nitritos afiadidos, por lo que, la trasposicion de la Directiva 2006/52/CE y la
introduccion del limite general de 150 mg/kg podria multiplicar por 2,3 a 2.4 la ingesta de
nitritos, es decir, esto supondria un incremento equivalente en la ingesta de N-nitrosaminas.
Asi, en mayo de 2008 la Comisién Europea aprobd la Decision 2008/448/CE, por la que
permite mantener a Dinamarca una legislacion (Orden N° 22 de 11 de enero de 2005 sobre
aditivos alimentarios) mas restrictiva que la indicada en la Directiva 2006/52/CE, con

respecto al contenido de nitritos en productos carnicos.

Los consumidores reclaman cada vez mas alimentos naturales minimamente
procesados que sean seguros, sin emplear tecnologias agresivas como serian los tratamientos
térmicos (esterilizacion, pasteurizacion) o los conservantes quimicos tradicionales (nitratos
o/y nitritos). En consecuencia, existe un interés creciente en el empleo de tecnologias no-
térmicas de procesado y aditivos antimicrobianos naturales (Roller, 2003) que prolonguen la
vida util de los alimentos en condiciones Optimas de calidad, sin comprometer ni la seguridad
ni las propiedades sensoriales. Actualmente, se tiende al uso simultdneo o combinado de
varios factores de conservacion para reforzar la eficacia de cada factor individual, siendo

conocido este proceso como “tecnologia de barreras” (Leistner, 2000).
N-NITROSAMINAS VOLATILES EN LA DIETA

La reaccion quimica de nitrosacion o de formacion de las N-nitrosaminas puede
producirse in vivo o de forma exdgena (Jakszyn et al., 2006), en aquellos productos que
contienen agentes nitrosantes. La principal via de formacion de estos compuestos es mediante
la reaccion de aminas secundarias y especies nitrosantes, como el acido nitroso. Ademas, las
N-nitrosaminas también pueden formarse a partir de aminas primarias, terciarias y de los

compuestos de amonio cuaternarios.

La sintesis in vivo de N-nitrosaminas se produce principalmente en el estdmago o en
otros oOrganos diana después de distribuirse a través de la circulacion sistémica. Estudios
realizados por Dallinga et al. (1998) han encontrado la NPIP y la NDBA a concentraciones de

0,20 y 0,06 nmol/l, respectivamente, en el jugo gastrico de pacientes con diferentes dolencias
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gastrointestinales. Se han identificado dos mecanismos de nitrosacion endogena (Figura 2), la
primera es una nitrosacion quimica que se produce a bajo pH y la segunda es una nitrosacion
microbioldgica, principalmente a través de bacterias denitrificadoras, a partir de productos
derivados del 6xido nitrico (ON®) bajo condiciones en las que el pH es demasiado elevado

para que se dé la nitrosacion quimica (de Kok y van Maanen, 2000).

[} L]
S| RRNH+NO, NO,INO; &
E _ e s
:§ i Ml g ~ 5—
<7 2
S - a Actividad enzimatica de | &
= C_atahs[s aqda microorganismos =
(intragastrica) (estomago o intestino) &

N

Figura 2. Vias de formacion in vivo de las N-nitrosaminas.

La nitrosacion endogena puede darse también en otras localizaciones del tracto
gastrointestinal diferentes al estomago (Proulx et al., 2007). Esta nitrosacion intestinal podria
explicar la asociacion entre el consumo de carnes rojas y el aumento del riesgo de padecer
cancer colorrectal, puesto que el grupo hemo puede actuar como agente nitrosante. La tercera
y ultima via de formacién enddgena de las N-nitrosaminas es mediante la activacion de

macrofagos y otros tipos de células, como los hepatocitos, en infecciones o inflamaciones
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cronicas (de Kok et al., 2005). Estas células liberan ON°®, el cual puede conducir a la

nitrosacion de las aminas.

La exposicion humana a las N-nitrosaminas preformadas exdgenamente puede tener
diversas procedencias, como son la dieta, el tabaco, los cosméticos, los productos
farmacéuticos, los compuestos quimicos utilizados en la agricultura, o ciertas ocupaciones

laborales (industria del cuero, del metal o de la goma) (Straif et al., 2000).

La formacion de las N-nitrosaminas en los alimentos puede tener lugar durante su
almacenamiento y maduracion, o en el transcurso de algunos procesos clave en su
elaboracion, como el tratamiento térmico (Lopez et al., 2002). Su formacion se debe a la
presencia de los precursores en los alimentos (nitratos y nitritos), junto con la existencia de
unas condiciones idoneas de pH, humedad, etc., necesarias para producirse la reaccién de
nitrosacion. Los agentes nitrosantes, en concreto el ON°, formados a partir de las sales
nitrificantes reaccionan con sustratos nitrosables, constituidos esencialmente por aminas
presentes en los alimentos. Estas aminas pueden ser constituyentes del alimento, como ciertos
aminoacidos y aminas bidgenas, mientras que otras derivan de la adicion de especias, como es
el caso de la piperidina (Shenoy et al., 1992) o incluso pueden proceder de los materiales
empleados para el embalaje de dichos productos (Sen et al., 1989). En el caso de los
productos carnicos curados la reaccion tiene lugar entre los nitritos, afiadidos como
conservantes, y los compuestos aminados constituyentes del musculo, como la creatina,
prolina o lisina (Ellis et al., 1998). Las N-nitrosaminas mas frecuentemente identificadas en
los alimentos son la NDMA, la N-nitrosopirrolidina (NPYR), la N-nitrosopiperidina (NPIP) y
la N-nitrosodibutilamina (NDBA). La presencia de la NDMA es la mas generalizada
(productos carnicos, pescado, bebidas, quesos, etc.), mientras que la NPYR se halla sobre
todo en beicon, carne, cacao y café. Por ltimo, la NPIP y la NDBA se han detectado en un
menor nimero de muestras (productos carnicos crudos curados que incluyen especias en sus

formulaciones o en productos carnicos envasados en goma).

EXPOSICION HUMANA A LA N-NITROSOPIPERIDINA Y A LA N-
NITROSODIBUTILAMINA

La NPIP se forma a partir de las reacciones entre los agentes nitrosantes derivados de
las sales de curado y de los compuestos procedentes de la pimienta y el pimenton, como la

piperidina y la piperina o sus precursores (Shenoy et al., 1992). De esta forma, podriamos
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encontrar la NPIP en productos carnicos crudos curados, como chorizos, salchichones,
jamones y lomos, que incluyen especias en la formulacion de las mezclas y en los que los
tiempos de curaciébn son prolongados. Esto favoreceria el contacto entre los agentes

nitrosantes de las sales de curado y los precursores presentes en las especias empleadas.

La presencia de NPIP se ha descrito en varios productos cdrnicos curados cocinados.
Gloria et al. (1997) estudiaron los niveles de N-nitrosaminas existentes tanto en el beicon de
cerdo como en los productos derivados del beicon sometidos a un proceso de fritura, y
fabricados y comercializados en Estados Unidos. La NPIP fue detectada en el 11% de las
muestras de beicon de cerdo. Todas estas muestras tenian en comun el contener pimienta
como ingrediente. Domanska y Kowalski (2003) describen que los niveles de NPIP en
productos carnicos constituidos por piezas carnicas enteras, tipo jamén de york, son inferiores
a los existentes en productos carnicos donde la matriz carnica es menos uniforme, tipo
salchichas. En estos Ultimos es mas facil la difusion de las especias que contienen los
precursores de esta N-nitrosamina, y por tanto el contacto con posibles agentes presentes en la
misma. Estos autores también atribuyen la formacion de la NPIP a la utilizacion de especias.
Asi, trabajos realizados en Canadé con salchichon (Lindner, 1995) han puesto de manifiesto
la presencia de NPIP (hasta 0,06 ppm). Muy recientemente, Yurchenko y Mdélder (2007)
comprobaron también que el contenido de NPIP en productos carnicos especiados a la parrilla
(entre 11,34 y 14,60 pg/kg) duplicaba al hallado en los correspondientes productos carnicos

sin especias (entre 6,53 y 8,38 ng/kg).

En cambio, la NDBA se origina en productos carnicos como consecuencia de la
interaccion del nitrito presente en la carne con las aminas empleadas como aditivos de la
industria de la goma (Sen et al., 1987). Dichos aditivos pueden nitrosarse para formar la
NDBA que posteriormente migra, aunque lentamente, al producto. También se ha descrito la
posibilidad de que dichos aditivos migren y reaccionen con los nitritos en el propio producto
carnico. Asi, en productos carnicos similares embalados con otros materiales, como el
algoddn o el pléstico, no se detectd esta N-nitrosamina, por lo que se dedujo que su presencia

se debia a la utilizacion de la goma en los envases (Spiegelhalder y Preussman, 1983).

La primera indicacion sobre la presencia de N-nitrosaminas en los componentes de la
goma procede de un estudio realizado por Fajen et al. (1979), en el cual se detectaron

cantidades traza de N-nitrosaminas en el aire de varias industrias de la goma. Mas tarde,
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Ireland et al. (1980) y otros autores (Spiegelhalder y Preussmann, 1983; Eisenbrand et al.,
1996) detectaron N-nitrosaminas en los componentes de la goma que habitualmente entran en
contacto con las personas, entre los que pueden citarse chupetes infantiles, guantes,
preservativos, tetinas para biberones, juguetes y globos. La N-nitrosamina que se encuentra
mas frecuentemente en estos productos es la NDBA (Spiegelhalder y Preussman, 1983). De
esta forma, los chupetes y las tetinas para biberones que se emplean para el cuidado y la
alimentacion de bebés podrian multiplicar la exposicion de la poblacion infantil a esta N-
nitrosamina por 100, con respecto a un individuo adulto (Westin, 1990). Ademas, en un
trabajo llevado a cabo por Biaudet et al. (1997) se han detectado hasta 15.600 ng/g de
compuestos nitrosables en preservativos, siendo la N-nitrosamina mayoritaria la NDBA (entre
7,3 y 31 ng/g), y en menor grado la NDMA (entre 3,8 y 4,2 ng/g) y la N-nitrosodietilamina
(NDEA) (3,4 y 3,7 ng/g). Por tanto, la migracién de la NDBA procedente de los preservativos

a través de las secreciones genitales podria ser bastante significativa.

Algunos paises han establecido ciertos limites en relacion a los niveles de N-
nitrosaminas en alimentos y bebidas. En Estados Unidos, la Administracion de Drogas y
Alimentos (ADA) ha establecido el limite maximo de 10 pg/kg de NPYR para poder
introducir productos alimenticios al mercado (Gloria et al., 1997). Por otra parte, en Rusia y
Estonia la suma de la NDMA y la NDEA en productos céarnicos y en pescado no debe superar
el nivel maximo establecido de 2,0-4,0 ug/kg (Decision del Gobierno de la Republica de
Estonia, 2000; Domanska y Kowalski, 2003). Sin embargo, hasta el momento la
concentracion de las N-nitrosaminas en alimentos no ha sido regulada por la legislacion de la
Unién Europea. Unicamente se ha limitado la liberacion de compuestos nitrosables en tetinas
y chupetes a 100 ng/g (Biaudet et al., 1997). Por tanto, la tendencia actual de la Union
Europea es la de rebajar las cantidades de nitratos y nitritos afiadidas a los productos carnicos
y a otros alimentos, ya que de este modo se conseguiria evitar no solo la formacion de N-
nitrosaminas en los alimentos, sino también la formacion de las mismas en el interior del

organismo.
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METABOLISMO DE LA N-NITROSOPIPERIDINA Y DE LA N-
NITROSODIBUTILAMINA: PAPEL DEL CITOCROMO P450 COMO MARCADOR
BIOLOGICO

Los compuestos quimicos que no forman parte de la composicion habitual del cuerpo
humano, pero que son capaces de acceder a su interior se conocen con el nombre genérico de
xenobidticos (Top y Springael, 2003). Se trata de compuestos de naturaleza quimica muy
variada, algunos de los cuales son de origen natural, entre los que destacan las micotoxinas o
los alcaloides, si bien la inmensa mayoria son productos originados por la propia actividad
humana, como los farmacos, los cosméticos, los aditivos alimentarios (nitratos y nitritos), los
pesticidas, los productos de uso doméstico, los derivados de la combustion de carburantes, los

residuos procedentes de la industria quimica, etc.

Ante esta situacion, los organismos vivos han desarrollado sistemas metabodlicos
especificos no integrados en las vias del metabolismo energético o intermediario del
organismo y cuyos sustratos son los xenobidticos. Su funcién es la de convertir los
xenobioticos en moléculas mas polares, mas hidrosolubles y, por tanto, mas facilmente
excretables. A este conjunto de reacciones a los que se ven sometidos los xenobidticos en el
organismo se les conoce como reacciones de biotransformacion o de metabolizacion

(Guengerich, 2001) (Figura 3).

Tradicionalmente estos procesos se han agrupado en dos fases o etapas:

e Fase I: los xenobidticos son modificados mediante reacciones de oxidacién, reduccion o
hidrolisis y convertidos en productos mas hidrosolubles debido a la aparicion de nuevos
grupos funcionales de caracter polar (hidroxilo, amino, carboxilo). El citocromo P450
(CYP450) es el principal responsable dentro de las enzimas de la Fase I del metabolismo
oxidativo de los xenobidticos. No se trata de un tnico enzima, sino que en realidad es una
familia de hemoproteinas localizadas en el reticulo endoplasmatico de numerosas especies,
desde bacterias a mamiferos, y de las que ya se han identificado mas de 2000 isoformas
diferentes (Donato, 2006). Algunos CYP450s son comunes a varias especies (p.e. el CYP 2E1
y el CYP 1Al estan presentes en la especie humana, rata, raton, hamster y otros mamiferos

(Anzenbacher y Anzenbacherovd, 2001; Shimada y Fujii-Kuriyama, 2004) y otros son
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caracteristicos de una especie en particular (p.e. el CYP 2A6 es exclusivo de la especie

humana) (Pelkonen et al., 2000).

Xenobhidbtico

Figura 3. Metabolismo de los xenobioticos (Santiago et al., 2002).

e Fase Il: los xenobioticos, o los metabolitos generados por las reacciones de la Fase I se
conjugan con moléculas endogenas de caracter polar, tales como el acido glucurdnico, el
glutation (GSH), el sulfato o los aminoacidos que son rapidamente excretados a través de la
orina o la bilis. En este grupo se incluyen las glutation-S-transferasas (GST), las N-acetil-
transferasas (NAT), las sulfotransferasas (SULT), las NAD(P)-quinona oxidoreductasas
(NQO) y las UDP-glucuronil-transferasas (UDP-GT). Estas tltimas son las unicas localizadas
en el reticulo endoplasmatico, a diferencia del resto de las enzimas de la Fase II que se

localizan en el citosol (Ritter, 2000).

En los humanos, las diferentes isoformas enzimaticas de la Fase I y II estan
ampliamente distribuidas por todo el organismo, si bien el higado es el 6érgano con mayor

expresion de estas enzimas (Anzenbacher y Anzenbacherova, 2001). Su expresion esta
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regulada por factores genéticos (polimorfismos), fisiopatologicos (regulaciéon hormonal,
enfermedades) o ambientales (efectos inductores o inhibidores provocados por factores
nutricionales o por la exposicion a xenobidticos). Por esta causa, sus niveles hepaticos varian
extraordinariamente entre diferentes individuos, lo que justifica las diferencias en la respuesta

humana a las sustancias toxicas (Koch et al., 2002).

En algunos casos, la biotransformacion resulta en la produccion de un metabolito que
es mas toxico que el compuesto original, a este proceso se le denomina bioactivacion y se
produce durante las reacciones de la Fase I (Brown et al., 2008). La produccion de radicales
libres y otros metabolitos electrofilicos son una fuente de dafo para la célula, y la
detoxificacion de estos compuestos es por tanto esencial si se quiere prevenir la toxicidad.
Asi, un determinado tejido puede ser susceptible a la accién toxica de un compuesto
xenobiotico debido a la exposicién a metabolitos electrofilicos con capacidad para reaccionar
con el DNA, junto con una pobre detoxificacion a nivel tisular y una ineficaz reparacion del

dafio al DNA (Coles y Ketterer, 1990).

Este proceso de bioactivacion también permite la transformacion de procarcindgenos
en carcindgenos. Diversos estudios sobre los mecanismos bioquimicos de accion de las N-
nitrosaminas han llegado a la conclusién de que la carcinogenicidad, la citotoxicidad y la
mutagenicidad producida por estos compuestos se debe a su conversion metabodlica, a través
del CYP450, en reactivos fuertemente electrofilicos (Godoy et al., 2002). La activacion
metabolica de las N-nitrosaminas se inicia principalmente con la hidroxilacion del 4&tomo de
carbono localizado en la posicion a del grupo N-nitroso (Fujita y Kamataki, 2001). La Figura

4 representa la bioactivacion de la NPIP, dando lugar a la formacion de la o-hidroxiNPIP.

Hm:Nﬂﬂ
CYP 2A6 r j 5
i Q @ ___ DNA Formacion
7 > — N =N O ——
02 {

x . on de Aductos
N= .IV=E} :
NPIP a-hidroxiNPIP P

__®

Metabolitos electrofilicos

Figura 4. Activacion metabolica de la N-nitrosopiperidina (NPIP) (Wong et al., 2003).



41 Garcia, A et al. Revista Complutense de Ciencias Veterinarias 5 (1) 2011: 27-47

Esta molécula es muy inestable, descomponiéndose rapidamente en metabolitos
electrofilicos, los cuales presentan una gran afinidad para unirse a las bases del DNA

formando aductos.

No obstante, en la activacion metabolica de la NDBA se ha podido observar también
la hidroxilacion del atomo de carbono situado en la posicion B-, y- y -1 del grupo N-nitroso,
aunque la o y la ®-1-hidroxilacion son las rutas mas comunmente implicadas en la
bioactivacion de esta N-nitrosamina (Suzuki et al., 1983) (Figura 5). Otros estudios
demuestran que no solo el CYP450 participa en la activacion metabdlica de la NDBA.
Enzimas del citosol, como la alcohol deshidrogenasa (ADH) y la aldehido deshidrogenasa
(ALDH), pueden estar involucradas en las ultimas etapas del metabolismo de los derivados -
hidroxi de la NDBA para producir los productos w-carboxilados (Irving y Daniel, 1988).
Ademas, Janzowski et al. (1994) demostraron que enzimas mitocondriales dependientes del
adenosin trifosfato (ATP) implicadas en la degradacion de acidos grasos pueden también
participar en la biotransformacion de las w-hidroxinitrosaminas en metabolitos B-oxopropil.

Estos derivados -oxopropil son a su vez buenos sustratos para las enzimas del CYP450.

OoH
NDBA |
CH-CH,-CH,-CH
H,-CH,-CH,-CH N 2 CHCH,
O:N-N/C PO CHCH, _cvpim o:N_,\(\ ————— CH,-CH,.CH,CHO
a-hidroxilacion CH,-CH,-CH,-CH, Debutilacion g 10\ qenido

CH,-CH,-CH,-CH,
(o -hidroxiNDBA)

CYP450
CYP1Al l w-hidroxilacion /CHZ-CHZ-CHZ-CHS
O:N-l\\ (?H —— CH;-CHO
Pt CH,-CH,-CH-CH, Acortamiento  Acetaldehido
o =N-N_ o de la cadena
CH,-CH,-CH,-CH,0H (0 -1-hidroxiNDBA)
(o -hidroxiNDBA)
Citosol I ADH
NAD* ALDH o
Debutilacion, - g.ytifaldenido
. . —
CH,-CH,-CH,-CH, Mitocondria, ATP CH,"CH,-CH,-CH, )
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Figura 5. Activacion metabdlica de la N-nitrosodibutilamina (NDBA) (Shu y Hollenberg,
1996).
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El CYP450 presenta una enorme versatilidad funcional que se refleja tanto en la gran
variedad de procesos que puede catalizar, como en el elevado nimero de sustratos que es
capaz de metabolizar (Anzenbacher y Anzenbacherova, 2001). Entre los sustratos del
CYP450 se incluyen tanto moléculas de bajo peso molecular como otras mayores, aromaticas
o lineales, planas o globulares, que contengan o no heteroatomos. Esta amplia especificidad
de sustrato es debida a la existencia de multiples isoformas de este enzima, cada una de las
cuales se ha adaptado para el metabolismo de grupos de compuestos relacionados
estructuralmente. Actualmente se cree que solo tres familias de genes P450 (CYP 1, CYP 2y
CYP 3) de las 27 identificadas, son las responsables de la activacion metabodlica de la mayoria
de los compuestos xenobidticos (Santiago et al., 2002), mientras que el resto de familias
incluyen isoformas CYP450s que intervienen en la biosintesis y el metabolismo de

compuestos endogenos (esteroides, acidos grasos o vitaminas liposolubles).

En el caso concreto de las N-nitrosodialquilaminas, fueron Fujita y Kamataki (2001)
quienes determinaron el papel de 11 isoformas enzimdticas del CYP450 en la activacion
metabolica de estos compuestos. Entre las conclusiones de este estudio, cabe destacar que el
numero de atomos de carbono presentes en la cadena unida al grupo N-nitroso de las N-
nitrosaminas es el principal factor que determina cual serd la isoforma enzimatica del

CYP450 que llevara a cabo la activaciéon metabdlica de dichos procarcin6genos.

La familia CYP 1 estd formada por tres isoformas enzimaticas, el CYP 1A1, el CYP
1A2 y el CYP 1BIl. De ellas, el CYP 1Al constituye la mayor fraccion del CYP450
extrahepatico (Meyer et al., 2002). Las tres isoformas son activas en la metabolizacion de los
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) a compuestos intermedios que pueden unirse al
DNA (Shimada y Fujii-Kuriyama, 2004). Sin embargo, no existia informacion previa sobre el
papel del CYP 1Al en la activacion mutagénica de las N-nitrosaminas, hasta que Fujita y
Kamataki (2001) demostraron la participacion del CYP 1Al en la activacion metabolica de

N-nitrosodialquilnitrosaminas de cadena alquilo larga, como la NDBA.

La familia del CYP 2 es la que contiene un mayor nimero de miembros, los cuales
estan organizados en mas de 20 subfamilias (Du et al., 2004). Dentro de la subfamilia del
CYP 2A, la isoforma enzimatica mas interesante es el CYP 2A6. Este citocromo se expresa
en el higado, donde constituye aproximadamente el 4% del total (Pelkonen et al., 2000),

aunque también se ha detectado en la mucosa nasal. Cataliza predominantemente la
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hidroxilacion de la cumarina, aunque también es responsable de la activacion metabdlica de
un amplio espectro de N-nitrosaminas no relacionadas estructuralmente, como la NPIP,
NPYR, NDMA, NDBA o la 4-(metil-nitrosamina)-1-(3-piridil)-1-butanona (NNK) (Kushida
et al., 2000; Kamataki et al., 2002). En la subfamila CYP 2E se encuentra una isoforma
enzimatica con un papel importante en el metabolismo del etanol: el CYP 2El. Este
representa un 10% del CYP450 total en el tejido hepatico (Cozza y Amstrong, 2001).
Ademas, el CYP 2EI es el principal citocromo que cataliza el metabolismo de las N-
nitrosodialquilaminas de cadena alquilo corta, como es el caso de la NDMA (Kushida et al.,
2000). No obstante, también participa, aunque en menor grado, en la bioactivacioén de la NPIP

(Kushida et al., 2000) y de la NDBA (Fujita y Kamataki, 2001).
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