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RESUMEN. Hay una gran cantidad de sustancias, naturales o sintéticas, con posible capacidad mutagéni-
ca. Entre ellas se cuentan los compuestos N-nitroso, los que pueden formarse por reacción de nitritos con
compuestos nitrogenados, como aminas o amidas en medio ácido. Esta reacción de nitrosación puede darse
también dentro del organismo con productos nitrogenados de la dieta, incluso antibióticos. El test de Ames
es un método sencillo y eficaz de detección de este tipo de mutágenos, ya sea como compuestos puros o for-
mando parte de mezclas complejas. El objetivo del presente trabajo es realizar una somera revisión acerca
de la detección de mutagenicidad de compuestos N-nitroso mediante el test de Ames.
SUMMARY. “Detection of Mutagenicity in N-Nitroso Compounds with the Ames Test”. There are a lot of natu-
ral or synthetic products with possible mutagenic capacity. Among these, N-nitroso compounds, that are formed
by nitrosation reactions between nitrite and amines or amides in acidic medium, can also be formed into the or-
ganism. The Ames test is an efficient tool for detecting these mutagenic compounds, as pure ones or as part of
mixtures. In this paper we try to do a brief review about the detection of mutagenicity of N-nitrosocompounds by
mean of the Ames test. 

INTRODUCCIÓN
Mutaciones, mutágenos y cáncer

La información genética es transmitida de
una célula a su sucesora por la precisa duplica-
ción de las cadenas del ácido desoxirribonuclei-
co (ADN), en un proceso que es común a todos
los seres vivos, desde simples bacterias hasta
complejos animales o plantas. Alteraciones en la
información genética ocurren como resultado de
pequeñas alteraciones en la estructura de la mo-
lécula de ADN, por lo cual, la secuencia de ba-
ses transmitida a la otra generación celular es
distinta. Estas alteraciones son mutaciones, las
que pueden ser compatibles con una vida nor-
mal y sana, dando lugar a las pequeñas diferen-
cias entre miembros de una especie y constitu-
yendo la fuerza motriz de la evolución. Por el
contrario, otras mutaciones contribuyen signifi-
cativamente a enfermedades y malformaciones
congénitas. Los agentes mutagénicos (químicos

o físicos) interactúan con el ADN causando
cambios en su estructura. Este cambio puede
ser una pérdida, adición o reemplazo de bases,
alterándose así la secuencia del ADN y afectan-
do la fidelidad del mensaje genético 1.

El nacimiento de niños con malformaciones
congénitas siempre ha provocado gran cantidad
de problemas a la sociedad y tremenda angustia
al afectado y su familia. Aunque muchas de las
causas de anormalidades de nacimiento perma-
necen aún desconocidas, se ha estimado que al-
rededor del 20% de las mismas se deberían a
mutaciones genéticas. Todavía no se ha presta-
do la suficiente atención a agentes ambientales
y drogas que pudieran tener efectos teratogéni-
cos (que producen malformaciones durante el
desarrollo, previo al nacimiento). Esto es impor-
tante puesto que el conocimiento lleva a la pre-
vención. Aunque los diversos agentes teratogé-
nicos pueden producir su efecto mediante varia-
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dos mecanismos, la actividad mutagénica juega,
sin lugar a dudas, un papel importante en mu-
chos de ellos 2.

El cáncer es una enfermedad en la cual desa-
parecen las reglas del comportamiento celular-
normal 3,4. El crecimiento de las células norma-
les es regulado cuidadosamente para satisfacer
todas las necesidades del organismo. En cam-
bio, las células cancerosas se dividen continua-
mente y en forma autónoma, invadiendo e in-
terfiriendo la función de los tejidos normales. La
transformación de una célula normal en cance-
rosa sería consecuencia de anomalías en los sis-
temas de regulación que son fundamentales en
la fisiología celular normal 5. La característica
más importante de la célula maligna es que se
multiplicará dando siempre origen a células can-
cerosas y nunca volverá a originar células nor-
males. Así, las anomalías que producen las célu-
las cancerosas son heredadas en forma perma-
nente y son estables a nivel celular 6. Esto nos
sugiere la hipótesis que cambios genéticos son
responsables de la transformación neoplásica 7.
En la actualidad se considera al cáncer como el
resultado de una acumulación de alteraciones
genéticas 8,9. Muchos agentes carcinogénicos ini-
cian su acción dañando al ADN 10. 

Mutágenos: distintas fuentes
La industria moderna ha aportado y aporta

numerosas sustancias mutagénicas y/o cancerí-
genas al medio ambiente, aunque no es la única
fuente: también en la naturaleza se encuentran
sustancias de este tipo. Como ejemplo, la aflato-
xina B1, producto metabólico de algunos hon-
gos, es uno de los mutágenos más potentes que
se conocen 11. En cuanto a los productos sintéti-
cos, la lista está en continuo aumento, dada la
gran cantidad de nuevos productos. Entre ellos
podemos mencionar nitrosoderivados, formados
por reacción entre nitritos y sustancias nitroge-
nadas, como aminas o amidas. Además de los
productos naturales y sintéticos presentes en el
medio ambiente, un lugar destacado lo ocupan
los productos generados in situ en el organis-
mo, como son las nitrosaminas (y en general,
compuestos N-nitroso) provenientes de la reac-
ción entre compuestos nitrogenados (aminoáci-
dos, antibióticos, etc.) con nitritos que pueden
provenir de aditivos en alimentos o del propio
organismo (por ejemplo, la saliva contiene un
alto tenor de nitritos). Es necesario también aler-
tar sobre los productos medicinales 11, no sólo
por las drogas primarias, sino también por posi-
bles interacciones.

Dada la gran cantidad de sustancias mutagé-
nicas existentes, tanto exógenas como endóge-
nas, es muy importante disponer de un método
sencillo para analizar sustancias potencialmente
peligrosas (la estructura molecular del compues-
to puede ser un indicio cierto de su posible acti-
vidad), en especial aquellas que, debido a sus
características, podrían llegar a ser medicamen-
tos. Aunque la relación mutágenos-carcinogéni-
cos es menor que la estimada en un principio
12, la detección de mutágenos es importante en
sí misma, sean o no carcinogénicos, a fin de
prevenir los propios problemas que acarrean. El
objetivo del presente trabajo es realizar una so-
mera revisión acerca de la detección de mutage-
nicidad de compuestos N-nitroso (los cuales
constituyen también una importante clase de
carcinógenos) mediante el test de Ames.

Una forma sencilla de detección de
mutágenos: el test de Ames

El test de Ames, ensayo de mutación bacte-
riano que emplea Salmonella typhimurium co-
mo bacteria indicadora, ha sido universalmente
adoptado para la detección de mutágenos, sien-
do quizás la más difundida de las pruebas para
detectar, en forma simple, rápida y económica,
el poder mutagénico de diversas sustancias 12.
En el mismo se cultivan cepas de S. typhimu-
rium genéticamente modificadas -de modo que
requieren histidina para su crecimiento- en pre-
sencia y ausencia de la droga a ensayar, en un
medio sin histidina. Una sustancia mutagénica
puede revertir esta carencia, haciendo que las
bacterias crezcan en el medio sin histidina (dan-
do colonias llamadas revertantes). Según el test
de Ames una sustancia, natural o sintética, se
considera mutagénica cuando el coeficiente de
reversión, C.R., es mayor que 2. (C.R. = Nº de
colonias revertantes por placa ensayada/ Nº de
colonias revertantes por placa control -espontá-
neas-). Para la mayoría de los mutágenos ensa-
yados, hay un rango de concentraciones que
produce una curva dosis-respuesta lineal. Otros,
tal como la 9-aminoacridina, produce una curva
dosis-respuesta no lineal 13, hecho que debe ser
informado. Muchos mutágenos son tóxicos para
la bacteria, y la observación de un solo punto,
si está situado en la zona descendente de la cur-
va dosis-respuesta, llevaría a una interpretación
errónea de la capacidad mutagénica de la sus-
tancia ensayada. 

Cepas bacterianas
Todas las cepas son derivadas de S. typhimu-
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rium LT2 y requieren histidina (o sea, son His–).
Adicionalmente a la mutación para histidina, ca-
da cepa presenta otras mutaciones, que hacen
incrementar su sensibilidad para determinados
mutágenos. Las cepas actualmente recomenda-
das para las pruebas generales de mutagenici-
dad son las siguientes: TA97, TA98, TA100 y
TA102. Otras cepas tales como TA110, TA89,
TA1538, etc., se han dejado de usar con fre-
cuencia por diversos motivos (por ejemplo, de-
tección de pocos mutágenos, reemplazo por
otras más sensibles, etc.).

Control de las cepas
Se debe confirmar el genotipo de las cepas

(requerimiento de histidina, carácter rugoso,
sensibilidad a UV, factor R (resistencia a la am-
picilina). La cepa TA102 también debe ser teste-
ada para requerimiento de tetraciclina. No es
necesario comprobar el requerimiento de bioti-
na, ya que se trata de una mutación no reversi-
ble.

Amplitud o espectro de detección del test de
Ames

Se cuentan por miles la cantidad de sustan-
cias que han sido ensayadas con el test de Ames
14, desde compuestos metálicos (complejos de
hierro, rutenio y osmio con bipiridinas sustitui-
das, ensayadas con TA98 y TA100 15 o de plati-
no, también con las mismas cepas TA98 y
TA100 16 hasta mezclas complejas como aguas
residuales hospitalarias, también empleando las
mencionadas cepas 17, o incluso para la detec-
ción de antimutágenos, como la actividad pro-
tectora de flavonoides, con la cepa TA102 18.

Relación estructura-actividad
El uso de modelos y programas teóricos que

estudian la relación estructura-actividad de sus-
tancias permiten hacer predicciones sobre su
potencial peligrosidad, que luego debe ser con-
firmada por estudios biológicos, entre los cuales
tienen relevancia los tests bacterianos. 

Desde el punto de vista de su mecanismo de
acción, los carcinógenos pueden ser clasificados
como: a) genotóxicos, los cuales causan daño
directo al ADN. Muchos mutágenos están en es-
ta categoría, y frecuentemente la mutación es el
primer paso en el desarrollo del cáncer. b) car-
cinógenos que no se ligan directamente al ADN,
y que en general dan negativas las pruebas de
mutagenicidad (carcinógenos epigenéticos).
Aunque los mecanismos de acción son variados,
hay factores a tener en cuenta, ya sea para la
misma sustancia o sus metabolitos: electrofilici-

dad; y factores que tienen que ver con la absor-
ción: peso molecular, solubilidad, estado físico,
etc. La geometría molecular es otro punto a te-
ner en cuenta: muchos carcinógenos son molé-
culas planares (ej.: policíclicos aromáticos), con
algún grupo funcional electrofílico y tamaño
adecuado, de modo de poder intercalarse en la
molécula del ADN. Otro factor crítico es el me-
tabolismo, convirtiendo en mutágenos sustan-
cias que originalmente no lo eran 19. Respecto a
aminas aromáticas, que representan una de las
más importantes clases de químicos industriales
y ambientales, muchas de ellas tienen reconoci-
da actividad cancerígena. La exposición a ami-
nas aromáticas ocurre en diferentes actividades
y ámbitos (industria, agricultura, humo del ciga-
rrillo, etc.). Los estudios teóricos de relación es-
tructura-actividad de estas sustancias han corre-
lacionado bien con el test de Ames en la parte
experimental 20.

Compuestos N-nitroso 
Los compuestos o derivados N-nitroso se for-

man por reacción de nitritos con aminas o ami-
das en medio ácido 21. Todos ellos, y en espe-
cial las nitrosaminas, constituyen una importante
clase de carcinógenos con características únicas
en cuanto son activos en todas las especies y
poseen un amplio espectro de células blanco.
Uno de los principales aportes de nitrosaminas
al organismo humano lo constituye el humo del
cigarrillo, aunque también hay fuentes endóge-
nas. De unos 300 compuestos ensayados, más
del 90% mostraron capacidad carcinogénica 22,23.

Detección de mutagenicidad de compuestos
N-nitroso mediante el test de Ames

Dada la importancia de los derivados N-ni-
troso, tanto exógenos como endógenos, men-
cionaremos algunos ejemplos de la determina-
ción de su mutagenicidad, tanto como com-
puestos puros o bien formando parte de mez-
clas. 

La mayoría de la población está expuesta a
mezclas complejas de sustancias nocivas, ya sea
desde el residuo proveniente de la combustión
en motores de automóviles hasta el ya mencio-
nado humo del cigarrillo de personas fumado-
ras. Los primeros estudios de genotoxicidad en
mezclas complejas provienen de la década de
1950 e involucraron mayormente la evaluación
de cultivos celulares expuestos al humo del ci-
garrillo. Sin embargo, el estudio de la genotoxi-
cidad de mezclas complejas se puede decir que
realmente comenzó en 1974, con el informe de
Kier et al. 24 sobre la mutagenicidad de un con-
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densado de humo de cigarrillo mediante el test
de Ames. Previamente, estos autores habían
evaluado la mutagenicidad de las fracciones ais-
ladas, lo que dió información sobre cuáles com-
puestos eran los responsables de la mutagenici-
dad de la mezcla completa. De las cepas de S.
typhimurium, empleadas en el test de Ames, las
más usadas para la detección de mutagenicidad
en mezclas complejas han sido la TA98 y la
TA1538 25. Esta última, sin embargo, actualmen-
te no es tan empleada, ya que sus resultados se
superponían en gran medida con los de la TA98
(que es más usada) 12.

En 1995 se observó acción mutagénica de la
mezcla de tiamina con nitrito con la cepa
TA100, sin activación metabólica 26. En 1997, la
genotoxicidad de nitrobencenos y nitroanilinas
fue determinada con las cepas TA 98 y TA100,
hallándose 10 compuestos mutagénicos sobre
14 ensayados (71%) 27. Por otra parte, en 1997
fue revisada la mutagenicidad de más de 80
aminas aromáticas. Muchas mostraron actividad
mutagénica con las cepas TA98 y TA100, con
adición de S9 en varios casos 28. Más reciente-
mente, la genotoxicidad de nitrosopiperidinas y
seis de sus alquil derivados fue estudiada me-
diante el test de Ames empleando las cepas
TA100 y TA1535. Todos los compuestos fueron
mutagénicos con la adición de “S9” (homoge-
neizado de hígado de rata) 29.

Riesgos del metabolismo
El ADN puede ser dañado no sólo por sus-

tancias externas, sino por sustancias provenien-
tes del propio metabolismo, entre ellas, especies
reactivas de nitrógeno 30.

La doble acción de nitritos y nitratos
El uso de nitritos y nitratos como aditivos en

los alimentos trae aparejado ciertos riesgos. El
primero es el de toxicidad aguda: el nitrito es
tóxico (una dosis de 2 g puede causar la muerte
de una persona), más aún para los niños, que
son más sensibles, por formación de metahemo-
globina, la cual es incapaz de transportar oxíge-
no. Otro riesgo del uso de nitritos es la forma-
ción de nitrosaminas, sustancias que son agen-
tes cancerígenos. Las nitrosaminas se pueden
formar tanto en el alimento como en el organis-
mo. En el alimento se producen en aquellos
productos que deben ser calentados para su ela-
boración (ej.: tocino), o que son ricos en aminas
nitrosables (ej.: pescado y productos fermenta-
dos). En este segundo caso, la formación de ni-
trosaminas se puede producir en el estómago.
Los nitratos se pueden transformar en nitritos

por acción de microorganismos. Además, los ni-
tratos de la dieta, formando parte de muchos
vegetales (como espinaca y apio), son reducidos
a nitritos en la saliva, y, con la acidez estomacal,
pueden generar intermediarios nitrogenados,
entre los cuales están las potencialmente carci-
nogénicas N-nitrosaminas. 

Para reducir el riesgo de la formación de ni-
trosaminas, una de las vías sería la reducción en
el uso de nitritos como aditivos en los alimen-
tos. Es necesario en este caso analizar la rela-
ción riesgo/beneficio, ya que los nitritos evitan
el botulismo, provocando la inhibición del Clos-
tridium botulinum, bacteria que produce la
mortal toxina botulínica 31. Dado su poder mi-
crobicida, los nitritos serían una barrera natural
contra gérmenes patógenos intestinales; por
otro lado, la reacción de nitrosación que puede
darse en el estómago con algunos compuestos
nitrogenados (aminas y amidas), los acerca a la
peligrosidad por la formación de derivados N-
nitroso, potencialmente cancerígenos y mutagé-
nicos 32. No obstante, se debe tener en cuenta
que la eliminación de los nitritos como aditivos
no los excluye, ni mucho menos, del organis-
mo. Mientras que con los alimentos se ingieren
menos de 3 mg/día, se segregan en la saliva en
el orden de 12 mg/día, a la par que las bacterias
intestinales producen unos 70 mg/día 31.

Reacciones de nitrosación endógenas 
Como decíamos antes, muchos de estos

compuestos N-nitroso están ampliamente distri-
buidos en el medio ambiente, pero también mu-
chos de ellos son formados en el interior del or-
ganismo mediante reacciones de nitrosación, so-
bre todo en el medio ácido del estómago 33-36.
La formación de derivados N-nitroso en alimen-
tos tratados con nitritos como aditivo y preser-
vante es un hecho conocido desde hace más de
40 años. La acción de nitritos y óxidos de nitró-
geno con compuestos nitrogenados secundarios
y terciarios en alimentos (carnes curadas -jamón
en especial-, conservas de pescado, etc.) tam-
bién lleva a la formación de compuestos N-ni-
troso 37. La nitrosación para dar derivados N-ni-
troso no sólo es posible en relación a alimentos:
también sustancias usadas como herbicidas pue-
den sufrir la reacción en el jugo gástrico 38.

Varios autores han estudiado la cinética y
mecanismo de nitrosación de aminoácidos por
acción del nitrito en condiciones de acidez que
semejen las del estómago, hallando que las es-
pecies alquilantes dañinas para el ADN, luego
de la nitrosación, son las correspondientes lac-
tonas 39, y que la reactividad en aminoácidos
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con un grupo amino fue la siguiente: α-aminoá-
cidos > β-aminoácidos > γ-aminoácidos 40.

Mutagenicidad de la mezcla sulfatiazol-
nitrito

En nuestro grupo, en la Universidad Nacio-
nal de Rosario, decidimos investigar la posible
mutagenicidad del sulfatiazol sódico, NaST, (un
antibiótico de uso común 41, el cual posee tanto
una función amina primaria como una función
amida monosustituida en su molécula) en pre-
sencia de nitritos. Se determinó la mutagenici-
dad de NaST en presencia de nitrito de sodio en
medio ácido, empleando las cepas de S. typhi-
murium TA 98 y TA100, hallándose comporta-
miento mutagénico 42. Estudios comparativos
con compuestos relacionados (ftalilsulfatiazol,
sulfanilamida, ácido sulfanílico) permiten sugerir
que, en la formación del derivado N-nitroso, es-
taría involucrada la función amida.

Una reflexión final a modo de conclusión
Podría resultar desalentador el panorama,

vista la cantidad de mutágenos que nos rodea,
muchos de los cuales no podemos evitar puesto
que se generan dentro de nuestro propio orga-
nismo, o son parte necesaria del cuidado de
cultivos. Tampoco sería bueno llegar al extremo
de eliminar todo pesticida sin tener en cuenta
peligros mayores, como ser la proliferación de
hongos productores de toxinas mucho más da-
ñinas (la aflatoxina, por ejemplo, uno de los
carcinógenos naturales más potente que se co-
noce) 43. Por fortuna, hay sustancias con propie-
dades antimutagénicas (en frutas por ejemplo)
43, y otras que reaccionan con nitritos, disminu-
yendo así su peligrosidad, como polifenoles
presentes en el té verde 44.
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