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RESUMEN

Los analisis cinéticos realizados a diferentes temperaturas (20° C - 40° C) indican que el proceso de desdiazoacion
del ion bencenodiazonio (BZ) es de orden uno respecto a BZ siendo A = 2,3.10° sy E, = 112,5 kJmol* en la
ecuacion de Arrhenius asi como AH* = 110,0 kJ.molty AS' = 40,7 J.K-Lmol* para la ecuacion de Eyring. Los
resultados cromatogr aficos revelan que BZ se descompone por un proceso heterolitico mediado por el cation arilo.
La presencia de sales Cu(l) o de Cu(ll) y acido ascorbico produce un cambio del mecanismo de reaccion. Los
compuestos intermedios originados en estas condiciones son especies estables que pueden ser transportadas en la
sangre. El modelo estudiado sugiere una posible explicacion para la localizacién descrita en la literatura para los
tumores producidos por la administracién de BZ a ratas.

PALABRAS CLAVES: Catidn arilo. Cinética. Compuestos genotdxicos. Desdiazoacion. HPLC. 1on bencenodiazonio. Mecanismos
de desdiazoacion.

ABSTRACT

The kinetic analyses carried out at different temperatures (20°C - 40°C) indicate that the dediazoniation process of the
benzenediazonium ion (BZ) is of the order of one, with BZ at A = 2,3.10° s*and E, = 112,5 kJ.mol* for the Arrhenius
equation, and AH* = 110,0 kJ.mol'* and AS" = 40,7 J.K~.mol* for the Eyring equation. The chromatographic results
reveal that BZ decomposes through a heterolytic process mediated by the aryl ion. The presence of Cu(l) or Cu(ll) salts
and ascorbic acid produce a change in the reaction mechanism. The intermediate compounds produced in these conditions
are stable species that may be transported in the bloodstream. The model studied suggests a possible explanation for the
localisation of tumours produced by the administration of BZ in rats.

KEY WORDS: Aryl cation. kinetics. Genotoxic compounds. Dediazoniation. HPL C. Benzenediazonium ion. Dediazoniation
mechanism.
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INTRODUCCION

Es conocido que los iones arenodiazonios
poseen capacidad mutagénica y carcinogénica
2, Sin embargo, 1os mecanismos implicados en
la genotoxicidad de los compuestos arenodiazo-
nios se conocen sblo parcialmente y existen ciertas
discrepancias acerca de cual es exactamente €l
agente causal. Asi en los primeros estudios de la
reaccion entre nucleobases e iones arenodiazo-
nios?*?? se sugirié la posible accién genotdxica
directa de los propios iones arenodiazonios to-
mando como base la aparicion de productos fi-
nales tales como C°-NH, y C*-NH, triacenos
derivados de adenina, adenosinay guanosina 5’ -
monofosfato. Asi mismo se han obtenido evi-
dencias indirectas de la formacion de aductos
triacenos en restos adenina del ADNZ. En algun
caso se ha indicado la posibilidad de que los
dafios observados en ADN en su reaccion con
iones arenodiazonios, pudieran estar originados
por una accién simultdnea de estos iones y del
radical arilo derivado de ellos?*. De otro lado, la
formacion del aducto triacénico ha sido conside-
rada como una etapa intermedia en la arilacion
delosrestos adeninadel ADN?5. Ademés, € efecto
de los radicales arilos no parece limitado al ata-
que sobre las bases sino que también se les ha
asociado a la fracturainespecifica de las cadenas
de ADN?*2°, Mas recientemente se han aportado
datos sobre la capacidad de los radicales centra-
dos en el carbono formados a partir del ion p-
metilbencenodiazonio, para provocar la activa-
cion de AP-1 y fosforilacion de las proteinas
ERK1, ERK2 y p38 a igual que lo hacen el
anion superoxido y el radical hidroxilo®.

Los principales efectos observados en la inte-
raccion entre iones arenodiazonios y nucleobases,
nucledsidos y polinuclebtidos sintéticos y natura-
les, han sido atribuidos a los radicales arilos dada
la facilidad con la que se produce in vitro la ari-
lacién de los citados sustratos™. Por otra parte, €l
hecho de que un nimero importante de los agen-
tes reductores in vitro son también reductores en
el @mbito celular hace que € proceso de aparicién
del radical arilo in vivo pueda suponerse que tiene
también una alta posibilidad de producirse. Sin
embargo, no se ha encontrado una evidencia de-
finitiva de que los darfios en el ADN que confie-
ren capacidad carcinogénica a los iones arenodia-
Zonios sean debidos a ataque directo de losradicales
arilos procedentes de los citados iones.
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INTRODUCTION

It is aready well known that the arenediazo-
nium ions possess mutagenic and carcinogenic
capacity*®. However, the mechanisms involved
in the genotoxicity of the arenediazonium com-
pounds are only partially known and certain dis-
crepancies exist as to which of the agents is
responsible. Therefore, in the first studies of the
reaction between nucleobases and arenediazonium
iong}22 | the possibility of a direct genotoxic
action from the arenediazonium ions themselves
was suggested on the basis of the appearance of
final products, such as C°-NH, y C*NH, triaze-
nes derived from adenine, adenosine and guano-
sine 5 -monophosphate. Additionally, indirect
evidence of the formation of triazene adducts of
adenine residues DNAZ have been encountered.
In some cases, the damage caused to the DNA,
observed in the reaction with arendiazonium ions,
indicates the possibility that this may be result
of the simultaneous action of these ions and the
resulting aryl radical derived from them. On the
other hand, the formation of the triazene adduct
has been considered as an intermediary stage in
the arylation of adenine residues in DNA%. Fur-
thermore, the effect of radical aryls does not seem
to be limited to an attack upon the bases, but has
al so been associated with the unspecific DNA strand
breakage 262°. More recently further data has been
provided on the capacity of the carbon centered
radicals, formed from the p-methyl benzenedia-
zonium ion, to bring about the activation of AP-
1 and the phosphorylation of the proteins ERK1,
ERK2 & p38K, just as is the case with the supe-
roxide anion and hydroxyl radicals®.

The main effects observed in the interaction
between arenediazonium ions and nucleobases,
nucleosides and synthetic and natural polynucleo-
tides, have been attributed to the aryl radicals,
given the ease with which the arylation of such
sustrates occur under in vitro conditions®. On
the other hand, the fact that a high number of
reducing agents in vitro are also present in a
cellular context, may lead us to the suppose that
there is a good possibility that the aryl radical
may also appear under in vivo conditions. However,
no definitive evidence has been found to suggest
that the damage to the DNA, which confers the
arenediazonium ions with their carcinogenic ca-
pacity, is to be attributed to a direct attack by
the aryl radicals that are liberated from such ions.
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En cualquier caso, parece bien establecido que
la toxicidad de los iones arenodiazonios es €l
resultado de la aparicién de compuestos muy
reactivos en € proceso de desdiazoacion. Se admite
gue las vias fundamentales de desdiazoacion
incluyen los procesos que transcurren a través
de mecanismos heteroaliticos y homoliticos®? donde
son especies intermedias el cation arilo y €l ra-
dical arilo respectivamente. Ambos mecanismos
pueden presentarse de forma simultdnea'y com-
petitiva dependiendo de las condiciones experi-
mentales bgjo las cuales tenga lugar la desdia-
zoaciéon tal como ha sido sugerido por varios
autores®.

El presente estudio analiza la desdiazoacion
de BZ en medio acuoso adicionado de NaCl en
la misma proporcién que se ha mostrado tumo-
rigénica en ratas'.

MATERIALES Y METODOS
Aparatos

El andlisis elemental de BZ se realizd en un
analizador elemental Fisons Carlo Erba EA 1108
del Centro de Instrumentacion Cientifica de la
Universidad de Granada. Las medidas espectro-
fotométricas se realizaron en un espectrofotome-
tro Cintra 10 con termostatacién por bafio exter-
no Frigomix (precisiéon 0,1 °C). Las medidas de
HPLC fueron realizadas en un cromatografo
Merck-Hitachi, provisto de bomba L-7100 Lab-
Chrom con apliacion para tratamiento de datos
D-7000 HSM. Las fases acuosas fueron filtradas
por un sistema Millipore con tamafio de poro
0,45 pm. Se empled una columna Kromasil C18
(4,6 mm x 250 mm) con tamafio de particula de
5 um con una precolumna LiChrospher C18 100.
L os disolventes se desgasificaron por sonicacion.
L as fases mdviles empleadas fueron acetonitrilo:
agua (30:70) y acetonitrilo:agua (70:30) con flu-
jo isocrético de 1 mL.mint en ambos casos. Las
medidas de pH se efectuaron en un potenciome-
tro calibrado Crison GLP 22.

Reactivos
Se ha obtenido la sal tetrafluorborato de BZ

de acuerdo con el método descrito por Canning
y col.**. El andlisis elemental del compuesto

In any case, it does seem to be well establis-
hed that the toxicity of the arenediazonium ions
is the result of the appearance of very reactive
compounds in the dediazoniation process. It has
been accepted that the fundamental dediazonia-
tion pathways include the processes that occur
through the heterolytic and homolytic mechanis-
ms*, where the aryl cation and the aryl radical
are the respective intermediate species. As sug-
gested by several authors®, both mechanisms may
appear simultaneously or competitively, depen-
ding on the experimental conditions under whi-
ch dediazoniation takes place.

The present study analyses the dediazonia-
tion of BZ in aqueous medium with added NaCl
in the same proportion that has previously been
shown to be tumorigenic in rats'.

MATERIALS AND METHODS
Apparatus

Elemental BZ analysis was carried out in an
elemental Fisons Carlo Erba EA 1108 analyser
from the Scientific Instrumentation Centre at the
University of Granada. The spectrophotometric
measurements were carried out in an Cintra 10
spectrophotometer with thermostatic control be-
ing made through an external Frigomix bath
(precision £0.1 °C). The HPLC measurements
were carried out in a Merck-Hitachi chromato-
graph with a LaChrom L-7100 HPLC pump. All
computations were performed using the Merck
D-7000 HSM data system. The aqueous phases
were filtered with a Millipore system with a pore
size of 0.45 um. A Kromasil C18 Column (4.6
mm x 250 mm) with a particle size of 5 um and
a LiChrospher C18 100 precolumn was used and
the solvents were degassed through sonification.
The mobile phases used were acetonitrile: water
(30:70) and acetonitrile;water (70:30) with an
isocratic flow of 1 mL.min? in both cases. pH
measurements were performed in a Crison GLP
22 calibrated potentiometer.

Reactives
The BZ tetrafluorborate salt was obtained in

accordance with the method described by Can-
ning y col.*. The elemental analysis of the com-
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obtenido dio los siguientes resultados Calc.:
C(37,54%); N(14,60%); H(2,63%) Encontrado:
C(37,29%); N(14,49%); H(2,98%). En la prepa-
racion de las disoluciones se utilizé agua bides-
tilada. Los reactivos y disolventes empleados
fueron de un alto grado de purezay se usaron tal
como se recibieron sin purificacion adicional. Para
las medidas cromatograficas se emplearon disol-
ventes de grado HPLC.

Medidas cinéticas

Las medidas cinéticas se efectuaron utilizan-
do disoluciones acuosas de BZ (conc = 1.10* M)
en presencia de un 0,9 % de NaCl (pH = 6,01).
Las medidas espectrofotométricas se efectuaron
en el intervalo de 220 nm a 500 nm con las
muestras termostatadas en la cubeta del espec-
trofotometro. Los datos espectrofotométricos
fueron tomados a interval os regulares de tiempo
gjustando el funcionamiento del aparato median-
te un programa disefiado a tal efecto. Las medi-
das se realizaron hasta que se completé mas del
70% de la descomposicion de BZ en todas aque-
[las pruebas en las que ello fue posible (tempe-
ratura > 30 °C). Para las pruebas realizadas en
presencia de ion Cu(l) se prepar6 una disolucion
1.104 M de CuCl en disolucion acuosa de NaCl
al 0,9 %.

Medidas cromatogr aficas

En algunos experimentos se emplearon diso-
luciones acuosas de BZ (9,52.10® M) adiciona-
das de NaCl 0,9% mantenidas a 37 °C durante
90 min.. Al cabo de ese tiempo se inyectaron 20
uL de la muestra previamente filtrada y se obtu-
vieron los cromatogramas en un margen de tiempo
de 30 minutos. Otras experiencias se realizaron
utilizando disoluciones tamponadas (tampo6n fos-
fato 0,2 M; pH 7,5) de BZ (2,60.10° M) adicio-
nadas de NaCl 0,9 % en presenciay ausencia de
acido ascorbico 0,003 M y CuSO,.5H,0 (4,62.10
® M) gue se mantuvieron a temperatura constan-
te de 37 °C. La identificacidn de las principales
sefiales cromatogréficas se realizé por compara-
cién con las abtenidas en los cromatogramas de
los compuestos puros registrados en las mismas
condiciones experimentales.
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pound obtained gave the following results: Cal-
culated: C(37.54%); N(14.60%); H(2.63%) Found:
C(37.29%); N(14.49%); H(2.98%). In the prepa-
ration of the solutions Doubly distilled water from
a Millipore system was used. The reactives and
solvents used were of a high degree of purity
and were used without further purification. HPLC
grade solvents were used for the chromatogra-
phic measurements.

Kinetic measurements

The kinetic measurements were performed
using aqueous solutions of BZ (con. = 1.10* M)
containing NaCl (0.9%) (pH = 6.01). The spec-
trophotometric measurements were performed at
the interval of 220 to 500 nm by placing the
samples directly into the thermostatized spectro-
photometric cell.. The spectrophotometric data
were taken at regular intervals of time by using
a program designed for such a purpose. The
measurements were carried out until over 70%
of BZ had been decomposed in all of the kinetic
experiments, where such a possibility existed
(temperature > 30 °C). With regard to the tests
carried out in the presence of the Cu(l) ion, a
solution of CuCl 1.10* M in an agueous solution
of NaCl (0.9 %) was prepared.

Chromatographic measurements

In some experiments agueous solutions kept
at 37°C during 90 min. of BZ (9,52.10° M) with
added NaCl (0.9%) were used. 20uL of previo-
usly filtered sample was subsequently injected
and the chromatograms were attained within a
time period of 30 minutes. In other cases, buffe-
red solutions (buffer phosphate 0.2M; pH 7.5) of
BZ (2.60.10° M) with added NaCl (0.9%) were
used in the presence or absence of ascorbic acid
(0.003 M) and CuSO,.5H,0 (4.62.10° M). The
solutions were kept in all cases at a constant
temperature of 37°C. The identification of the
main chromatographic signals was carried out
through comparison with the chromatograms
obtained from the pure compounds that were
registered under the same experimental condi-
tions.
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RESULTADOS

En pruebas previas se ha comprobado que las
disoluciones acuosas de BZ son estables tanto a
lairradiacion ambiental como a lairradiacion de
los aparatos de medida. Muestras irradiadas a la
luz del laboratorio o por la fuente luminosa del
espectrofotdmetro presentaron |0os mismos espec-
tros de absorciéon gue muestras alicuotas mante-
nidas en oscuridad.

La absorcion de BZ en medio acuoso se ca-
racteriza por la presencia de una banda de absor-
cién con un maximo a 262 nm (¢ = 12011
M-1.cmt) y un hombro situado hacia 294 nm. La
descomposicion de BZ en medio acuoso adicio-
nado de NaCl provoca la disminucién de la in-
tensidad de la banda de absorcion. En la Figura
1 se muestran los espectros de absorcion regis-
trados a distintos tiempos con muestras de BZ
disueltas en agua en presencia de NaCl 0,9 % a
37 °C. Se puede apreciar, en efecto, una dismi-
nucién de absorbancia en la banda con maximo
a 262 nm sin cambios significativos en su perfil.
Se puede apreciar igualmente la aparicion de un
punto isosbéstico hacia 225 nm lo que sugiere la
transformacion de BZ en un unico producto.

RESULTS

In previous tests, the agueous BZ solutions
were seen to be stable, being neither susceptible
to environmental irradiation or theirradiation given
off by the apparatus used for taking the measu-
rements. In fact, the samples irradiated from
exposure to laboratory light or to the light from
the spectrophotometer, presented the same ab-
sorption spectra as the aliquot samples kept in
darkness.

The absorption of BZ in aqueous medium is
characterised by the presence of a maximum
absorption located at 262 nm (¢ = 12011 ML
cm™?) and a shoulder situated around 294 nm.
The decomposition of BZ in agueous medium
with added NaCl caused a decrease in the inten-
sity of the absorption. In Figure 1, the absorp-
tion spectra registered at different times, for BZ
samples dissolved in water, in the presence of
NaCl (0.9 %) at 37 °C, may be observed. It is
noticeable a decrease in absorbance at 262 nm
without significant changes in the spectrum sha-
pe. The appearance of an isosbestic point at 225
nm can also be observed, which suggests the
transformation of BZ into a single product.

FIGURA 1. Espectros de absorcion medidos a diferentes tiempos con una disolucion acuosa de BZ (1.104 M)
adicionada de NaCl (0,9 %) (Temperatura = 37 °C).

FIGURE 1. Absorption spectra measured at different times with an agueous solution of BZ (1.10“* M) with added
NaCl (0.9 %) (Temperature = 37°C).
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El andlisis cromatogréfico por HPLC de una
muestra de BZ mantenida a 37 °C durante 90
minutos en medio acuoso adicionado de NaCl
(0,9 %) indica que BZ se descompone para dar
fenol como principal producto. La sefial croma-
tografica con un tiempo de retencion de 9,89
minutos ha sido asignada al fenol ya que el tiempo
de retencion y el espectro de absorcion (A, =
271,6 nm) asociado a esta sefial concuerda con
el que aparece en el cromatograma registrado
con fenol puro.

La Figura 2 muestra el descenso de la con-
centracién de BZ como resultado del proceso de
desdiazoacion a diferentes temperaturas. Los datos
de concentracion se han calculado de acuerdo
con la expresion

[6z] =

A262 _ [BZ]O £262
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Chromatographic analyses of a BZ sample kept
at 37°C for 90 minutes in aqueous medium with
added NaCl (0.9 %), indicate that BZ decompo-
ses and yields phenol as its main product. The
chromatographic signal with a retention time of
9.89 minutes has been assigned to phenol, given
that such a retention time and the absorption
spectra (A, = 271.6 nm) associated with this
signal, coincide with those registered for pure
phenol.

Figure 2 shows the decrease in the concentra-
tion of BZ as a result of a process of dediazonia-
tion at different temperatures. The concentration
data have been calculated in accordance with the
following expression:

p

donde A% representa la absorbancia medida
a 262 nm; [BZ] la concentracion inicial de BZ,
e, €l coeficiente de extincion molar de BZ a
262 nmy € %2 el coeficiente de extincién molar
del fenol a 262 nm (1208 M-t.cmt). Se ha admi-
tido, por tanto, que la transformacién de BZ en
fenol da lugar a una absorbancia residual a 262
nm que es considerada en €l céalculo de la con-
centracion de BZ.

También se puede observar en la Figura 2
gue se obtiene un buen gjuste a una cinética de
orden 1 que se justifica admitiendo que

_dlez] _

dt
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where A%®? represents absorbance measured at
262 nm; [BZ] the initial BZ concentration; €_,%
the molar absorption coefficient for BZ at 262
nm and € 262 the molar absorption coefficient for
phenol at 262 nm (1208 M-t.cm?). It has there-
fore been accepted that the transformation of BZ
into phenol gives rise to aresidual absorbance at
262 nm, which has been considered in the calcu-
lation of the BZ concentration.

It can also be observed in Figure 2 that the
calculation fits a kinetics of first order, which
can be justified by accepting that the BZ dedia-
zoniation process occurs according to the follo-
wing rate equation:

kobs [BZ]
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FIGURA 2. Variacion de la concentracion de BZ en funcion del tiempo obtenida a partir de disoluciones acuosas de
BZ (1.10* M) adicionadas de NaCl (0,9 %) a diferentes temperaturas.

FIGURE 2. Plots of BZ concentrations vs. time. Concentration data were calculated from the absorbance measured at
262 nm with aqueous solutions of BZ (1.10* M) with added NaCl (0,9 %) at different temperatures.
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Los valores de k , a las diferentes tempera-
turas aparecen relacionados en la Tabla 1, junto
alos coeficientes de regresion de las rectas ajus-
tadas en cada caso. El valor obtenido a 25 °C,
38,3.10°% st es proximo a 35,1.10% st encontrado
por Maskill y McCrudden®*. Asi mismo, el re-
sultado hallado para k. a 35 °C (1,9.10“ s?)
coincide muy bien con el valor 2,0.10“ s? reco-
gido en la literatura®.

The k. values calculated from the integrated
rate equation for the dediazoniation of BZ at the
different temperatures are indicated in table I,
together with the regression coefficients for the
fitted lines in each case. The value obtained at
25°C, 38.3.10° s' is close to 35.1.10° s* found
by Maskill and McCrudden3*. Similarly, the re-
sult found for k__at 35°C (1.9.10* s?) closely
coincides with the value 2.0.10* s* reported el-
sewhere %,

TABLA 1. Valores de k, obtenida en el andlisis cinético de los datos experimentales obtenidos en la degradacion
de BZ en medio acuoso adicionado de NaCl (0,9 %) a diferentes temperaturas. Valores de los coeficientes de regresion
de las rectas gjustadas (R?).

TABLE 1. k_ values obtained from kinetic analysis of the experimental data obtained in the dediazoniation of BZ
in an aqueous medium with added NaCl (0.9%) at different temperatures. Regression coefficient values
of the fitted lines (R?).

T(°C) Kos (S7) R?

20 21.7.10° 0.9980
25 38.3.10° 0.9995
30 96.7.10° 0.9999
35 193.3.10° 0.9999
37 256.7.10° 0.9996
40 383.3.10° 0.9997
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Los valores de las constantes de velocidad
observadas permiten determinar los valores de A
y E, en la ecuacion de Arrhenius que resultaron
ser 2,3.10% sty 1125 kd.mol? respectivamente
que se corresponden bastante bien con los valo-
res recogidos en la literatura®:3,5.10" sy 113
kJ.mol%. Asi mismo, utilizando los valores ex-
perimentales de k. es posible determinar los
parametros de la ecuacion de Eyring. El buen
gjuste encontrado para los datos, segun se apre-
cia en la Figura 3, supone la confirmacién de
que, en el margen de temperatura analizado, la
entropia y entalpia de activacion son préactica-
mente independientes de la temperatura o que
permite calcular un valor de 110,0 kJ.mol* para
AH*y de 40,7 JK1.mol* para AS'. Estos valores
son concordantes con los citados por Canning y
col**. quienes obtienen 109 kJ.mol?! y 37
J.K-1.molrespectivamente para €l proceso de des-
diazoacién de BZ a 25 °C. Los valores positivos
encontrados para AS' y el alto valor de AH* son
caracteristicos de reacciones unimoleculares S 1
en compuestos alifaticos® y son valores tipicos
encontrados en las reacciones de desdiazoacion
heteroliticas de los iones arenodiazonios** en
presencia de nucleofilos débilmente bésicos.
Dichos procesos estan mediados por el cation
arilo cuya alta reactividad y escasa especificidad
permiten su rapida reaccion con los nucledfilos
disponibles®?, en este caso los iones hidroxilos
del medio para dar fenol, segiin un proceso uni-
molecular S 1

ArN2+ — [Ar+

oH
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From the rate constants, the values for A and
E, in the Arrhenius equation, were calculated to
be 2.3.10% s'y 1125 kdmol* respectively,
coinciding closely with the values previously
published® :3,5.10%° st and 113 kJ.molt. Simi-
larly, using the experimental values for k it is
possible to determine the parameters of the Eyring
equation. As may be appreciated in Figure 3, the
good fit found for this data, enables us to con-
firm that within the temperature range analysed,
the entropy and enthalpy of activation are prac-
tically independent of temperature, thus enabling
us to calculate a value of 110.0 kd.mol* for AH*
and 40.7 JKtmol? for AS". These values are
consistent with those reported by Canning y col®4.,
who obtained 109 kJmol* and 37 JK*.mol*
respectively, in the BZ dediazoniation process at
25°C. The positive values found for AS* and the
high value for AH* are characteristic of S 1 uni-
molecular reactions in aliphatic compounds*” and
are typical values found in heterolytic dediazo-
niation reactions of the arenediazonium ions*3
in the presence of weakly basic nuclephiles. Such
processes are mediated by the aryl cation whose
high reactivity and low specificity permit itsrapid
reaction with the nucleophiles available®, in this
case the hydroxyl ions, to give phenol, in accor-
dance with a S 1 unimolecular process.

NZ]: Ar++N2

At — = ACH
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FIGURA 3. Representacion de los datos experimentales y ajuste de los mismos a la ecuacion de Eyring.
Insertos aparecen los pardmetros del ajuste.

FIGURE 3. Plot of the Erying equation for the experimental data obtained in the decomposition of BZ
at different temperatures.
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Por otra parte, en presencia de CuCl la velo-
cidad del proceso de descomposiciéon de BZ se
ve incrementada tal como se puede apreciar en
la Figura 4 en donde se comparan las curvas
obtenidas al representar los valores de absorban-
cia a 262 nm medidos con disoluciones de BZ
termostatadas a 37 °C en ausencia de CuCl y en
presencia de dos concentraciones de CuCl. El
incremento de la velocidad del proceso en pre-
sencia del i6n Cu(l) viene acompafiado por la
aparicion de una absorcion hacia 368 nm y la
pérdida del punto isosbéstico a 225 nm (Figura
5). Estas caracteristicas no se observan en las
pruebas realizadas en ausencia del citado ion. Se
puede, ademas, comprobar que los espectros
obtenidos tras 92 minutos de reaccion en presen-
cia de CuCl, son claramente diferentes del que
se obtiene tras e mismo tiempo de reaccion en
ausencia de CuCl (Figura 6).

w=-100967 2 + 40,661
R*=0.0058

On the other hand, in the presence of CuCl,
the rate of the process of decomposition of BZ
is increased (Figure 4). In this figure it is pos-
sible to compare the curves obtained from the
absorbance values measured at 262 nm and di-
fferent times with solutions of BZ kept at 37°C,
both in the absence of CuCl and in the presence
of two CuCl concentrations. The increase in the
rate of the process in the presence of Cu(l) ion
is accompanied by the appearance of an absorp-
tion around 368 nm and the loss of the isosbetic
point at 225 nm (Figure 5). These characteristics
were not observed in the experiments carried out
in the absence of Cu(l) ion. Furthermore, it can
be seen that the spectra obtained after 92 minu-
tes of reaction in the presence of CuCl, are clearly
different from that which is obtained after the
same reaction time in the absence of CuCl (Fi-
gure 6).
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FIGURA 4. Variacion de la absorbancia medida a 262 nm con disoluciones de BZ (1.10* M) adicionadas de NaCl
(0,9 %) mantenidas a 37 °C en ausencia de Cu(l) (curva 1) y en presencia de Cu(l) (1.10* M) (curva 2). Para la
obtencion de los datos de la curva 3 se utilizd una disolucion de BZ (1.10* M) preparada con una disolucion saturada
con CuCl (1,73 10 M) y previamente filtrada.

FIGURE 4. Variation in absorbance measured at 262 nm with BZ solutions (1.10“% M) with added NaCl (0.9 %)
maintained at 37°C in the absence of Cu(l) (curve 1) and in the presence of Cu(l) (1.10* M) (curve 2).
In order to obtain the data for curve 3, a solution of BZ (1.10* M) prepared with a previously filtered saturated
solution of CuCl (1.73 10° M) was used.
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FIGURA 5. Espectros de absorcion medidos a diferentes tiempos con una disolucion acuosa de BZ (1.10“ M)
adicionada de NaCl (0,9 %) (Temperatura = 37 °C) preparada con una disolucién saturada con CuCl (1,73 10° M)
y previamente filtrada.

FIGURE 5. Absorption spectra measured at different times with an agueous solution of BZ (1.10* M) with added NaCl
(0.9 %) (Temperature = 37°C), prepared with a previously filtered saturated agueous solution of CuCl (1.73 103 M).
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FIGURA 6. Comparacion de los espectros de absorcion registrados con disoluciones acuosas tamponadas (tampén
fosfato 0,2M, pH=7,5) de BZ (1.10* M) adicionadas de NaCl (0,9%) mantenidas a 37 °C durante 92 minutos en
ausencia de Cu(l) (espectro 1) y en presencia de Cu(l) (1.10% M) (espectro 2). El espectro 3 fue registrado con una
disolucién de BZ (1.10* M) preparada con una disolucion saturada con CuCl (1,73 102 M) y previamente filtrada.

FIGURE 6. Comparison of the absorption spectra registered with buffered aqueous solutions (Phosphate buffer 0.2M,

pH=7.5) of BZ (1.10* M) with added NaCl (0.9%) maintained at 37°C for 92 minutes in the absence of Cu(l) (spec-

trum 1) and in the presence of Cu(l) (1.10“* M) (spectrum 2). Spectrum 3 was registered with a solution of BZ (1.10*
M) prepared with a previously filtered saturated solution of CuCl (1,73 103 M).
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Por otra parte, se ha realizado un andlisis
cromatogréafico de la reduccion de BZ a pH 7,5
en presencia de CuSO, utilizando &cido ascorbi-
co como iniciador. Los resultados se muestran
en la Figura 7. EI cromatograma registrado in-
mediatamente después de preparar la disolucion
de BZ en medio tamponado y en ausencia del
ion cobre y del &cido ascorbico (Figura 7.A)
muestra una sefial intensa que solapa otra sefial
mas débil con tiempo de retencién a 5,53 min.
El espectro asociado a esta sefial presenta una
banda de absorciéon hacia 350 nm por lo que
puede ser perfectamente diferenciada de la sefia
de BZ que no absorbe en esa zona. No se ha
hecho ningln intento por identificar al producto
gue origina esta sefial. Tras 60 minutos de ter-
mostatacion a 37 °C, se registrdo de nuevo €l
cromatograma a esta muestra previa filtracion
ya que se habia formado una cantidad importan-
te de un precipitado oscuro. El cromatograma
del filtrado (Figura 7.B) presenta una reduccién
significativa de la sefial debida a BZ (tiempo de
retencion < 3 minutos). Se advierte igualmente

On the other hand, a chromatographic analy-
sis of the reduction of BZ at pH 7.5 in the pre-
sence of CuSO, using ascorbic acid as initiator
was carried out. The results are shown in Figure
7. The chromatogram registered immediately after
preparing the BZ solution in buffered medium
and in the absence of the copper ion and ascor-
bic acid (Figure 7A), shows an intense signal
that overlaps another weaker signal with a reten-
tion time at 5.53 min. The spectrum associated
with this signal presents an absorption wavelength
around 350 nm, this being clearly differentiated
from the BZ signal, which does present absorp-
tion within this area. No attempt has been made
to identify the species that produces this signal.
After 60 minutes kept at 37°C, this sample was
again analysed after a filtration to eliminate the
dark precipitate formed. The chromatogram of
the filtered sample (Figure 7B) presents a signi-
ficant reduction in the signal corresponding to
BZ (retention time < 3 minutes). The presence
of asignal with aretention time of 3.23 minutes
can aso be observed. This retention time coin-
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la presencia de una sefial con un tiempo de re-
tencion de 3,23 minutos que es el mismo tiempo
de retencién obtenido con fenol puro. Ademas,
el espectro de absorcion asociado a esta sefial
coincide con el que aparece asociado a la sefial
del cromatograma obtenido con fenol puro. Cuando
la muestra de BZ se trata con CuSO,/acido as-
corbico el cromatograma registrado tras preparar
la disolucion (Figura 7.C) muestra sefides a 3,25
y 5,87 minutos que han sido identificadas por
los tiempos de retencion y los espectros de ab-
sorcion, como correspondientes al fenol y ben-
ceno respectivamente. Estos resultado se repro-
ducen en el cromatograma de la misma muestra
después de 60 minutos termostatada a 37 °C y
previa filtracién (Figura 7.D).

QUINTERO B, CABEZA MC, MARTINEZ PUENTEDURA MI, ET AL.

cides with that obtained with pure phenol. Addi-
tionally, the absorption spectra associated with
this signal also coincides with the chromatogra-
phic signal obtained with pure phenol. When the
BZ sample is treated with CuSO,/ascorbic acid
the chromatogram registered with a recently pre-
pared solution (Figure 7C) shows signals at 3.25
and 5.87 minutes. These retention times and the
absorption spectra obtained correspond to phe-
nol and benzene, respectively. These results are
reproduced in the chromatogram of the same
sample after 60 minutes kept at 37°C and pre-
vious filtration (Figure 7D).

FIGURA 7. Cromatogramas registrados con disoluciones de BZ (2,6.10%M) en disoluciones tamponadas (tampo6n
fosfato 0,2 M pH=7,5) adicionadas de NaCl (0,9%) en ausencia (A,B) y en presencia (C,D) de Cu(ll) (4,62.10°.M) y
acido ascérbico (0,003 M) con muestras recién preparadas (A,C) y tras ser mantenidas a 37 °C durante 60 minutos
(B,D). Fase movil: acetonitrilo:agua (70/30). Flujo: 1 mL.mint. Longitud de onda de andlisis: 255 nm.

FIGURE 7. Chromatograms registered with solutions of BZ (2,6.103.M) in buffered solutions (phosphate buffer 0,2 M
pH=7,5) with added NaCl (0.9%) in the absence of (A,B) and in the presence of (C,D) Cu(ll) (4.62.10°.M) and
ascorbic acid (0,003 M) with freshly prepared samples (A,C) and after having been maintained at 37°C for 60 minutes
(B,D). Mobile phase: acetonitrile:water (70/30). Flow: 1 mL.min*. Wavelength: 255 nm.
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DISCUSION

L os resultados recogidos en el presente traba-
jo coinciden con los datos recogidos en la bi-
bliografia y confirman que BZ se degrada con
facilidad en medio acuoso adicionado de NaCl.
Este medio ha sido utilizado en el andlisis de la
incidencia tumoral en ratas producida por la
administracion de BZ*. Administrados por via
subcuténea, los iones arenodiazonios dan lugar,
en general, a la aparicion de tumores subcut&
neos probablemente como resultado de la alta
reactividad de algunas de las especies derivadas
de estos iones |o que lleva a que su accidn téxica
se produzca en el mismo lugar donde se admi-
nistran. Sin embargo, en algunos casos la apari-
cion de tumores se produce en lugares alejados
del punto de administracion y se ha sugerido que
ello es probablemente debido a la formacion de
compuestos intermedios, tales como triacenos,
gue estabilizan al i6n arenodiazonio y permiten
su transporte hasta el punto donde acttan®. En
concreto el i6n bencenodiazonio (BZ) adminis-
trado subcutaneamente a ratas en dosis repetidas
de 25 ug/g peso corpora durante 10 semanas,
origina la aparicion de tumores en el tejido sub-
cuténeo en un porcentaje relativamente pequefio
de los animales tratados (aprox. 8%). Por otra
parte, en animales tratados con dosis repetidas
de BZ por via ora se produce una significativa
incidencia de tumores en el pulmoén (52-62 %)
en tanto que la incidencia de tumores en €l trac-
to gastrointestinal es estadisticamente irrelevan-
te®.

La facilidad con la que se produce la trans-
formacion del ién en el cation arilo a 37 °C junto
alarapiday poco selectiva reaccion de este ién
con cualquier nucledfilo presente en e punto de
administracion de BZ podrian dar como resulta-
do compuestos estables tales como fenol. No hay,
gue sepamos, descrito en la literatura efectos
téxicos que se manifiesten con la aparicion de
tumores en pulmoén. Debe considerarse, en con-
secuencia, la posibilidad de que parte de BZ pase
a la sangre donde pueden tener lugar los cam-
bios en el mecanismo de desdiazoacion.

En este sentido, es conocido que el cobre, si
bien se encuentra en la sangre en una menor
proporcion que el hierro, resulta ser mejor re-
ductor para los iones arenodiazonios®. La canti-
dad total de cobre en sangre®t es de aproximada-
mente 5.10° M. La absorcién del cobre

DISCUSSION

The results found in this study coincide with
the data encountered in the bibliography and
confirm that BZ decomposes easily in an agqueous
medium with added NaCl, the same medium used
in the study of the incidence of tumours in rats
produced by the administration of BZ*°. In gene-
ral, after subcutaneous administration, the arene-
diazonium ions give rise, to the appearance of
subcutaneous tumours. These tumours probably
occur as a result of the high reactivity of some
of the dediazoniation derived species which eli-
cit their toxic action in the same place where
they were administered. However, in some cases
the appearance of tumours can occur in places
that are further away from the point of adminis-
tration. It has been suggested that this could
come about as a result of the formation of inter-
mediate compounds, such as triazenes, that sta-
bilise the arenediazonium ion and permit its trans-
portation to the point where its action takes place®.
Concretely, the benzenediazonium ion (BZ),
administered subcutaneously to rats in repeated
dosages of 25 pg/g of corporal weight for 10
weeks, causes the appearance of tumours in sub-
cutaneous tissue in a relatively low percentage
of animals treated (approx. 8%). Conversely, in
animals treated with repeated oral dosages of BZ,
asignificant incidence of lung tumours was found
(52-62%), while the incidence of tumours in the
gastrointestinal tract was found to be statistica-
[ly irrelevant®®,

The ease with which the transformation of
the ion in the aryl cation at 37°C takes place,
together with the rapid and the relatively un-
selective nature of the reaction of this ion with
any nucleophile present at the point of adminis-
tration of BZ, could give rise to stable compounds,
such as phenol. As far as we know, in current
literature, no reference to the toxic effects that
are manifest with the appearance of lung tumours
have been made. As a consequence, the possibi-
lity should be considered that BZ partialy pas-
ses through to the bloodstream, where changes
in the dediazoniation mechanism take place.

In this sensg, it is already known that copper,
despite being found in blood to lesser extent than
iron, is a better reductant for arenediazonium ions®.
The total quantity of copper in blood* is approxi-
mately 5.10° M. The absorption of copper su-
pplied in the diet occurs in the gastrointestinal

Ars Pharmaceutica, 44.3; 239-255, 2003



252

suministrado en la dieta se produce en €l tracto
gastrointestinal desde donde es transportado al
higado unido a la seroalbumina. Aunque des-
pués es puesto nuevamente en circulacion dentro
del torrente sanguineo unido a la proteina ceru-
loplasmina. Albdminay ceruloplasminajunto con
transcupreina, son las proteinas encargadas del
transporte de Cu en el plasma®*. La alta afini-
dad del Cu por estas proteinas asegura el control
de la actividad redox de este ion ya que como
cation libre cataliza la formacién de radicales li-
bres a partir del oxigeno molecular dando lugar a
efectos oxidativos en las células. Se reconoce, sin
embargo, que algunas modificaciones en la pro-
teina ofrecen la posibilidad de que el cobre unido
a la alblimina actle como agente reductor*,

Los resultados encontrados en la reduccion
de BZ por Cu(l) sugieren, en efecto, un cambio
de mecanismo con respecto a proceso gue tiene
lugar en ausencia de Cu. Asi mismo el proceso
de reduccién de BZ se produce por la accion del
acido ascorbico, un antioxidante natural presente
en el plasma® en una concentracién 2,55 10° M,
queinicia el proceso provocando la reduccion de
Cu(ll) a Cu(l).

El proceso de reduccion de BZ por Cu(l) o
por Cu (l1)-ascérbico da lugar ala aparicion del
radical arilo de acuerdo con e mecanismo de
reaccion de Sandmeyer. La reaccion de Sandme-
yer iniciada por el anién ascorbato ha sido estu-
diada cinéticamente por Hanson y col 5! y se puede
esquematizar del siguiente modo

Asc” +Cu(ll) -
Asc” +Cu(ll) -

ANS +Cu(l) -
Ar+Cu(IDX -

donde el anién ascorbato (Asc) reduce al Cu(ll)
que, asu vez, reduce al ion arenodiazonio (ArN,")
dando lugar al radical arilo (Ar) por €l que com-
piten el anion cloruro (X=CI") o el agua unida
como ligando a Cu (I1) (X=H,0) originando
respectivamente clorobenceno o fenol (ArX).

La aparicion de la sefia del benceno en el
andlisis cromatogréfico de las muestras que con-
tenian acido ascérbico sugiere que la reduccion
de BZ por Cu(l) origina € radical arilo que abstrae
un aomo de hidrégeno del anién ascorbato para
formar benceno.
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tract from where, whilst bonded to the serum
albumin, it is transported to the liver. However,
at alater stage, it subsequently enters into circu-
lation within the blood stream, bonded to the
protein ceruloplasmin. Albumin and ceruloplas-
min together with transcuprein, are the proteins
responsible for the transportation of Cu in the
plasma?*. The high affinity of Cu to these
proteins ensures the control of the redox activity
of thision, given that as a free cation, it catali-
zes the formation of free radicals from molecu-
lar oxigen, which in turn gives rise to oxidation
effects in the cells. However, it is recognised
that some modifications in the protein offer the
possibility that Cu bonded to albumin might act
as a reducing agent*“,

The results found in the reduction of BZ by
Cu(l) suggest, in effect, a change in the mecha-
nism with respect to the process that takes place
in the absence of Cu. Similarly, the reduction
process of BZ is produced by the action of as-
corbic acid, a natural antioxidant present in the
plasma® in a concentration of 2.55 10° M, that
initiates the process, causing the reduction of Cu(ll)
to Cu(l).

The reduction process of BZ by Cu(l), or by
Cu (I)-ascorbic, gives rise to the appearance of
the aryl radical, in accordance with the Sandme-
yer reaction mechanism. The Sandmeyer reac-
tion initiated by the ascorbate anion has been
studied kinetically by Hanson and col.5! and can
be expressed in the following way:

Asc™ +Cu(l)+H"
Asc +Cu(l)

Ar’+N, +Cu(ll)
ArX +Cu(l)

where the ascorbate anion (Asc) reduces Cu(ll)
which, at the same time, reduces the arenediazo-
nium ion (ArN,*), giving rise to the aryl radical
(Ar), for which the chloride anion, (X = CI") or
the water binding Cu(ll) (X = H,0), compete.
The respective reactions result in the formation
of either chlorobenzene or phenol (ArX).

In the case of BZ, the appearance of the ben-
zene signal in the chromatographic analysis of
the samples that contained ascorbic acid suggest
that the reduction of BZ by Cu(l) givesriseto an
aryl radical, which abstracts a hydrogen atom
from the ascorbate anion to form benzene.
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Aunque el modelo escogido en este trabajo es
una sobresimplificacion de posibles mecanismos
gue ocurren en el medio celular o tisular, la
existencia de especies quimicas con actividad
reductoras en el plasma e, igualmente, la presen-
cia de diversos antioxidantes hacen plausible la
formacion de benceno como especie final esta-
ble. Ademaés, debe ser tenido en cuenta que €l
benceno que, una vez activado por el citocromo
PAS0I1EL, posee una reconocida capacidad car-
cinogénica cuyos efectos han sido observados en
pulmonsz-54,

L os datos obtenidos en nuestro estudio apun-
tan a la posible justificacion de la aparicion de
tumores pulmonares en animales tratados con BZ
por via géstrica debido a cambio de mecanismo
de la desdiazoacion de BZ a producirse la ab-
sorcion de este compuesto y posterior reduccién
en sangre par dar lugar a radicales arilos. De
estos radicales pueden derivar compuestos con
actividad carcinogénica en pulmén como seria
caso del benceno formado en un proceso de
abstraccién de un aomo de hidrégeno por € radica
arilo a partir de un sustrato adecuado presente
en la sangre.
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Although the chosen model in this work is an
over-simplification of the possible mechanisms
that occur in a cellular or tissular environment,
the existence of chemical species with redox
activity in the plasma and equally, the presence
of several antioxidants make the formation of
benzene as final stable species plausible. Further-
more, it should be taken into account that benze-
ne, once activated by the cytochrome P45011E1,
posses a recognised carcinogenic capacity, whose
effects have been observed in lungs®>.

The data obtained in our study leads us to the
possible conclusion that the appearance of lung
tumours in animals treated with BZ through gastric
ingestion is to be attributed to a change in the
BZ dediazoniation mechanism, where the absorp-
tion of this compound and its posterior reduction
in the blood stream gives rise to the appearance
of aryl radicals. Carcinogenic activity in the lungs
may be derived from these radical compounds.
This would be the case with benzene formed in
a process of abstraction of a hydrogen atom by
the aryl radical from an appropriate substrate
present in the bloodstream.
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