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RESUMEN

La N-nitrosopiperidina (NPIP) y la N-nitrosodibutilamina (NDBA) han sido clasificadas
como posibles carcindgenos en humanos. La NPIP causa tumores en esofago, y también en
cavidad nasal, higado y estbmago, mientras que la NDBA es carcindgeno de vejiga urinaria.
Ambas N-nitrosaminas son consideradas carcindgenos genotdxicos indirectos puesto que
necesitan una bioactivacién para generar metabolitos que reaccionen con el DNA. La
principal lesion al DNA inducida por las N-nitrosaminas es el dafio alquilativo. En el caso de
la NDBA, la posicion de alquilacién es en el O6 de la guanina, formando la O° butilguanina y
la O°4-hidroxibutilguanina. Sin embargo, esta N-nitrosamina alquila preferentemente
proteinas. Por otra parte, la bioactivacion de la NPIP genera metabolitos que reaccionan con
el N2 de la guanina in vitro, aunque se desconocen sus efectos in vivo. Ademas, durante la
activacion metabolica pueden también producirse especies reactivas del oxigeno (EROs) y del
nitrogeno (ERNs). Las lesiones oxidativas y nitrativas mas comunes son la 8-
hidroxideoxiguanosina (8-OHdG) y la 8-nitroguanina, respectivamente, que producen

mutaciones y conducen a la carcinogénesis.
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ABSTRACT

N-nitrosopiperidine (NPIP) and N-nitrosodibutylamine (NDBA) have been classified as
possibly carcinogenic to humans. NPIP causes tumours in oesophagus, and also in nasal
cavity, liver and stomach, whereas NDBA is a bladder carcinogen. Both N-nitrosamines are
considered indirect genotoxic carcinogens since they need a bioactivation to generate
metabolites that react with DNA. The main DNA lesion induced by N-nitrosamines is the
alkylative damage. In the case of NDBA, the alkylation position is in O6 of guanine, forming
0° butylguanine and O°-4-hydroxybutylguanine. However, this N-nitrosamine alkylates
proteins preferably. On the other hand, NPIP bioactivation generates metabolites that react
with N2 of guanine in vitro, although its in vivo effects are unknown. Moreover, during
metabolic activation reactive oxygen species (ROS) and nitrogen species (RNS) can be also
produced. The most common oxidative and nitrative lesions are 8-hydroxydeoxyguanosine
(8-OhdG) and 8-nitroguanine, respectively, that produce mutations and lead to

carcinogenesis.

Keywords: N-nitrosopiperidine, N-nitrosodibutylamine, carcinogenicity, genotoxicity,
alkylative DNA damage, oxidative DNA damage, reactive oxygen species, reactive nitrogen

species.

RELEVANCIA DE LA  N-NITROSOPIPERIDINA Y DE LA N-
NITROSODIBUTILAMINA EN LA CARCINOGENESIS QUIMICA: IMPACTO EN
LA SALUD HUMANA

Aunque la carcinogenicidad de las N-nitrosaminas es dificil de evaluar en humanos,
son muchos los estudios epidemiolégicos que relacionan la exposicion a estos compuestos
con la incidencia de diferentes tipos de cancer. Por tanto, el balance resultante del consumo de
vegetales, frutas o compuestos inhibidores de la nitrosacion, y de aditivos empleados en la
elaboracion de productos carnicos curados o de pescado salado puede ser determinante en esta

asociacion. Asi, recientemente Liu et al. (2006) han observado que el consumo habitual de
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productos carnicos curados o de pescado acompafiado ocasionalmente de vegetales esta

estrechamente vinculado con el riesgo de padecer leucemia aguda.

Las N-nitrosaminas detectadas de forma méas habitual en los alimentos son las
dialquilnitrosaminas [N-nitrosodimetilamina (NDMA), N-nitrosodietilamina (NDEA) y N-
nitrosodibutilamina (NDBA)] y las N-nitrosaminas de estructura ciclica [ N-nitrosopirrolidina
(NPYR) y N-nitrosopiperidina (NPIP)] (Rom y Markowitz., 2006). La Agencia Internacional
para la Investigacion del Cancer (AllC) ha evaluado mas de 900 compuestos que suponen un
riesgo para la salud humana, y ha clasificado a la NPIP y a la NDBA como cancerigenos del

grupo 2B (posibles carcindgenos en humanos).

Existen diferentes vias por las que las N-nitrosaminas entran en contacto con el
organismo: aérea (N-nitrosaminas volatiles), digestiva y cutanea (Rigel et al., 2006). La
mayoria de las N-nitrosaminas se metabolizan eficientemente en el higado vy
aproximadamente el 60% de las N-dialquilnitrosaminas se degradan a CO, y se exhalan,

aunque una pequeria parte se excreta por orina y una porcion insignificante por heces.

La toxicidad sistémica de las N-nitrosaminas se descubrié de forma casual en los seres
humanos. Los primeros casos de toxicidad aguda y mortalidad por N-nitrosaminas fueron
descritos en 1937 (Freund, 1937), pero se pasaron por alto hasta 1954 cuando Barnes y Magee
descubrieron la NDMA vy estudiaron sus efectos cancerigenos en ratas (Barnes y Magee,
1954). La intoxicacion aguda con la NDMA provoca hepatitis y necrosis de las células
hepéticas, mientras que la administracion cronica produce fibrosis hepatica, proliferacion de
los conductos biliares e hiperplasia (Camean y Repetto, 2007). Sin embargo, los 6rganos
afectados tras la exposicion a otras N-nitrosaminas no se cifien exclusivamente al higado. Asi,
tras el tratamiento de ratas con la NPIP se ha observado hiperplasia y formacién de nédulos
tumorales en el esofago, la cavidad nasal y la mandibula inferior (Gray et al., 1991), mientras
que la exposicion a la NDBA provoca lesiones hiperplasicas, papilomas y carcinomas en el
urotelio (Okajima et al., 1981).

La actividad toxica de las N-nitrosaminas esti estrechamente relacionada con los
efectos mutagénicos y cancerigenos que inducen. Asi, los procesos patoldgicos
desencadenados por su actividad citotdxica, pueden considerarse como estadios previos de
procesos carcinogénicos. Estudios in vivo con diferentes N-nitrosaminas revelaron que estos

compuestos son inhibidores de la actividad enzimatica mitocondrial, lo que conduce a un
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aumento en la formacion de compuestos mutagénicos, derivados de las mismas (Hernandez y
Sastre, 1999). Este hecho viene a constatar que la actividad citotoxica de las N-nitrosaminas
amplifica su capacidad mutagénica y cancerigena (Hakura et al., 2005). Ademas, existen
indicios de que algunas N-nitrosaminas inducen mutaciones en oncogenes. En concreto, se ha
observado un posible punto de mutacidon en el oncogén ras por efecto de la actividad de
compuestos N-nitroso (Hecht, 2008). Este tipo de mutacion se ha detectado en diferentes

procesos cancerigenos en la especie humana.

La carcinogénesis, entendiendo como tal la induccién del cancer, es un proceso con
maultiples etapas, en las que se producen alteraciones a nivel molecular y celular. Podemos
diferenciar tres etapas: iniciacion, promocion y progresion, aunque estan estrechamente
relacionadas entre si. La iniciacion es un proceso rapido e irreversible que involucra una serie
de acontecimientos intra y extracelulares, como la absorcion o exposicién al carcin6geno, su

distribucion y transporte a los érganos y tejidos donde se produce la activacion metabdlica y
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Figura 1. Carcinogénesis inducida por las N-nitrosaminas.
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la detoxificacion, y la interaccion covalente de las especies reactivas con el DNA,
produciendo el consecuente dafio genotoxico. Por el contrario, la promocidn se considera un
proceso relativamente lento y reversible en el que se produce la proliferacion y la
acumulacion de las celulas pre-neoplésicas. Por ultimo, la progresion implica el crecimiento
de un tumor con un alto potencial invasivo y metastasico. La Figura 1 muestra la

carcinogénesis inducida por las N-nitrosaminas.

El efecto cancerigeno desarrollado por las N-nitrosaminas se ha analizado en un
elevado numero de especies animales, incluyendo mamiferos, aves, peces y anfibios. Las N-
nitrosaminas de estructura ciclica mayoritarias en la dieta, como la NPYR y la NPIP, han
demostrado ser potentes carcindgenos en bioensayos realizados con roedores, encontrandose
una alta incidencia de tumoracion utilizando dosis diarias menores de 1 mg/kg de peso
durante una exposicion prolongada (Eisenbrand et al., 1980). Sin embargo, Takayama et al.
(2008) han observado que la exposicién cronica a la NPIP provoca la aparicion de tumores
malignos en primates pero requiere dosis mas elevadas, entre 40 mg/kg (via intraperitoneal) y
400 mg/kg (via oral). Por el contrario, Lijinsky y Reuber (1983) estudiaron en ratas la
carcinogenesis producida por la NDBA, concluyendo que es un carcinégeno mucho mas débil
gue otros N-nitroso compuestos en esta especie animal, ya que el 80% de los animales

tratados con una dosis elevada [2 mM (0,33 mg/ml)] sobrevivieron durante 83 semanas.

Existe una gran variedad de 6rganos diana de la actividad carcinogénica de las N-
nitrosaminas. Asi, los efectos carcinogénicos de las N-nitrosaminas han sido observados en 29
organos diana diferentes (NIOSH, 1983). Los tumores de higado, eséfago, pulmén, mucosa
nasal, vejiga urinaria, lengua y estdémago son inducidos, de forma comun, por las N-
nitrosaminas en ratas (Lin et al., 2003). Se ha observado que la dosis, la frecuencia y la ruta
de administracion en ciertas especies (por ejemplo en ratas) puede cambiar el 6rgano
afectado, incluso la célula diana. Esto hace dificil, si no imposible, predecir basdndonos en
experimentos realizados en ratas o ratones, cual seria el érgano diana de una N-nitrosamina

particular en humanos.

Las N-nitrosaminas de estructura ciclica inducen tumores en un amplio rango de
localizaciones tisulares (Wong et al., 2003). La NPIP causa tumores en es6fago, y también en
cavidad nasal, higado y estomago, mientras que su homdloga, la NPYR induce
principalmente tumores en higado, pero no en eséfago de ratas (Druckrey et al., 1967; Gray et

al., 1991). Wong et al. (2003) atribuyeron los diferentes efectos carcinogénicos a diferencias
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en la activacion metabolica local. Asi, los microsomas del es6fago y de la mucosa nasal de la
rata poseen las enzimas responsables de la activacion metabdlica de la NPIP pero no las de la
NPYR, mientras que los microsomas del higado activan tanto las de la NPIP como las de la
NPYR.

En cuanto a la NDBA, es el primer carcindégeno de vejiga urinaria identificado en
ratas, pero también produce tumores en pulmon, estomago e higado (Druckrey et al., 1967).
Este compuesto se metaboliza en los hepatocitos, y el metabolito resultante se elimina en la
orina, originando lesiones tumorales en la vejiga urinaria. Okajima et al. (1981) hallaron
cistitis e hiperplasia en estadios iniciales, que progresaron a papilomas y carcinomas de la
vejiga urinaria en estadios finales en perros a los que se les administraba la N-butil-N-(4-

hidroxibutil)-nitrosamina, metabolito resultante de la bioactivacion hepatica de la NDBA.

Por lo tanto, la susceptibilidad de un tejido al proceso cancerigeno estara asociada a la
competencia metabdlica de dicho tejido para convertir estos procarcinégenos en metabolitos
carcinogénicos y, a la union de estos metabolitos al DNA celular (Fujita y Kamataki, 2001).
La Tabla 1 muestra la actividad carcinogénica de la NPIP y de la NDBA, asi como el

alimento implicado.

Tabla 1. Actividad carcinogénica de la NPIP y de la NDBA (Tricker y Preussmann, 1991).

Rata Higado, estfago, tracto Carne curada <20

respiratorio y digestivo Beicon frito <92
superior, cavidad nasal

N-nitrosopiperidina Salami con pimienta <30
(NPIP) Rat6n Estémago, higado, pulmén Pimienta <300
Hamster Higado, tracto respiratorio y Mezcla de Especias 0,6-3,5
digestivo superior Vegetales escabechados <14
Rata Higado, vejiga urinaria, Carne curada (envasada 1-5,6
esofago, faringe en plastico)
Pollo ahumado <53
N-nitrosodibutilamina Rat6n Estémago, higado, esdfago, Pescado seco (Japon) <31
(NDBA) vejiga urinaria, pulmén
Hamster Tracto respiratorio, pulmaén,

vejiga urinaria
Cobaya Vejiga urinaria, higado
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GENOTOXICIDAD DE LA N-NITROSOPIPERIDINA Y DE LA N-
NITROSODIBUTILAMINA

La genotoxicidad es la capacidad relativa de un agente de ocasionar dafio en el
material genético, originando efectos toxicos heredables o no, dependiendo de si afectan a
células germinales o a somaticas, respectivamente. Como consecuencia de dichos efectos
toxicos aparecen procesos de mutagénesis, carcinogénesis y teratogénesis, siendo estos en
ocasiones de naturaleza irreversible. Sin embargo, el dafio ocasionado en el DNA por la
actividad de las N-nitrosaminas, se produce s6lo en las células somaticas (Camean y Repetto,
2007). Las N-nitrosaminas necesitan de un proceso de bioactivacién para generar especies que
reaccionen con el DNA. Este hecho hace que sean consideradas como genotoxicos indirectos
(Fujita y Kamataki, 2001).

Numerosos trabajos han estudiado la citotoxicidad de las N-nitrosaminas.
Recientemente, Murdok et al. (2004), empleando el ensayo del Rojo Neutro, evaluaron la
citotoxicidad inducida por la NPIP en dos lineas celulares pancreéticas, la BRIN BD11 y la
INS-1y en sus respectivas lineas transfectadas con la isoforma enzimatica CYP 2E1, la BRIN
BD11h2E1 y la INS-1h2E1. Tras la incubacion con la NPIP a dosis superiores a 2,5 mM
observaron un pronunciado descenso de la viabilidad en las lineas celulares transfectadas.
Asimismo, estudios preliminares realizados en nuestro laboratorio concluyeron que la NPIP y
la NDBA a concentraciones superiores a 10 y a 6 mM, respectivamente, eran citotoxicas en
células Vero (células de rifion de mono verde africano), utilizando el método MTT o bromuro
de 3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (Zabala 2002, Tesis Doctoral).

Dario alquilativo al DNA

La principal lesion al DNA inducida por las N-nitrosaminas es el dafio alquilativo. Se
sospecha que las N-nitrosaminas inducen efectos letales en las células e inician el proceso
carcinogenico como resultado de la transferencia de un grupo alquilo (metilo, etilo, propilo o
butilo) al DNA (Drablgs et al., 2004).

Por primera vez en 1967, Magee y Barnes demostraron que la NDMA inducia un dafio
alquilativo al DNA. Tras la activacion metabdlica de las N-nitrosaminas se generan especies

reactivas, como son el ion carbonio y el i6n diazonio. Estos agentes tienen la capacidad de
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producir alquilaciones en diferentes radicales de las bases nitrogenadas del DNA (Drablg@s et
al., 2004). Las principales posiciones de alquilacion del DNA son el N-3, -7 y 0-6 de la
guanina, el N-1,-3 y -7 de la adenina, el N-3, O-4 y O-2 de la timinay el N-3y O-2 de la

citosina, tal como se representa en la Figura 2.
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Figura 2. Principales posiciones de alquilacion del
DNA (Drabl@s et al., 2004).

Desde entonces, la mayoria de las investigaciones realizadas se han centrado en el
estudio de las dialquilnitrosaminas de cadena alquilo corta, tales como la NDMA y la NDEA,
las cuales producen especies reactivas (ion metilo o etil carbonio), y la subsiguiente
formacion de metilaciones y etilaciones en el DNA. En cambio, los trabajos que estudian las
lesiones al DNA inducidas por las dialquilnitrosaminas de cadena alquilo larga, como la
NDBA, son muy escasos. La bioactivacion de la NDBA conduce a la formacion de especies
reactivas que interaccionan con macromoléculas celulares, como el DNA o las proteinas (Shu

y Hollenberg, 1997). La principal posicién de alquilacién en el caso de la NDBA es el O6 de
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la guanina, dando lugar a la formacion de la O° butilguanina y la O°-4hidroxibutilguanina
(Airoldi et al., 1994).

Un estudio de carcinogenicidad en ratas tratadas con la NDBA mostr6 que los niveles
de O° butilguanina y O°-4hidroxibutilguanina hallados en la vejiga urinaria eran 10 veces
superiores a los detectados a nivel hepético (Airoldi et al., 1994). El bajo contenido en la O°
butilguanina y la O°-4hidroxibutilguanina en el higado podria ser resultado de una elevada
actividad de la enzima O° alquilguanina DNA alquiltransferasa (AT) hepatica (Gerson, 2004).
Esto explicaria por qué la NDBA en ratas ejerce sus efectos carcinogénicos principalmente en

la vejiga urinaria (Druckrey et al., 1967).

Las O° alquilguaninas son reparadas en el DNA por la AT (Figura 3 A). Las ATs
principalmente catalizan la transferencia del grupo metilo de la posicién O6 de la guanina de
la doble cadena del DNA a un residuo cisteina de su propia secuencia, restaurando asi la
guanina en el DNA (Gerson, 2004). Esta proteina no es especifica para grupos metilo
(Drabl@s et al., 2004), ya que las alquiltransferasas aisladas del higado de rata, de los tejidos
humanos, del higado de mono y de Escherichia coli acttian también sobre la O° etilguanina.
Por ello, la O° butilguanina y la O°-4hidroxibutilguanina pueden ser también sustratos de esta
enzima reparadora, aunque el indice de eliminacion disminuye a medida que aumenta la

longitud de la cadena alquilo.

Cuando la enzima reparadora se encuentra alterada, lesiones como la O° butilguanina
y la OP-4hidroxibutilguanina pueden acumularse en el DNA (Figura 3 B). La presencia de
estas lesiones provoca bien la rotura de la cadena de DNA o bien la transicion del par
guanina-citosina a adenina-timina [GC:AT] que produce mutaciones en oncogenes y genes
supresores de tumores. La alteracién en la expresion de estos genes conduce a un

desequilibrio en el control del crecimiento celular (O’Brien y Brown, 2006).

No obstante, aunque se ha demostrado la capacidad de alquilacion del DNA de la
NDBA, Shu y Hollenberg (1997) observaron en hepatocitos de rata que las especies reactivas
derivadas de la NDBA alquilaban preferentemente proteinas. Una posible explicacion para
este significativo aumento en la alquilacion de las proteinas frente a la alquilacion al DNA
podria ser que el grupo alquilo de cadena larga (grupos butilo) no puede movilizarse tan
rapidamente como el grupo alquilo de cadena corta (grupos metilo) desde un lugar de

activacion tan distante, como es el reticulo endoplasmatico (donde esta el CYP450), hasta el
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Figura 3. Mecanismo de reparacion de la O°
alquilguanina DNA alquiltransferasa (AT) (Gerson,
2004).

nucleo para interaccionar con el DNA. Ademas, estos grupos butilo son altamente reactivos,
de tal forma que reaccionan rapidamente con las proteinas, ya que estan mas préximas que el
DNA.

De forma similar, las lesiones al DNA inducidas in vivo a partir de las N-nitrosaminas
de estructura ciclica practicamente no han sido estudiadas y se desconoce su naturaleza en la
actualidad. Lijinsky et al. (1973) no observaron ni metilacion ni etilacion de las guaninas en
el DNA de los hepatocitos de ratas expuestas a N-nitrosaminas de estructura ciclica como la
NPIP, la NPYR y la N-nitrosomorfolina (NMOR), aun cuando algunos de estos compuestos
son reconocidos carcindgenos hepaticos comparables en potencia a la NDMA y la NDEA, las

cuales dan lugar a alquilaciones que son detectadas facilmente.
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Maés tarde, Young-Sciame et al. (1995) demostraron que la a-hidroxilacion de la NPIP
generaba diazohidroxidos que reaccionaban con el N2 de la guanina. Estas lesiones aunque
son inestables in vitro, podrian ser mas estables in vivo, como se ha observado en las lesiones
del DNA formadas tras el tratamiento con las N-nitrosaminas del tabaco, como son la N-
nitrosonornicotina (NNN) y la NNK (Hecht, 1994). Recientemente, Wang et al. (2007)
detectaron niveles cuantificables de lesiones en el N2 de la guanina en el DNA de los
hepatocitos de ratas tratadas con la NPYR. Sin embargo, hasta la fecha no existen datos
disponibles sobre la naturaleza de las lesiones en el DNA en animales expuestos a la NPIP.
Por lo tanto, es muy importante obtener mas datos a partir de estudios in vivo sobre la
estabilidad y las propiedades biolégicas de estas lesiones, aunque podemos prever que

causaran errores en la codificacion del DNA y mutaciones.
Dafio oxidativo al DNA

Los seres humanos y la mayoria de los organismos eucariotas necesitan oxigeno para
mantener una produccién de energia suficiente para sobrevivir, aunque su utilizacion implica
la formacion de especies reactivas del oxigeno (EROs). En el organismo debe existir un
equilibrio entre las EROs y los sistemas de defensa antioxidante. Cuando dicho equilibrio se
rompe a favor de las EROs se produce el denominado estrés o dafio oxidativo (Kohen y
Nyska, 2002).

Los radicales libres son especies quimicas que poseen un electron desapareado en su
ultima capa, lo que les permite reaccionar con un elevado nimero de moléculas de todo tipo,
primero oxidandolas y después atacando sus estructuras. Dentro de este concepto genérico, las
formas parcialmente reducidas del oxigeno se denominan EROs, ya que generalmente son
mas reactivas que la molécula de oxigeno en su estado fundamental. EROs es un término
global utilizado para referirse tanto a radicales libres oxigenados como a otros derivados del
oxigeno no radicales con capacidad de generar radicales libres. Entre las EROs que se
producen en las células encontramos el anién superéxido ("O;) y el radical hidroxilo (HO®), y
también otras especies no radicales [(el peréxido de hidrégeno (H,0) y el oxigeno molecular
“singlete” (*0,)] (Rigas y Sun, 2008). Ademés, existen también especies reactivas del
nitrogeno (ERNs) (Moncada y Higgs, 1991), como el oxido nitrico (ON®) y el peroxinitrito
(ONOOQ?®), entre otros, los cuales pueden inducir un dafio per se o combinarse con las EROs

para aumentar o atenuar el dafio oxidativo.
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Las EROs se pueden generar en todo el organismo a partir de fuentes enddgenas,
como son los productos de la respiracién celular o de la respuesta inflamatoria, y también
proceder de fuentes exdgenas como consecuencia del metabolismo de los carcindgenos (el
benceno, la aflatoxina, el benzo(a)pireno [B(a)P], etc.) (Figura 4). En el caso concreto de las
N-nitrosaminas, el metabolismo oxidativo a través del citocromo P450 (CYP450) genera una
variedad de especies radicales y no radicales, responsables de los efectos toxicos de estos
carcindgenos (Finkel y Holbrook, 2000). EI CYP450 requiere oxigeno molecular y NADPH
para oxidar el sustrato resultando en la formacién de H,O, y de ‘O,". Asi, un aumento en la
actividad del CYP450 puede favorecer el consumo acelerado del oxigeno y aumentar la

produccion de las EROs.
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Figura 4. Fuentes y respuesta celular a las EROs (Finkel y Holbrook, 2000).

Recientes investigaciones han observado un aumento en la produccion intracelular de
las EROs en cultivos celulares humanos tras el tratamiento con N-nitrosaminas, como la 4-
(metil-nitrosamina)-1-(3-piridil)-1-butanona (NNK), la NDMA vy la N-nitrosomorfolina
NMOR (Lin y Hollenberg, 2001; Robichova et al., 2004; Yeh et al., 2006). Hiramoto et al.
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(2002) han demostrado que se puede producir tambien una degradacion no enzimatica de las
N-nitrosaminas (la NDMA y la NDEA) inducida por la reaccién de Fenton, provocando la
liberacion del ON®. Si el ON® reacciona con las EROs puede dar lugar a la formacion de otras
ERNs, como el dioxido de nitrégeno (*NO,) y otros 6xidos del nitrégeno (Williams y Jeffrey,
2000). Asi, la reaccion del ON* con el *O; da lugar a la formacion del ONOQ?®, una especie

altamente reactiva que causa dafio oxidativo y nitrativo al DNA.

Las EROs atacan todo tipo de moléculas bioldgicas, incluyendo sustratos lipidicos,
proteinas y RNA aunque el DNA es la principal molécula diana de los procesos oxidativos
(Kawanishi et al., 2006). Por lo tanto, las EROs se consideran genotoxicas y estan implicadas
en el desarrollo de procesos carcinogénicos y enfermedades degenerativas (Evans, 2004; Loft
y M@ller, 2006). Una de las lesiones oxidativas m&s comunes, descubierta por Kasai y
Nishimura (1984), es la 8-hidroxideoxiguanosina (8-OHdG), lesién oxidativa de la guanina
que se forma a partir de la oxidacion de la 2’-deoxiguanosina (dG) (Figura 5). Ademas, su
base libre, la 8-hidroxiguanina (8-OHG), se utiliza como indicador de la lesion oxidativa y su

determinacidn en la orina puede ser un marcador Util de la lesion del DNA.
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Figura 5. Estructura quimica de la 2"-deoxiguanina (dG), de la 8-hidrodeoxiguanina (8-OHdG)
y de la 8-hidroxiguanina (8-OHG).

Cabe destacar que el tipo de lesion oxidativa generada en el DNA depende de la EROs

que la produce, asf el 'O, ataca preferentemente a la guanina e induce la formacion de la 8-
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OHdG (Epe, 1991). Esta a su vez puede conducir a una transicion del par GC-AT, que podria
ser la desencadenante del proceso cancerigeno. De hecho, en tumores humanos se ha
comprobado que las transiciones del par GC-AT son las mutaciones que con mayor
frecuencia se producen en el gen supresor de tumores p53 (Harris y Hollstein, 1993). Por el
contrario, el *O,” y el H,O, tienen muy poca reactividad para inducir este tipo de
modificaciones (Fischer-Nielsen et al., 1994), mientras que el HO® genera una gran variedad

de modificaciones en los cuatro tipos de bases nitrogenadas del DNA (Dizdaroglu, 1994).

A lo largo de la década de los 90, fueron muchos los estudios que apuntaban que el
tabaco y en concreto algunos de sus componentes eran capaces de aumentar
considerablemente la produccion mitocondrial de las EROs y del dafio oxidativo al DNA
debido a la produccion de la 8-OHdG en cultivos celulares (Leanderson y Tagesson, 1992).
En estudios in vivo se detectaron también elevados niveles de la 8-OHdG en el DNA
pulmonar de ratones A/J, ratas F344 y ratones Swiss (Chung y Xu, 1992; Sipowicz et al.,
1997) tratados con NNK. Posteriormente, se confirmd que ciertos antioxidantes presentes en
el té verde inhiben la tumorogénesis pulmonar inducida por la NNK en ratones (Xu et al.,
1992) y en ratas de la variedad F344 (Chung, 1999). Este efecto protector podria ser debido a
la supresion de la formacion de la 8-OHdG en el DNA pulmonar de los ratones y ratas
(Chung, 1999).

Todos estas investigaciones preliminares han impulsado el estudio del dafio oxidativo
al DNA inducido por otras N-nitrosaminas presentes en los alimentos, como la NDMA. Liny
Hollenberg (2001) observaron un aumento en los niveles de la 8-OHdG en células GM2E1
(las cuales expresan la isoforma enzimatica CYP 2E1) tratadas con la NDMA. Asi, las EROs
producidas durante la activacién metabdlica de la NDMA podrian contribuir a sus efectos

genotdxicos.

La eliminacidn de estas lesiones oxidativas se produce a traves de la via de reparacion
por escision de bases (REB). Esto implica la ruptura del enlace glucosidico de las bases
oxidadas por las DNA glicosilasas y la subsiguiente eliminacion del sitio abasico resultante
por las endonucleasas. Varias DNA glicosilasas han sido aisladas y caracterizadas. Estas
incluyen principalmente la formamidopirimidina-DNA glicosilasa (Fpg) y la 8-oxo-guanina
glicosilasa (Oggl), las cuales reparan las bases puricas oxidadas, incluyendo la 8-OHdG

(Bacsi et al., 2007), mientras que la endonucleasa Il (Endo I11), repara las bases pirimidinicas
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oxidadas (Wang et al., 2002). Jaiswal et al. (2001) observaron que el ON®, especie altamente
reactiva, es capaz de inhibir la actividad de la Fpg y de la Oggl. Recientemente, nuestro
grupo de investigacion ha demostrado utilizando el ensayo cometa en combinacién con DNA
glicosilasas (Fpg y Endo II1) que la NPIP y la NDBA pueden inducir un desequilibrio
oxidativo en la célula, promoviendo la formacion de la EROs y el dafio oxidativo al DNA
(Garcia et al., 2008).

En el caso de las ERNs, el ONOO® puede mediar la formacién de la 8-OHdG vy de la
8-nitroguanina, ésta ultima es considerada un marcador del dafio nitrativo al DNA (Yermilov
et al., 1995). Akaike et al. (2003) demostraron que la 8-nitroguanina se origina a partir de la
formacion del ON® asociada a la inflamacidn en ratones con neumonia viral. Esta lesion es
guimicamente inestable y puede ser liberada espontaneamente resultando en la formacion de
un sitio apurinico (Yermilov et al., 1995) (Figura 6). Por lo tanto, la 8-nitroguanina es una

potente lesién mutagénica del DNA que conduce a la carcinogénesis, al igual que la 8-OHdG.
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Figura 6. Formacion de un sitio apurinico a partir de la 8-nitroguanina (Kawanishi et
al., 2006).

Por altimo, estas lesiones oxidativas pueden provocar cambios en la conformacion del
DNA que sirve de molde durante el proceso de replicacion, disminuyendo la precisién de este

proceso llevado a cabo por las DNA polimerasas (Feig et al., 1994).
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