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N-nitrozocompusii sunt substante puternic cancerigene si mutagenice formate la interactiunea dintre diferiti nucleo-
fili (amine, amide) si acidul azotos. Formarea NNC poate fi redusd, minimalizatd sau prevenita complet prin prezenta
unor reagenti care inhibd activitatea agentilor de nitrozare sau 1i transforma in produsi nereactivi. A fost cercetata influ-
enta diferitilor factori fizico-chimici asupra vitezei procesului de nitrozare a amoxicilinei: variatia concentratiei de ioni
nitriti, variatia pH-ului mediului de reactie §i concentratia amoxicilinei, capacitatea antioxidanta si inhibitorie a diferi-
tilor antioxidanti monomerici §i polimeri naturali grefati cu antioxidanti. Conform datelor obtinute, toti factorii cercetati
au schimbat viteza de reactie a amoxicilinei si ulterior vor putea fi folositi pentru inhibarea procesului de nitrozare.

Cuvinte-cheie: NNC—N-nitrozocompusi, AMX-amoxicilind, QV-cvercetind, inhibitie.

THE CINETICS OF NITROSATION PROCESSES OF AMOXICILLINE WITH NITRITE IONS AND

THE INHIBITION OF N-NITROSAMINE FORMATION

N-nitrosocompounds are highly carcinogenic and mutagenic substances formed by the interaction between different
nucleophiles (amines, amides) and the nitric acid. NNC formation can be reduced, minimized or prevented completely
by the presence of reagents that inhibit the activity of the nitrosating agents or convert them into non-reactive products.

The influence of different physicochemical factors on the rate of amoxicillin nitrosation was investigated: variation
of nitrate concentration, pH variation of the reaction medium and amoxicillin concentration, antioxidant and inhibitory
capacity of various monomeric antioxidants and antioxidant grafted natural polymers. According to the obtained data,
all the studied factors changet the reaction apeed of and later they will be used for the inhibition of the nitrosation process.

Keywords: NNC-N-nitrozocompounds, AMX-amoxicilline, Qv-gvercetine, inhibition.

Introducere

Printre numarul mare de substante cancerigene un loc important il ocupad N-nitrozocompusii (NNC),
dintre care cca 80% poseda actiune cancerigend si induc aparitia tumorilor maligne practic in orice organ al
organismului uman. N-nitrozaminele sunt substante cancerigene care pot patrunde in organism odata cu
produsele alimentare, medicamentele ce le contin, insa pot fi sintetizate la nivelul tubului digestiv [1].

In cadrul consumului medicamentos uman o clasd importanta, care se supune nitrozarii, reprezintd aminele
secundare si tertiare, care pot reactiona cu nitritul formand N-nitrosamine, multe dintre care sunt cancerigene.
Aminele tertiare prezinta un interes particular, deoarece multe dintre ele se presupune ca formeaza N-nitroz-
amine cancerigene cunoscute prin reactia cu acidul nitric [2].

Riscul potential fatd de sanatatea umana a N-nitrozoderivatilor formati prin procesul de nitrozare a medi-
camentelor a fost intotdeauna un subiect actual. Desi reactia chimica intre amine si ioni nitriti poate fi usor
examinatd, consecintele biologice sunt dificil de presupus.

N-nitrozarea are loc cu o viteza mai inalta la participarea agentilor de nitrozare de tip Y-NO, care sunt
considerati ca generatori de cationi de nitrozoniu—-NO*. In conditii acide agentul de nitrozare N,O3 este format
din doud molecule de acid nitros si reactioneaza cu amina neprotonata formand N-nitrozamine. Deci, rata de
nitrozare depinde de pH si este direct proportionala cu patratul concentratiei nitritului, cu concentratia aminei si
invers proportionald cu bazicitatea aminei. Formarea N-nitrozaminelor prin reactia oxidului de azot gazos
(N20s) in conditii neutre sau alcaline are loc de obicei mai rapid decat nitrozarea cu nitriti in conditii acide.
In prezenta unui anumit anion se formeaza agenti de nitrozare puternici (NOX). Compusii aminici secundari
reprezinti substraturi care se nitrozeaza cel mai rapid comparativ cu aminele primare si tertiare. In acest caz,
formarea NNC are loc cu o viteza mai mica si prin realizarea mecanismelor mai complexe [3].

Multe din N-nitrozaminele formate prin nitrozarea endogena nu pot fi identificate din cauza metabolis-
mului cu participarea enzimei P-450, care le transforma in ioni de diazoniu ce poseda o reactivitate inalta [4].
Amoxicilina si alte medicamente antibacteriene sunt amine secundare si poseda o grupare N-H libera, care se
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supune procesului de nitrozare. N-nitrozoaminele formate la nitrozarea medicamentelor apartin clasei de NNC
reactivi, in componenta carora grupa >N-N=0 este legata de o grupare carbonil sau de gruparea >C=NR.
Acesti compusi care au efecte mutagene si cancerigene fac parte din clasa N-nitrozoaminelor, N-nitrozoure-
tanilor si N-nitrozoureelor [5]. Astfel, nitrozarea endogena a medicamentelor din aceasta clasa duce la for-
marea compusilor electrofili reactivi, care au o toxicitate sporita asupra ADN-ului si pot avea efecte toxice,
daca sunt administrate in doze mari sau sunt folosite timp indelungat [6].

Unele substraturi reprezinta amine tertiare cu un substituent dialchilaminic sau alta grupare, care ataca
atomul de azot tertiar. In acest caz, deseori poate avea loc formarea N-nitrozodialchilaminelor volatile si a
N-nitrozaminelor rezultate din pierderea unei sau altei grupari alchil-.

Dezvoltarea unei abordari sistematice in cadrul investigatiei potentialului pericol al medicamentelor
nitrozabile trebuie sd fie bazata pe doud consideratii, numite viteza relativd la care medicamentele sufera
N-nitrozarea in conditii standard in vitro si gradul de cancerogenitate a compusilor nitrozabili pe modelul
animalelor de laborator [7].

Multe dintre medicamentele nitrozabile sunt utilizate pe scara largd de citre populatie. In acest caz, per-
soanele care administreaza aceste medicamente consuma de asemenea alimente care contin nitriti, cum ar fi,
de exemplu, servirea carnii sau pestelui cu culturi cultivate pe soluri cu deficit de minerale. O astfel de com-
binatie ar putea reprezenta un risC cancerigen semnificativ periculos, deoarece are loc formarea N-nitroz-
aminelor in stomac [8].

Desi cantitatea de N-nitrozamine formate din aceste medicamente la concentratii mici sunt adesea mici,
acest proces nu poate fi considerat nesemnificativ, in special atunci cand cantitatea acestora este suplimentata
de alte surse cancerigene. Cantitatile de N-nitrozamine formate la nitrozarea unui medicament cu nitriti in
stomac ar putea fi de ordinul microgramelor. Acest lucru subliniazd necesitatea elimindrii nitritilor din
consumul zilnic, daca acesta este administrat cu medicamente nitrozabile.

N-nitrozocompusii sunt formati din diferite grupari nitrozabile din componenta medicamentelor: dialchil-,
alchilaril-, diaril- si amine secundare ciclice, amine tertiare, N-alchilamide, N-arilamide si hidrazine [9].

Deoarece cantitatea de NNC formati depinde nu doar de structura chimicd a medicamentului, dar si de
raportul molar medicament-nitrit, pH, temperatura si timpul de reactie, intervalul larg al randamentului obtinut
in functie de diferite conditii de reactie nu este surprinzator. O crestere in valoarea pH-ului cu 3 unitati peste
valorile gastrice normale descreste formarea N-nitrozaminelor cu valori de ordinul 10% sau si mai putin, in
timp ce reducerea formarii N-nitrozamidelor in acest caz este de ordinul 10* -10°. Ca o abordare initiala,
pentru a determina in vitro gradul de nitrozare a unui medicament, acest proces trebuie sa aiba loc in conditii
standard.

Pentru nitrozare sunt recomandate urmétoarele conditii: concentratia medicamentului 10 mM, concentra-
tia nitritului 40 mM, temperatura de reactie 37°C, pH 3-4, timpul de reactie de la 1 si pana la 4 ore [10].
metodelor analitice pentru masurarea cantitatii de NNC formati si o temperatura si interval de pH optim
pentru majoritatea reactiilor de nitrozare. Totusi, rezultatele obtinute in acest mod nu permit 0 presupunere
cantitativa a ratei de nitrozare si a cantitatii de NNC formati in stomacul pacientilor tratati cu medicamentul
nitrozabil; procesul de nitrozare a acestuia depinde de substratul de nitrozare, de natura catalizatorilor si
inhibitorilor ce se contin in stomac, de pH si de alti factori. Pentru a obtine informatii directe, reactia poate fi
desfdgurata prin incubarea in vitro a sucului gastric uman cu o doza folosita la nitrozare, dar metoda cea mai
reusitd este masurarea concentratiei produsilor de reactie in probele de suc gastric obtinut de la pacientii
tratati cu acest medicament [11].

Inhibitorii reactiilor de N-nitrozare

Formarea NNC poate fi redusd, minimalizatd sau prevenitd complet prin prezenta Unor reagenti care
distrug rapid agentii de nitrozare sau reduc cantitatea lor pana la produsi nereactivi. O varietate mare de com-
pusi sintetici sau naturali, compusi simpli sau functionalizati au demonstrat activitate inhibitorie a reactiilor
de nitrozare. Astfel de reagenti de obicei actioneaza ca concurenti fata de amine, care au rol de substrat pentru
speciile de nitrozare. Prin urmare, gradul de inhibitie a nitrozarii depinde de cativa factori:

e Concentratia absoluta si relativa a speciilor de nitrozare, a inhibitorilor si a aminei,;

o ratarelativa de interactiune a agentilor de nitrozare cu inhibitorii si cu amina.
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N-nitrozarea este de asemenea modificatd de aciditatea solutiei si de prezenta catalizatorilor si a inhibi-
torilor. Inhibitorii formarii NNC cuprind compusi care fie reduc Y-NO la Nz, N2O sau NO sau leaga
radicalul NO* ireversibil. N2, N2O sau NO; sunt lipsiti de activitate nitrozabild, dar NO este transformat in
specii nitrozabile in prezenta oxigenului, a anionilor sau a anumitor saruri de metale. NO este oxidat rapid la
NO- ulterior formandu-se N2O3z (NO+NO,«>N>03) sau N2Os (2NO2 N2Os) si capacitatea de nitrozare este
rapid restabiliti. In prezenta halogenilor sau a metalhalogenilor se genereazi agentii puternici de nitrozare
NOX. in conditii anaerobe, formarea NNC din amine si NO este de asemenea catalizati de anumite saruri de
metale (Zn, Cu, Fe).

Activitatea inhibitorie a polifenolilor

Compusii fenolici si polifenolici pot reduce nivelul de formare a NNC in functie de structura acestora si
conditiile de reactie. In conditii acide, majoritatea polifenolilor de obicei reactioneazi cu nitritul mai rapid
decat majoritatea compusilor aminici. Efectele de modificare a NNC depind, de asemenea, de substratul
aminic, aciditatea mediului si de concentratia relativa a nitritului si a inhibitorului. Efectele inhibitorii sunt
evidentiate in special cand raportul molar [nitrit]:[Inhibitor]<1, iar capacitatea de inhibitie creste cand acest
raport molar este scizut. In prezenta unei concentratii mari de polifenoli, agentul de nitrozare fie este redus
complet la NO, fie este transformat in C-nitrozoderivati; astfel, procesul de nitrozare este blocat complet [12].

Material si metode

Determinarea ionilor nitriti

Studiul experimental al procesului de nitrozare pentru amoxicilind a fost efectuat in functie de diferiti
parametri fizico-chimici: dupa variatia concentratiei de ioni nitriti, variatia pH-ului mediului de reactie.
Pentru determinarea ionilor nitriti a fost utilizata metoda Griess [13]. Proba analizata (1 ml) se amestecd cu
un volum (2 ml) de reactiv Griess (amestec de volume egale de solutii ale a-naftilaminei si acidului sulfanilic),
se agita si se lasa timp de 20-30 de minute la intuneric, dupa care se masoata absorbanta la A=540 nm fata de
solutia de comparatie (reactiv Griess si apa distilata se ia in raport de 2:1) prin metoda spectrofotometrica [9].

In dependenta de concentratia nitritului de sodiu, reactivul Griess da o coloratie de la roz-pal pana la rosu-
aprins. Respectiv, odata cu cresterea concentratiei nitritului de sodium, intensitatea culorii creste, deci are loc
si cresterea densitdtii optice a solutiei.
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Fig.1. Curba de calibrare la determinarea [NO2], Fig.2. Curba de calibrare pentru determinarea
(Amax=540 nm). amoxicilinei, (Amax=395 nm).

Determinarea amoxicilinei: in cadrul procesului dat in baloane cotate de 50 ml s-au preparat 10 solutii de
diferita concentratie de amoxicilind, s-au adaugat cate 2 ml amestec de sulfat de cupru si hidroxid de amoniu
si s-a adus la cota cu acid clorhidric.
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Rezultate si discutii
Procesul de nitrozare a amoxicilinei in functie de pH-ul mediului

In studiul procesului de transformare a nitritilor in functie de variatia pH-ului, procesul de nitrozare a
amoxicilinei cu ioni nitriti a fost studiat la 20°C, in solutii apoase ce contineau: nitrit cu concentratia de 1 + 10* M,
amina (amoxicilind) cu concentratia de 1 + 10° M si solutie tampon citrat-fosfat. in cadrul studiului practic
pH-ul mediului de reactie a fost variat in intervalul: 1,5; 2,6; 3,6; 4,6. Concentratia nitritului a fost
determinata timp de 30 de minute de reactie pentru fiecare pH.
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Fig.3. Variatia [NO] in functie de pH. Fig.4. Variatia vitezei de consum a NO;" la
[Amx]=1x10"°M; [NO,]=1x10"* M, t=20°C nitrozarea AMX 1in functie de pH.

Conform datelor obtinute (Fig.3,4), pH-ul mediului exercita o influentd considerabila asupra procesului
de nitrozare al amoxicilinei. Astfel, la un pH mic, gradul de nitrozare este mai mare comparativ cu un pH
mai mare. Viteza de consum a ionilor nitriti creste odata cu marirea [H*] in intervalul de pH:1,5-4,6. Deci,
viteza procesului scade odatd cu marirea pH-ului de la 3,76 x107 M/s la 9x10® M/s. Prin urmare, reactia de
nitrozare a amoxicilinei este acid-catalizata. Stomacul ofera un mediu adecvat, cu gradul de pH scazut, care
favorizeaza interactiunea aminelor cu nitritul.

NO2 + H" — HNO:
HNO2+ HNO2 — N203+H20
HNO2+ H* — H,ONO*[1]

Studiul procesului de nitrozare a amoxicilinei dupd variatia concentratiei de nitrit in sistem

In studiul procesului de nitrozare a AMX dupa variatia concentratiei de nitrit, concentratia medicamen-
tului a fost de 1-10° M, pH=2,6. pH-ul mediului solutiei a fost creat prin utilizarea solutiei tampon citrat-
fosfat. In cadrul studiului s-au utilizat solutii de nitrit cu concentratiile:1x10*M; 1,2x10*M; 6x10°M. S-a
studiat influenta concentratiei ionilor de nitrit asupra procesului de nitrozare a amoxicilinei; [AMX]=1:103M,
pH=2,6; t=20°C;

Conform datelor obtinute, s-a observat cd odatd cu maérirea concentratiei nitritului are loc si cresterea
continutului de agenti de nitrozare. Deci, formarea NNC depinde de concentratia nitritului in sistem
(Fig.5,6).
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Fig.5. Variatia NO; la nitrozarea AMX la diferite Fig.6. Variatia vitezei de consum a NOy’
concentratii de NO', la nitrozarea AMX 1n functie de [NO2].

[AMX]=1:10"M, pH=2,6; t=20°C.

Studiul procesului de nitrozare a amoxicilinei dupd variatia concentratiei de amind (amoxicilind) in sistem

A fost studiat procesul de nitrozare a AMX utilizand diferite concentratii de amina (amoxicilind), la un
pH acid de 2,6 care a fost mentinut cu solutia tampon citrat-fosfat, concentratia nitritului fiind de 1x10* M,
iar concentratiile aminei variind de la 1x10* M pina la 5x10° M. Analizand datele obtinute in figurile 7 si 8,
mentionam ca viteza de nitrozare a AMX creste proportional cu cresterea concentratiei acesteia, in limitele
1,25x107 M/s pani la 4,49x107"M/s.
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Fig.7. Variatia [NO21] in functie de [AMX]. Fig.8. Variatia vitezei de consum a ionilor
[NO21=1*10"M, pH=2,6; t=20°C; nitriti in functie de AMX.

Procesul de nitrozare a amoxicilinei a fost studiat la fel dupa variatia concentratiei de amoxicilina. S-a
masurat absorbanta in sistem dupd maximul de absorbtie al substratului de nitrozare in functie de diferiti
parametri.
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Fig.9. Curbe cinetice de variatic a [AMX] Fig.10. Variatia vitezei de nitrozare a
la nitrozarea acesteia cu NO>'". AMX in functie de [AMX].

[NO2=1x10"M; pH=2,6, t=20°C.

Observam aceleasi legitati cinetice, iar viteza de nitrozare a AMX creste odatd cu cresterea concentratiei
de AMX. Daca comparam vitezele de nitrozare a amoxicilinei dupa variatia [NO2] si [AMX], constatam ca
prima in conditii Similare este mai inalta (Fig.9,10).

Studiul procesului de nitrozare a amoxicilinei cu nitriti i0ni in prezenta antioxidantului natural cvercetina

S-a stabilit ca cvercetina si alti polifenoli din clasa flavonoizilor au proprietate de a inhiba procesele de
nitrozare in produsele farmaceutice. Pentru a reduce procesul de nitrozare a amoxicilinei, in cadrul cercetarilor
experimentale s-a utilizat cvercetina cu diferite concentratii.

Analizind figurile 11 si 12, mentiondm c la nitrozarea amoxicilinei cu nitrit in prezenta cvercetinei s-a
observat ca consumul de NO> creste odatd cu cresterea conentratiei de cvercetind, iar concentratia remanenta
de NOz in sistem scade. Astfel, constatdm ca agentii de nitrozare, care se formeaza din nitriti, interactioneaza
cu cvercetina, astfel concentratia lor in sistem scade mai mult. Cu cat mai mare este concentratia de cverceting,
Cu atat creste viteza de consum a nitritilor in sistem. Mecanismul de inhibitie a cvercetinei consta 1n proprie-
tatea acesteia de a se nitroza cu cationul de nitrozoniu, inhiband nitrozarea medicamentului.
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Fig.11. Variatia [NO27] in functie de [QV] (dupa nitrit). Fig.12. Variatia vitezei de consum a ionilor

NO;" in functie de concentratia antioxidantului.
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S-a studiat procesul de nitrozare a Amx, in prezenta cvercetinei, dupa variatia de [AMX]
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Fig.13. Variatia [AMX] in cadrul procesului Fig.14. Variatia vitezei de consum a AMX la
de nitrozare a acesteia in prezenta Qv. nitrozarea acesteia la diferite concentratii de Qv.

[NO,]=1x10"* [AMX]=1x10", pH=2,6, t=20°C.

Studiind variatia concentratiei de amina (amoxicilind) in cadrul nitrozarii cu nitrit in prezenta cvercetinei
(Fig.13), constatam ca amina se consuma cu mult mai putin comparativ cu sistemul fara cvercetind, ceea ce
denota ca cvercetina are o reactivitate mai mare fatd de agentul de nitrozare decat amoxicilina. Cu cat con-
centratia de cvercetind creste, cu atat se mareste [AMX], iar viteza de consum a acesteia se micsoreaza (Fig.14).

Anumiti compusi fenolici (resorcinolul sau cvercetina) pot forma N-nitrozoderivati care actioneaza ca
agenti de nitrozare puternici. Efectele compusilor fenolici asupra nitrozarii depinde nu doar de structura lor,
dar si de mediul de reactie, natura substratului aminic si de concentratia relativa a nitritului si a fenolilor [7].
Efectele inhibitoare sunt studiate cand raportul molar [nitrit]:[compus fenolic]<I, si inhibitia creste cand
acest raport este in descrestere. In prezenta unei concentratii mari de compusi fenolici, agentul de nitrozare
este fie complet redus la NO, fie este transformat in C-nitrozoderivati, astfel incat nitrozarea este complet
blocata. Cataliza nitrozarii poate avea loc cu participarea compusilor fenolici care pot forma C-nitrozoderivati
cu raportul molar [nitrit]:[Qv]>1 [4].

Concluzii

in procesul de studiere a legitatilor cinetice de consum al nitritilor la nitrozarea amoxicilinei s-a constatat
cd viteza de nitrozare a AMX cu ioni nitriti depinde de pH, in intervalul 1,5-4,6. Odata cu cresterea pH-ului
mediului are loc micsorarea vitezei procesului de nitrozare a amoxicilinei. in acest context, constatim ca in
calitate de agent de nitrozare participa cationul de nitrozoniu (H,ONO"), care se formeaza in mediul acid din
nitriti ioni. Procesul de nitrozare a amoxicilinei cu nitriti ioni depinde de concentratia agentilor de nitrozare
formati si a substratului de nitrozare. La fel a fost studiat procesul de nitrozare a AMX dupa consumul sub-
stratului de nitrozare (AMX) prin metoda spectrofotometrica. Viteza de consum dupa variatia [AMX] a pro-
cesului studiat In prezenta cvercetinei este cu mult mai mica decit viteza de consum a ionilor nitriti in aceleasi
conditii experimentale. Astfel, constatdm ca inhibitia procesului de nitrozare a AMX se realizeaza in rezul-
tatul micsorarii concentratiei agentilor de nitrozare datorita interactiunii acestora cu cvercetina.
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