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Fig. f'= Diagrama representativo das experiências feitas por Berenblum e Shubik na pele do murganho (adaptado

de 171). X = iniciador; l = promotor. Os compostos usados foram o benzialpireno (iniciador) e o óleo de croton

(promotor).1. Aplicação única do iniciador; 2. Aplicação única do iniciador seguida de repetidas aplicações do

promotor com inte rvalos de duas semanas durante diversos meses; 3. Aplicação única do iniciador seguida de

aplicação do promotor duas vezes por semana após um intervalo de diversos meses; 4. Aplicação do promotor

repetidamente com intervalos de duas semanas durante diversos meses, seguida de uma aplicação única do

iniciador; S. Aplicação do promotor repetidamente com intervalos de duas semanas durante diversos meses.
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Os Compostos N-Nitroso e o Cancro
MARIA EDUARDA ARAUJO, LUISA CYRNE, H. SUSANA MARINHO
e FÁTIMA NORBERTO*

Neste artigo faz-se unia breve
revisão do envolvimento dos
compostos N-nitroso na
carcinogénese. É feita igualmente
uma breve abordagem dos testes
que permitem detectar se um
dado composto químico é
cancerígeno ou mutagénico.

INTRODUÇÃO

Como é do conhecimento
comum, muitos compostos químicos
podem ser a causa primária de de-
senvolvimento do cancro, denomi-
nando-se cancerígenos químicos. De
acordo com a International Agency
for Research on Cancer (IARC),
"Carcinogénese química é a indução
por compostos químicos de neoplas-
mas que não são normalmente ob-
servados, a indução de neoplasmas,
que são normalmente observados,
num período de tempo mais curto, e
a indução de mais neoplasmas do
que aqueles que são normalmente
observados" [1].

As primeiras observações que
um aumento na incidência de cancro
estava relacionada com a exposição
de seres humanos a certas substânci-
as químicas foram feitas indepen-
dentemente por dois médicos ingle-
ses, John Hill (1761) e Sir Percival
Pott (1775). Hill observou um au-
mento do cancro do nariz nos utili-
zadores de rapé e Pott observou que
homens que tinham sido limpa-cha-
minés quando crianças/adolescentes
tinham urna maior incidência de
cancro da pele do escroto [2]. Mais
tarde foram feitas outras associações
entre a exposição a compostos quí-
micos e a carcinogénese. Assim, por
exemplo, o cancro de pele, que é
corrente nos trabalhadores da indús-
tria do carvão e do creosoto, está cla-
ramente associado à exposição aos
compostos polinucleares e o cancro
de bexiga, frequente nos trabalhado-
res da indústria de tintas e borrachas,
está associado à exposição à 2-naftil-
-amina, benzidina e outras aminas
aromáticas [3].

A carcinogénese química tornou-
se uma ciência experimental em

1918, quando foi publicado o primei-
ro estudo que referia que se podia in-
duzir tumores na pele de coelhos e
murganhos através da aplicação repe-
titiva de alcatrão de carvão [4].

FASES DA CARCINOGÉNESE
QUÍMICA

O processo de carcinogénese é
um processo multifásico podendo-se
considerar pelo menos três fases dis-
cerníveis, a iniciação, a promoção e
a progressão. A primeira indicação
de que este processo se poderia divi-
dir em fases surgiu dos estudos pio-
neiros de Berenblum e Shubik (1947)
5, que demonstraram que a indução
de carcinomas na pele do murganho
podia ser separada em duas fases dis-
tintas. Alguns aspectos da experiência
básica de Berenblum e Shubik estão
apresentados em diagrama (Figura 1).
Estes investigadores demonstraram
que a fase da carcinogénese a que
deram o nome de iniciação podia ser
induzida por uma única aplicação de
uma dose relativamente pequena de
um cancerígeno (benz[a]pireno).
Após esta fase, se os animais não fos-

sem sujeitos a qualquer outro trata-
mento, não se formavam tumores
(Figura 1, linha 1). Se, subsequente-
mente, fosse aplicado repetidamente
um outro composto, (óleo de cróton)
resultavam tumores (Figura 1, linha
2). A este segundo composto foi dado
o nome de promotor e ao processo
em si promoção. O processo de inicia-
ção parece ser irreversível, contraria-
mente à promoção, uma vez que se
formam tumores mesmo quando o
tempo entre a aplicação do iniciador e
a aplicação do promotor é muito
grande (Figura 1, linha 3). Por outro
lado, a iniciação deve preceder a fase
de promoção (Figura 1, linha 4). Exis-
tem alguns compostos cuja aplicação
repetida resulta em carcinomas da
pele. Estes compostos são conhecidos
por cancerígenos completos, pois são
capazes tanto de iniciação como de
promoção. Os estudos de Miller e
Miller [6] demonstraram que os can-
cerígenos iniciadores são compostos
electrófilos, ou então compostos, que
ao serem desintoxicados pelo sistema
do citocromo P450, formam compos-
tos electrófilos, capazes de reagir com
o DNA, sendo pois frequentemente
mutagénicos.
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Desde as experiências iniciais de
Berenblum e Shubik foram definidas
outras fases do processo de cancerí-
genese. Em 1954, Foulds formulou
uma extensão do conceito de duas
fases e propôs o nome de progressão
para a fase da carcinogénese em que
os neoplasmas são transformados de
uma forma benigna numa forma
maligna [8].

COMPOSTOS ORGÂNICOS
N-NITROSADOS COMO
CAUSADORES DO CANCRO

Em 1956, Magee e Barnes pu-
blicaram o primeiro estudo em que
se relacionava e se comprovava ine-
quivocamente que a administração
a ratos no laboratório de N-nitroso-
dimetilamina (DMN) em pequenas
doses diárias (50 ppm misturados
com a alimentação) provocava o
aparecimento de tumores no fígado
no período máximo de 1 ano [9].
Este facto vinha de encontro a rela-
tos de envenenamento de trabalha-
dores expostos à DMN em laborató-
rios industriais. Em ratos de labora-
tório uma dose única de 25 mg/kg
de DMN tomada oralmente ou por
via intravenosa era responsável pela
necrose do fígado, acompanhada de
hemorragias no fígado e rins e leva-
va à morte em 2 a 4 dias. Preocu-
pante foi a observação de que uma
única dose de DMN inferior à dose
letal, embora não provocasse inici-
almente quaisquer danos visíveis
nos rins, levava ao aparecimento, a
médio prazo, de tumores nestes or-
gãos [9]. No entanto, nem todas as
N-nitroso-aminas são cancerígenas,
verificando-se que a N-nitrosometil-
terc-butilamina, a N-nitroso-etil-
terc-butilamina e a N-nitrosodiben-
zilamina, entre outras, não têm a
capacidade de induzir tumores. A
falta de capacidade de induzir tu-
mores por parte destes compostos
foi explicada através de um meca-
nismo que postula a hidroxilação
no carbono a seguida de decompo-
sição originando um diazoalcano.
Este diazoalcano seria o responsável
pela indução do tumor, não tendo

as N-nitroso-aminas atrás referidas
essa possibilidade [10].

Outros compostos N-nitroso,
como por exemplo, as N-nitroso-
amidas também estão associados ao
aparecimento de carcinomas. Por
exemplo, após a administração de N-
nitroso-N-metilureia foram observa-
das lesões inflamatórias hemorrági-
cas no estômago, intestino e pâncre-
as, antecedendo o aparecimento de
carcinomas [9].

As N-nitroso-aminas e N-nitro-
so-amidas são responsáveis pelo
aparecimento de carcinomas em di-
versos orgãos, variando o orgão
afectado com o composto adminis-
trado [10]. Comparando as estrutu-
ras e actividades cancerígenas co-
nhecidas de vários compostos N-ni-
trosados, algumas conclusões emer-
giram: as N-nitrosodialquilaminas
não produzem tumores na zona de
aplicação, mas sim em órgãos dis-
tantes, órgãos esses onde possivel-

0

) N N0 H3̂

Bu Y, H2O

N -

Bu

mente existe capacidade de promo-
ver a hidroxilação no carbono do
composto nitrosado; as N-nitroso-
amidas produzem apenas tumores
no local de aplicação [10].

Este último facto será provavel-
mente devido à menor solubilidade
das N-nitroso-amidas em meio aquo-
so, o que faz com que estes compos-
tos não sejam transportados para
longe do local de aplicação e, portan-
to, os diazoalcanos responsáveis pela
carcinogénese sejam produzidos
nesse mesmo local. Sabe-se que, en-
quanto as N-nitroso-amidas se hi-
drolisam dando origem a diazoalca-
nos (Esquema 1), as N-nitroso-ami-
nas requerem activação metabólica
promovida pelo sistema enzimático
dependente do citocromo P450 situ-
ado no retículo endoplásmico (frac-
ção microssomal) para formar N-ni-
troso—hidroxiaminas (Esquema 2).
Estas decompõem-se espontanea-
mente formando alquildiazo-hidró-

+ YNO + OH -

CH3N=NOH

C NZ

CH3+

OH + Bu -N =NOH —► Bú + N2 + H20

H`

H

Esquema 1 - Hidrólise de N-nitroso-amidas. Y=C1-, SCN-, H2O

(CH3)2 N -N O 

H3Ç
i N—NO
HOCH(   

Esquema 2 - Metabolização de N-nitroso-aminas.
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Esquema 3. Reacção do ácido ascórbico com agentes nitrosantes. Y=C1", SCN, H20

2 HNO2 É N203 +H20	 Equação 1.

N203 + R I R 2NH  ` ,SCN > R,R2NNO + HNO2	 Equação 2

1-1NO2 + H'—> H2NO2 + —› NO + H20	 Equação 3

a	 r t	 i Og

xidos. Por sua vez estes derivados ou
alquilam directamente nucleófilos do
DNA ou formam diazoalcanos, que
são por si igualmente alquilantes.
Estas espécies catalisam alterações de
um local específico da hélice dupla
do DNA, nas posições N 7 da guanina,
NI da adenina e 0 6 da guanina, po-
dendo provocar assim importantes
mutações responsáveis pela iniciação
da carcinogénese.

A UBIQUIDADE DOS
COMPOSTOS N-NITROSO

Os compostos N-nitroso são
sem dúvida uma das classes mais
comuns de agentes cancerígenos,
podendo o homem contactar com
eles por exposição quer exógena
quer endógena. A exposição exóge-
na pode surgir do contacto com o
fumo do tabaco, que contem N-ni-
trosaminas voláteis, ou da ingestão
de diversos produtos alimentares
que contêm N-nitrosaminas não vo-
láteis [ 1 1 ]. Por exemplo, as concen-
trações destes compostos são da
ordem dos 100 µg/kg no bacon frito
e variam entre 5 e 7014/1 na cerve-
ja [ 1 1 ]. Entre os compostos identifi-
cados contam-se a N-nitrosoprolina
e a N-nitrososarcosina [12].

A exposição exógena a certos
compostos N-nitroso tem vindo a de-
crescer mas o mesmo não se poderá
dizer da exposição endógena a estes
compostos. Com efeito, estes podem
ser formados endogenamente atra-
vés de reacção catalisada pelo ácido
nitroso, por transnitrosação [ 13,14]
ou por reacção com diversos gases
contendo azoto.

A reacção via ácido nitroso
(HNO 2 ) é a mais conhecida, saben-
do-se que este agente é formado in
situ no meio ácido do estômago a
partir de nitrito de sódio. O nitrito
pode estar presente no estômago não
só porque é usado como aditivo ali-
mentar, mas também porque pode
ser formado a partir do nitrato pela
acção redutora de microorganismos
desnitrificantes presentes na saliva
[ 12]. Um outro agente nitrosante
bastante importante é o óxido

nítricos (*NO), que se forma in vivo
pela acção dos sintases do óxido ní-
trico, enzimas esses que podem ser
induzidos em situações de inflama-
ção como as provocadas por alguns
microorganismos (por exemplo, Shis-
tosoma hematobium e Helicobacter pylo-
ri) [15,16]. Em condições aeróbias, o
óxido nítrico oxida-se a NO 2 (dióxi-
do de azoto), que por sua vez pode
dimerizar a N 2 0 4 (tetróxido de
azoto) ou combinar-se com outra
mole de *NO e formar N2 0 3 (trióxi-
do de azoto) [17].

A possibilidade de ocorrência
de reacções de nitrosação depende
não só dos agentes nitrosantes,
como também e acima de tudo da
estrutura dos substratos. Sabe-se
que as aminas só são nitrosadas por
meio do trióxido de azoto, que está
em equilíbrio com o ácido nitroso
(Equação I). Esta reacção pode ser
acelerada pela presença de catalisa-
dores como o ião iodeto ou o ião ti-
ocianato, tendo este processo parti-
cular relevância devido à presença
de iodeto no suco gástrico, e de tio-
cianato na saliva de fumadores
(Equação 2). Quando temos subs-
tratos mais fracamente básicos,
como as amidas, estas só reagem

i H 2 OH
	 i H 2OH

HO-CH O^% 
YNO

 HO'C1*{ OO     

HO
/

\OH

com ácido nitroso protonado, numa
reacção para a qual não se conhece
qualquer catalisador (Equação 3)
[17, 18].

A ocorrência das reacções de ni-
trosação, pode ser evitada tornando
as aminas inertes à nitrosação, por
exemplo, protonando-as, ou, dado o
limitado sucesso deste método, re-
correndo ao uso de antioxidantes
como o ácido ascórbico (vitamina C)
ou o a-tocoferol (vitamina E), os
quais são inibidores da nitrosação.
Estes agentes reagem com o nitrito
transformando-o em  *NO, não reac-
tivo nas condições em causa (Esque-
ma 3) [19].

AVALIAÇÃO DOS COMPOSTOS
N-NITROSO COMO
AGENTES MUTAGÉNICOS
E CANCERIGENOS

Para a avaliação do risco do
contacto do homem com os compos-
tos N-nitroso do ponto de vista da
mutagénese/carcinogénese é funda-
mental ter em atenção os seguintes
aspectos:

1. A formação de derivados

i H 2oH

HO'C\11 /O^O

HY + NO +

HO
/
 

^ONO	 O O
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N-nitroso e mecanismos da sua for-
mação.

2. As reacções sofridas pelos de-
rivados N-nitroso e possível forma-
ção de agentes electrófilos/alquilan-
tes.

3. A capacidade dos derivados
N-nitroso de serem genotóxicos.

A determinação da capacidade
dos derivados N-nitroso de serem ge-
notóxicos é importante, pois dá-nos
a possibilidade de prever se o agente
pode, ou não, ser um potencial can-
cerígeno. Com o objectivo de se ava-
liar o potencial genotóxico de certos
compostos químicos, foram desen-
volvidos diversos tipos de testes que
se subdividem em duas grandes clas-
ses [201:

1. testes de longo termo, ou
testes de carcinogénese, que envol-
vem a administração do composto
químico a testar a um elevado nú-
mero de animais de laboratório.
Estes animais são observados duran-
te um grande período de tempo,
para a detecção de eventuais lesões
fisiológicas, como, por exemplo, a
formação de tumores. Estes ensaios
apesar de uma elevada sensibilidade
têm como inconvenientes a baixa es-
pecificidade e o serem muito moro-
sos.

2. testes de curto termo, ou
testes de genotoxicidade, que utili-
zam como modelos biológicos uma
variedade de organismos tais como
bactérias, fungos e linhas celulares
de mamíferos, e permitem prever os
possíveis efeitos mutagénicos dos
compostos químicos em estudo.
Estes testes são mais simples, menos
dispendiosos e mais rápidos que os
anteriores, e possibilitam a determi-
nação dos mecanismos de lesão no
genoma. Apresentam como desvan-
tagem o facto de não detectarem
cancerígenos não genotóxicos.

Os testes de curto termo, ba-
seiam-se no facto de num organis-
mo poderem ocorrer mutações ge-
néticas espontaneamente ou por in-
dução. As mutações induzidas
podem surgir quando o organismo é
exposto a um agente mutagénico,
ocorrendo estas com maior frequên-

cia do que as mutações espontâne-
as. Utilizando diversos sistemas ce-
lulares, tais como leveduras e bacté-
rias, é possível detectar/identificar
os mutantes induzidos através de al-
terações fenotípicas. O teste de
curto termo mais usado foi desen-
volvido por Bruce Ames, designan-
do-se por isso como teste de Ames
[21]. 0 teste de Ames utiliza várias
estirpes mutantes de Salmonella
typhimurium, estirpes essas que não
possuem a capacidade de biossinte-
tizar histidina (ou seja, são auxotró-
ficas para a histidina), não tendo
portanto a capacidade de crescer em
meio sem histidina. O tratamento
das células com um agente mutagé-
nico poderá induzir mutações que
revertem as mutações anteriores
(mutantes revertentes), de modo a
que a célula passa a ter capacidade
de sintetizar histidina. Os mutantes
induzidos que revertem as mutaçõ-
es iniciais são quantificáveis, pois
passam a poder crescer num meio
deficiente em histidina. Como foi
referido anteriormente, nem todos
os compostos são por si só mutagé-
nicos, mas alguns deles ao serem
metabolizados podem originar com-
postos reactivos que vão danificar o
DNA. Por essa razão, uma vez que
neste tipo de testes se utilizam mi-
croorganismos, que não têm capaci-
dade de metabolizar compostos pré-
genotóxicos, é frequente adicionar-
se à suspensão de células em estudo
a fracção microssomal de fígado de
murganho (fracção S9), que contém
o sistema enzimático dependente do
citocromo P450. Com o teste de
Ames, ou com outro tipo de teste
análogo, um composto é considera-
do mutagénico caso induza um au-
mento no número de mutantes re-
vertentes de pelo menos 1,5 a 2
vezes o número de espontâneos,
observando-se simultaneamente um
efeito dose-resposta.

Ainda na categoria de testes a
curto termo, têm sido desenvolvidos
ensaios que utilizam linhas celulares
de mamíferos, às quais se adiciona o
composto químico em estudo, obser-
vando—se qual o efeito que eles pro-
duzem nas funções celulares. Nestes

testes o que se vai detectar/medir é o
aparecimento de células morfologi-
camente alteradas. Neste tipo de en-
saios a utilização de linhas celulares
humanas minimiza as variações de
espécie; no entanto, uma vez que
não há activação metabólica dos
compostos nas células em cultura,
(pois as células em cultura perdem o
sistema enzimático dependente do
citocromo P450) alguns dos resulta-
dos podem aparecer como falsos ne-
gativos.

Tal como já foi referido atrás, o
estabelecimento da correlação entre
dados de mutagenicidade e canceri-
genicidade apresenta algumas limita-
ções. Os cancerígenos epigenéticos
não actuam directamente sobre o
DNA, actuando através de mecanis-
mos diferentes, que incluem a pro-
moção de processos neoplásicos, e
portanto apresentam um resultado
negativo em testes que determinam
a reactividade face ao DNA. As limi-
tações de cada um destes testes, no-
meadamente quanto à interpretação
final dos resultados, levam a que seja
conveniente a utilização de vários
deles para uma melhor avaliação das
qualidades do composto.

* Departamento de Química e Bioquímica,

Faculdade de Ciências da Universidade de Lisboa,

Rua Ernesto de Vasconcelos, CI, Piso 5,

1749-016 Lisboa

1 A nomenclatura IUPAC para o NO é monó-

xido de azoto, mas na literatura científica

em bioquímica é usado, quase exclusiva-

mente, o termo óxido nítrico.
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