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INTRODUCCION • 

Actualmente se cons i dera que un carcin6geno es un age~ 

te que incrementa la producci6n de neoplasmas mal ignos en una -

poblaci6n y se sabe que muchos agentes qutmicos , físicos y biol~ 

gicos pueden producir neopl asias . Entre los agentes químicos -­

conocidos como carcinogen~ticos , se encuentra el 2-acetilamino -

fluoreno (N-2-fluorenilace t amida , 2-acet amidofluoreno , 2-AAF, 

AAF) una ami na aromática ampliamente estudiada desde e l punto de 

vista experimental . 

En 1941 , Wilson, De Eds y Cox (1) señalaron que la ---

2-fluorenilacetamida, acetil derivado del acetilaminofluoreno -­

patentado como insectici da por Claborn y Smith (2), era t 6xico -

en r atas y ratones. De la serie de experimentos que llevaron a -

cabo, eldescubrimiento mAs importante se hizo en la autopsia de­

animales sobrevivientes a 100 días de dieta con cantidades varia 

bIes de 2-fluorenilacetamida, en los que se observ6 que los hí-­

gados presentaban características peculiares, tales como a~~ento 

de volumen, coloramarillento y aspecto nodular, adem!s de notar­

se que numerosos tumores a fectaban gran variedad de 6rganos y t~ 

jidos. A partir de este descubrimiento, numerosos investigadores 

han e studiado la carcinogeniticidad , metabol ismo e interacci6n -

con macromol~culas del aceti laminofluoreno, tratando de diluci -

dar el proceso por medio del cual se liega a la formaci6n de neo 

plasmas despu~s de su aplicaci6n . 
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N-2-FLUORENlLACETAlolIDA 

ACCION CARCINOGENETI CA.-

El acetilaminof luoreno (AAF) produce tumores en dife-

rentes Órganos y tejidos ; su efecto es dependiente de la espe -

cie y de la dieta y se ha observado que es susceptible de rnodi-

fieaci6n por el sexo . 

Su efecto carcinogenético ha sido estudiado en varias 

especies: pollo, ratÓn, gato, perro, mono, hamster, cuyo, cone-

jo, y rata, presentando la mayoría una cierta susceptibilidad. 

Existen datos en la literatura (4 , 8, 12, 19) que han demostra-

do que el cuy y la rata a lgodonera son refractarios, en tanto--

que en conejos solament e se presentan tumores en vejiga, uretra 

y pelvis (9, 10 ) Y la rata es l a especie más sensible · (4 ) . 

La rata des arrolla tumores en el hígado, conducto au-

ditivo, estÓmago anterior y pulm6n . Respecto a tum~res hepáti -

cos, son considerablemente más sensibles l os machos que las 
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hembras, las que presentan un mayor tiempo de lat encia; además, 

las hembras desarrollan tumor es en las g14ndulas mamarias depe~ 

diendo de la edad a la que se les trata con el carcin6geno. 

Cuando maduras, los tumores apar ecen despuEs de 5 1/2 meses 

como n6dulos subcutáneos (5), present 4ndose con una incidencia­

muy alta en ratas j6venes y decreciendo cuando se aplica a ra­

tas viejas (6, 7) . 

En contacto con los tej i dos, los carcin6genos, Cv-_,_ 

otros compuestos, son atacados por enzimas u otros constituyen­

tes de los tej idos del huEsped . En la mayoria de los casos, --­

gran parte del metabolismo parece llevar a la formaci6n de com­

puestos de carcin6genos y Estos constituir rutas de detoxifica­

cf6n; sin embargo, una o m4s rutas pueden resultar en la forma­

ci6n de metabolitos con actividad carcinogenEtica igual o mayor 

que la del compuesto administrado. Los productosde este metabo­

lismo han sido llamados metabolitos carcinogenEticos próximos. 

En e l caso del AAF han sido citados corno metabo litos­

urinarios, en rata, derivados hidroxilados en los carbonos 1, -

3, 5, 7, Y 8, tanto en forma conjugada (como g1ucur6ni dos o co~ 

jugados con el ácido sulf6rico) como libre (4, 17 ), ade~~s del­

derivado N-hidroxi lado N-hidroxi-acetilaminofluoreno (N'-CH-AAF) 

que aparece como glucurónido (13), y cuya cantidad excretada s e 

incrementa a medida que la alimentaci6n con el carcin6geno pro­

gresa. 
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En trabajos r ecientes s obre la a c ción c a rcino genét i­

ca de l os metabolitos hidroxi l ados, se ha d emostrado que la -­

N-hi droxi lac i 6n de aminas y amidas a r om!t icas es f r ecuente y -

q ue los N-h idroxi-met abolitos de las aminas arom! t i cas car cinó 

genas, son má s activos y fr e cuentemente m!s carc i nógeno s que -

el compuesto d e orige n, p roducie ndo t umores en s itios donde - ­

Aste es inact i vo (3); as!, Mil l er y Mil ler (14) han encontrado 

que el N-hid r o x i-acet i l a minofluoreno (N-OH-AAF), es m!s activo 

como carcin6geno en l a ra t a, observ!ndose que si se a dminis -­

t ran dosis equ i molare s de AAF y N-OH-AAF e n la d ieta , el deri­

vado N-hidrox i lad G e s m!s t óxico que e l AAF, ma nifest!ndose - ­

esta tox icidad p or una gran pArd i d a de peso a los 30 días, in­

crementada a l terce r mes; a d em!s se presenta un alto porcenta­

je de roortalidad entre l as ratas trat adas. A l os tre s meses de 

dieta , observa ron grandes tumores en 3 de l as r a tas a l imenta -

das con N- OH- AAF, mient r as que n o enc ontra r on n i nguno en las -

r a tas alimentadas c on AAF¡ asimismo , e l metabolito N-hidroxil~ 

do produ j o más c a r ci nomas de l cond ucto a uditi vo, adenocarc ino ­

mas del intes tino delgado e i ndujo neopl a sias en sitios donde 

el AAF es inactivo (est6mago y. peritoneo) . 

Estudios compa rat i vos del metabolismo del AAF e n ra­

t a, c one j o y c uyo (7, 15, 16), sugieren una posible i~portan­

cia d e los mecanismos de N- hidroxilación del AAF durante e l -­

metaboli s mo, en el proceso de carcinogénes i s inducid a por e s te 
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agente. Orinas hidrolizadas con glucoronida s a, reve lan diferen­

cias notab les entre los metaboli t os producidos por ratas y c uyos 

d e spués áe una sola dosis de 914 C-AAF, mientr as que la rata -­

con v i e rte e l carc in6geno a N- , 1-, 3-, 5-, 7- Y 8- hidroxi - d e ri 

vados , s610 lo s tres alt i mo s pueden ser detectados e n l a or ina­

del cuyo. La hidroxilaci6n e n l aposición pa r a (carbono 7) ocu -

rre en ambas espec i e s, s i n e mba rgo el cuyo excreta del 70 al --

90% d e la dosis c omo ácido g l uc o rón i do d e l 7-0 H-AAF, l e que s u ­

giere que este metaboli t o s ea , p rincipalmente, una via d e de to­

xificaci6n , deb i d o a que el c u yo es re s is ten t e a los e f ecto s -­

carcinogenétic os d e l AAF. 

En relac ión a l a dosis i ngeri d a de AAF , podemos consi 

derar que exis te mayor excreci6n del deriv ado N-hidr oxilado en­

el conejo que en la rat a (10). Por otra par t e, el conejo e xcre­

ta los 3- y 7 - hidroxi-metabol i tos en meno r c a n tidad. 

Los cuyos son a l tamente r efra ctar ios a l os e fecto s 

carcin6genos del AAF (4 ) Y ha sido demostrado (15 ) que no es 

metabolizado , en esta e specie , a l d e r i vado N-hidroxilado corres 

pondiente , s i n embar go, Mille r et al (1 6) han e ncontrado q ue en 

cuyas tratado s c on N-OH-AAF se p rod ucen a den o c arcinomas e n e l -­

int e stino delgado , después de 28-32 meses d e aplicación cont i -

nua, sin encontr ar daño en h1gado. Observaron asi~ísmo que la -

admin i str a c ión de e s te age nte produce una e xcreci6n de l 3 % del 

derivado N-hidrox i lado , aproximadamente , a di f erencia de l meta-
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bolito 7-hidroxilado que se excreta en grandes cantidades. 

Confirmando la actividad carcinogenética del N-OH-AAF 

ob s ervada en o tra s especies, Irving y col . (1 1 ) encontraron, e n 

cone j o s inyectados subcut áneamente con dicho agente , sarcomas -

e n el sitio de inyecci6n, as! corno una alta incidenc i a de tumo­

res intraperitonea les cuando se admi nistr6 intraperi tonea lmen -

te , sie ndo más carcin6geno que el AAF. Sin e mbargo, cuando se -

proporcion6 ora l ment e, e sta mayor a c tividad no fue apreciada. 

Estas investigaciones demues tran que l os me tabolitos­

h idrox ilados en el sistema aromáti co (los der i vados 1-, 3-, 5-, 

7- Y 8 - h idroxilados), s on prod uctos de detox if i c a ción (1 5, 16 , 

17) , mientras que el der i vado hidroxilado e n el N- (N-OH-AAF ) es 

un metabol i to carc i nógeno próx i mo (1 4 ) . 
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INTfRACC I ON CON ~~CR0~OLECULAS.-

Re cie n t eMente se ha descubierto que los carcin6genos­

quími c os pueden reacc ionar con proteínas y ácidos nucleicos de 

los t e jidos del huésped; la r el aci6n he estas macromoléculas -­

con l a herencia c e lular, hace supone r que tal inte rac ci6n pueda 

ser importa n t e en el mecanismo de formaci 6n de tumores. 

UNION A PROTEINAS.-

La evid e nc ia de una interacci6n di recta e ntre un c a r­

cinógeno y proteínas tisulares , fue pre sen t ada por p r imera v ez ­

por Miller y Mi ller en 19 47 (18) . En sus e stud i os s o b re lo s co­

lorantes azoados carcinogenéticos notaron que en r a tas tra t a das 

con N,N-dimeti l-p-fe n i lazoan i lina (4-d i me ti l a minoazobenceno) , -

una fracci6n del colorante se encontraLé =i rmemente unida al 

hígado, no pudi endo separ ars e a ún cuando se emplearon varios mé 

todos de e x tracción , s 6 10 la hidr 61is i s d e l as proteínas h e pá -

ticas deshacía la un i6n . Observaron, además, q ue el colorante -

s6lo se unía a l tejido de ataque , principa l mente hígado de ra -

tas, del compuesto carc i nogenético y no al mismo 6 rgano d e esp~ 

cies r esistentes. 

En es tudios posteriores se d e mo st r 6 que d i versos age~ 

tes carcinogenéticos s e unían a prot eínas t isulares. Diversos-­

autores han encontrado que la administraci6n de 9 14_C- hFF o su­

derivado 9 14 C-N-hidroxilado , a ra t as, se traduce en una i ncor-
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perac i6n del i s6to?0 a las prote~na~ de t o d os lo s 6rga nos exa-

mi nados; ~eneralmente el 6rgano a l q ue se incorporó mayor ra -

diactividad f ue e l hf gadc IR). Por ot ra par te , Mil l er y c ol . -

(8 ) observ aron que e l nivel más alto de 9 14 C-.'V'.F es t aba un iao 

a pro t efnas hep2ticas en l a s espe c ies s u s ceptib l es y e ra ~enor 

en aquellas refrac tar ias. De una mane ra semejante , la a dmini s­

t r aci 6 n del NJ.¡;" - A.¡"F r esulta en el enr iquecimiento ce IS'", de 

la p r o t efna hepática . 

De be hac e r se no t a r que siendo el c uyo res isten~e a la 

a::::ci6n carc ::'nogenética 'e l A.l\F , se h a observado que si es se:1-

sible a l netaboli t o c arcin6geno p r óximo (K -OH-AAF), aún cuando 

no presenta t umores hepáti cos . Se h a demostrado que c~ancc 

se adrr.inistra 9 14 C- !]'.F, la un i 6n a p rote fn a e s mfnirna (1 9, 2 ::;) 

además , se ha nota do un increme nto en e l p orciento de un i6~ 

c uando el compueste adminis trado es el d er ivado ~-h idroxi la¿o-

ma r cado con Este Ülcrento t amb i én h a sido ots er"~ ::::: -

en rata. Por otra parte, Dye r (21) ha d emostrado q ue e l CLyC -

presen ta u n menor a ume nto en e l conten i do en 15 ~ ~e protefn as 

he pá ticas despu.§s de la ad::'.in is trac i 6n de\!'''J - J..A F, con respecto-

a la ra ta. 

E5 t~d ios del ef e cto de l tie~po sob r e l a un i ón ¿ el --

. 6 ... f t ' . . ' con 9/I,IC - .l·';'.F .·';"'r· -~ arc~n geno a rro~e nas en ra as all~en~acas _ ~ . 

¿ arro strado que ¿espu6s de una sola dosi s, l a radiactivi dad en -

p ro tefna s aumenta c o nforme pasa el tie~po (22 ) . Por otra par t e, 
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s e ~a demostrado que a d~ferentes dosis, la radiactiv icad cel -

c a rCinogenético se encuentra fi~.emente unida a proteínas ( 19) . 

En párra fos anter iores se ha me ncionado la influe~cia 

ejercida por el sexo en la incidencia y período de latencia en-

la inducci6n d e cáncer hepá tico por AAF en rata, s iendo l as hem 

b ra s las que pre sentan ~enor inciden~ia y mayor tiempo de late~ 

cia . Tart'.bí e n se han oDservado d iferencias en ambos sexos c on 

respecte a la un ión del carcinógeno o prot eínas; se encon t ró 
14 

que lo s ~achos alimenta dos con :;¡- C-AAF , unían más carcin6geno -

(o un me t abolito) a la prot eína he pática q ue las henbras trata-

d as en las mi smas condic iones . Datos cons i s tente s con la d i fe -

rente susceptibi lidad , en art',bos sexos, a l a carcino g.fne s i5 por -

AAF . 

Weisburger (22) ha sugerido que l a r eacci6n q ue con--

duce a la unión del carcin6geno r ad i activo a las p ro teínas he -

páticas es probablemente un proceso metabólico, s obre las ~as e s 

de que si se homogene iza el hígado c~. e rata con 914 C-AAF o s u -

derivado N-O~-914 C-AAF , no se encuentra radiactiv idad en las -

proteínas . Esta hip6tesi s se apoya en los datos d e Sorof et . 

al . (23) que demuestran q ue los colorantes azoado s carcinógenos 

unidos a proteínas s olubles de hígado, enigr a n en un campo e l e~ 

troforético con una sub c lase de proteínas (clasificadas C020 

h
2 

Nlentas N, con un peso molecular aproxicado d e 49,000) q ue 

aumentan e n l o s estados prima rios de carcinogénesis por .~ y -
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co l o r a nte s a zoa dos carcinogenéticos , mien t ra s que no aparecen 

car.,bi os en di c has prote~nas en ra t as a l as que se ha a dm inistra 

d o c olorantes azoados no carcinogenético . 

Recientemente De Baun y co l. (34 ) han encon trado q ue 

el CJ - a cetox i - J'..AF , éster c el N- OP.-.lV'.F, y con :-rayor a ctividad - ­

carcinogé nica (35, 36), r eacc iona c on proteína s, " in v itro", a 

trav és de alg~nos de sus constituyentes, ta l es como meti on ina , 

t iro sina, t riptofano y c is teína ( 35 ), mientr a s que el .~F y el 

N-OH-j\J>.F son i nactivos. 2in embar go, "in v itro", la forma de -

u n ión del l'--r·''.;F a proteínas , i nc l uye AAF unido en la pos ición 3 , 

~ l azufre de un res iduo de me t ion ina; y después de dosis ora -

l es de AAF o ~-OH- AAF la proteína de hígado de rata, previ o -­

tra tamien t o a lcal i no , produce 3-metil - mercapto-acetilaminoflu­

reno (3 - S -CH 3-,~F ) , producto encontrado de s pués de la reacc i 6n , 

"in v i tro" , del N- a cetoxi - .llJ>.F con prote ína s h e pá ticas . Después 

de la adminis tración subcutá nea de l>J,F, N-OP'-¡'l.AF O N-ac etoxi -

AAF a ratas , e hidról i si s de la pro t eín a subcu tánea, se ot t'J \'O 

3-CH 3-S-AAF c n cant i dade s var iables, de a c uerdo con la poten -

cia de l carcinógeno adminis t r ado, siendo menor en las ratas --

·'tratadas con AAF y mayor en lo s casos de. la administrac i6n -- ­

de N-acetoxi-AAF. 

Se ha sugerido que la uni6n a proteinas puede tener­

un ? ape l i~portante en 1- inducc i 6n de cáncer por agentes qu!­

mico s (3), sin embargo, e l mecanisMo de carcinogénes is. qu1rnica 
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no ha sido e lucidado hasta ahora. Todos los carc i n6genos qu í micos 

que se han estuciado, se unen a proteínas del te jido del hués - ­

ped, pero otras s u s t ancias, no c a rc in6genas , lo h acen. Es posi~ l e 

que el fen6meno pued a ser un estado esencial en el proceso carci­

ncgénético, sin emba rgo se requiere mayor e v idencia e x perinental ­

para demostrar dicha posibilidad 
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r JTE RACC I ON CON LOS AC r DOS NCCLEI COS.-

Ac t ualmente se conside ra que l a c a rcino gén e s is quími-

c a puede e s t a r rel ac ionada, d e algún modo , a alteracione s e n la 

e s t r uctur a de l o s ácidos nucle icos . Lo s pr i meroe e studio s pa r a -

investi g a r esta pos i bi l i d ad f r a cas a ron , porque l a sen s ibi lidad-

de l os métodos no era apr o p iad a . El u so d e carcinógeno s marca--

dos con isó t o pos y l as moderna s t écnica s para e l aislami e nto --

de los á cido s nuclei c o s , abrieron un n ue v o campo en la i nvesti-

gació n de l a i n teracció n d e c a r c i n6genos químicos con l o s áci -

dos nucleicos u otras mac r omolécu l a s, así c omo posibles e fectos 

de t ale s c ompue s tos. 

Heid e l be rger y Dovenpor t (2 4) , Farbe r y Magge (25 ) 

y Stekal et . al . (2 6) , fueron lospr imer o s i nves t i g a dores gue 

pre s entaron evidenc i a e xper imenta l de l a in t era c ció n d e c arci -

nóge nos qu í mico s con ác idos nuclei c o s , c on la i dea de que t al- -

interacción p ue d a s er un p a s o e n l a c arc inogénes i s . ~eisbu rge r-

y col . (4 ) hab í a n suger id o la posib ilida d d e i n t e racciór. óe l - -

AAF " i n vivo " , c o n l o s ác idos nuclei cos, l o que f ue c onfi rmaóo 

por Marro qu í n y Fa rber (2 7 ), qui e nes ob s ervar on q ue e l 2 ' 914 

C-AAF se u ne al ácid o r i bo nucle ico (RNA) hepáti co de la ra ta, -

"i n vivo " , e n can t ida des i guales o lig e ramente ~enores que a -

prote rna ~ demos t rando q ue se tra t a de u na u n i6n real y firme , -

ya q ue en cond i ciones de reflujo a ebullic i ó n e n u n a me z c la dc-

c loroformo-metanol por 6 hora s , n o s e d e sprend e e l ma t e r ia l 
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r aol a c t i vo ; ade más, l a i n c uba c i6n c o n el RNA ma rcado , con r ibo~ 

nuc l a s~ e x t r ajo una ter c e r a p a r t e de l a r a di a c t ividad e n una -­

firma dia l i z a b le . En fa vor de q u e la reacci6n no r eprese nta u na 

simp l e c ombinaci6n e n t r e RNA y AAF n o a l te r a do , e s t á e l h echo ~ 

d e q ue, a unq ue el AAF e s más s olub l e en éter q u e en medio acuo ­

so , el ma teri a l rad i ac t i vo en e l RNA permane ce e n la f ase acuo­

s a, d s pués de la hi d r61i si s c on RC1, aún c u ando se ext r aiga r~ 

pet idame n te c o n é ter . Se a nu16 l a pos i b il i dad de u n a c o n tamina­

c i 6n con prote í n a d e ele v ada activid ad e spec i fi ca, ya que la d~ 

te rmi na c i6~ d e prote í n a d e l a s muestras de RNA ind i c 6 un conte­

nido p r o te í c o má x i mo d e O.B% , y muy pocas cue n t as fue ro~ despre~ 

d ida s del RNA marca do s e i ncub6 con trip s i na. Esta i n t erac c i6n­

h a s i do es tud iada , comp a rativamente , e n var i a s especies , (1 7 , -

2B, 2 9) Y se ha o bservado que pue de corr e lac ionarse a la dife -

ren te su s cept i b il i dad p r e s en t ada a l carcinogen~ti co y c on l a - ­

pote nci a d e l mi smo . 

En e l cas o de l N-OH- AAF , se h a enc ontrado siemp~e 

que la unión es c on s i de r ablemente ma yor que cuando se a dminis -

t r a 9 14 C- l lliF , en r ata . En c uyo s t r a tado s con 914 C-AAF s e ob -

serv ó u na un i 6 n mín ima a RNA, i ncre men t á ndose en aquel l o s a los 

que s , hab í a a dmin i strad o 9 14 C-N - OH - AAF. S i n embargo , I rvi n g -

(2 9) d e mue st ra q ue e1 9 14 C-F-.AF a dmi ni s tra do a c one j o s , tamb i € n 

S~ u ne a l R~A hepá t i co, a pe s a r de q ue e s t a especie no e s s us-­

ce ~~i b le a 1~5-e f ect05 hepatot6x i c o s ocas ionadospor este agen -
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con ácidos 

interés e n 

Estos datos a poy an la h i pó t e si s de q ue la inte racción 

nucleicos y los procesos de N-h idroxilac i 6n 

/ 
la carcinogenesis por a g e ntes qu ímicos. 

sean de -

En l as investigaciones que se han efectuado para di -

l ucidar el t ipo de unión entre lo s carc i n6genos AAP y N-OH-AAF-

(o uno de s us metabolitos ) c on los ácidos nuc leicos, se ha~ en-

c o n trado va r ios derivado s , tales como los é steres fosfatados 0-

sulfo na t ado s de l N-OH-N1P, y l o s N-ace toxi-derivados, q ue l le--

van a c a b o una in t eracción con la gua nosina del RNA y del DNA. 

Es tud ios realizados por KRiek (3 1) , d emuestran que 

e l N- O!-l -a r.ü no fl uo reno (N- OH - AP) re acc ion a , " in vi tro ", a pH 

menor de 6, con RNA y DNA d e levadura , cuyo p roducto t i ene un-

espectro de absorción di fere nte a l obse rvado para e l ácido 

nucleico puro; e ncontrando despué s de la hidrólisis del produc-

to , un decreme nto cons i derable e n el contenido de á cido gU3Dí -

l ico. Por o tra parte, Mi ller y Miller (32) y Kriek et . al. ( 33) 

ha n o bservado la reac c ión " i n vi tro" , no enzimática, de l ~, - a c~ 

toxi - AAF con .la guanina d el Rl"IJ A y de l DNJ'.. de e s perma d e sal rr.ón -

(reacc ión q ue produc e la alteración del espec tro de absorc~6n -

del ácido nucleico, así como de l conten i do en guani na) , en ~an -

t o que e i AAF y e l ~-OH-AAF fueron inactivos. Este producto ---

ha sido ident ificado como 8(N-2 fluoreni l acetarn i da) guanosin a ,-
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el cua l t ambién se obtiene al interaccionar el N-acetoxi-de-­

:- i vado con guanosin a, "in v i tro". El espectro de a b sorci6n -­

de e ste c ompuesto demuestra que tie ne tanto la base como el -­

núcleoaminofluoreno (la r i bosa y de- ox i -ri bosa f u eron s epara -

das durante la hid r 6 1 isis drástic a, por lo que probab l e mente -

no i ntervienen en l a r eacci6n . 

Lotlikar y col. (35 ) han encontrado que e l N-a cetoxi 

rtAF reacciona con el carbono 8 de la guanos i na , en tanto que -

no lo hace con timina, c itosina y uracilo¡ la r eacci6n con --­

adenosina es, aproximadamente , un 4 % de aquella de l a guanos! 

na . AAF y N-OH-AAF no reacc ionaron con ninguna base . 

De Baun y col. (3 4) observaron que despu~s de la i n­

yecci6n intraperitoneal de 914 C N-OH-AAF, y digesti6n de l RNA 

hepático con fosfatasa alcalina y diesterasa , la cromatograf1a 

de los nuc16tidos radiactivos reve16 u n Rf para ~stos , seme ja~ 

te al de N(8-guanosinil}AAF . 

Aparentemente , "in vitro" , la uni6n de AAF y N-OH -

AAF a proteína y RNA , o c urre por una vía metab6 1 i ca de és t eres 

del N-OH-AAF . Correspondi e ntemente , algunos N- acetoxi-deriva­

dos son carcin6genos subc utáne o s más fuertes q u e elcompuesto -

de origen N- h idr oxilad o (34,3 6) . Es de i n terés hacer notar - ­

q u e e studi os rea li zado s por Dyer (21 ) con 15 N, e Irving (29 ) ­

con 914 C-N-OH-AAF (marc ado en e l ani llo a romát i co) y c o n 

9 14 C-N-OH-AAF (marcado en e l grupo a ceti lo ) i ndica que , du -
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r ante l a acci6n con macromol€culas, se conserva el grupo ace-

t i lo , as1 como el s istema ar omático, cuando se adminis tra a -

ratas AAF o uno de sus de r i vados carcin6genos. 

Por la posible importanc ia de l a uni 6n "in vivo" del 

N-OH-AAF al RNA hepático de la rata y s u pr obable r e l aci6n con 

el mecanismo de forrnac i6n de turna re s , s~ cons i der6 de i nter€s-

conocer si existen sistemas que lleven a c abo t a les reaccio --

nes , "in vitre" , en el h1gade de la rata . 



17 

l-lJI.TERIAL Y l-ffiTODOS. 

En el desarrollo de este trabajo se emplearon ratas­

macho (Wistar) de l a colonia del Instituto de Biol ogía, y ade ­

más cuyos y conejos (machos ) de procedencia no controlada , man 

tenidos con dieta "ad l i biturn" con Puri na Labor~tory Chow . 

Las sustancias radiactivas usadas , N-OH-AAF (activi-

dad específica 2 . 9 m/ rnl-l) , AAF (3 . 1 m/mM ) y Fluoreno (F ,14 . 47 -

m/rnl-l), marcados en la posición 9 con c !~ se adquirieron en --­

Tracer Lab. Co . 

Los animales fueron sacrificados por decapitación --

y se extrajo el hígado rápidamente, se pesaron 2 . 65 g Y s e ho­

mogeneizaron inmediatamente, en frto , en S ml . de buffer de --

maleato 0.5 f.l a pH 7.5, que contenía gl?S rnl-l de 2-mercapto eta­

nol y 0.08 mM de cloruro de manganeso . Dependiendo del experi-

mento se tomaron diferentes a11cuotas del homogeneizado y s e -

llevaron a los frascos de incubación, mezcl&ndose con 15 m~ de 

RNA por muestra (Las determinaciones se llevaron a cabo por 

duplicado) . El compuesto carcinogen~tico (N-OH-AAF o AAF) 0-

.el fluoreno, se añadió en amortiguador de maleato 0.5 f.l a pH -

7.5 . La incubación se hizo a 37 Oc en atmósfera de aire y -­

agitaci6n constante. Para medir la unión del carcin6geno a l RNA 

éste se extrajo por una modif icación a l mé todo de Kirby (19. -

37) , para l o cual s e tomaron mues~ras de 10 ml de la mezcla de 
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incubac i6n, por dup l icado, y se detuvo l a reacci6n con 5 mI de 

una s o luci6n f r {a d e na f ta l e n sulfonat o dis6dico al 1 .5 % Y 

15 mI de una soluc i 6n de fenol (500 g d e fenol, 55 mI de agua , 

0.5 g d e 8 - quino l inol), a gita ndo durante 15 minutos y c e ntr i -

f ug a ndo a 12,000 r pm duran t e 20 minut os . Se obtuvo la c apa ---

acuosa y s e p r e cipit6 c on 2 volúmenes d e a l c ohol al 96 %, - --­

f r(o , p e rmanec ien do en el c ongelado r duran t e toda la n o c he. 

El p r ecipitado se di s olvi6 e n 3 mI de agua, 3 mI de buffer de ­

fosfatos , 2.5~ a pH 7.5 Y 3 mI de me t il celosolve¡ se c e ntri-

fug6 por 15 minu tos a 2,000 rpm y se obtuvo la c apa acuosa . 

Se p r ecipi t 6 con 10 v o lúmenes de ácido ac~t ico glacial, fr~ ,-

y se mantuvo e n e l conge l ador durante una hora. El precipitado 

se lav 6 dos veces c on dos vol~enes de etanol y 2 vec es con 2-

volúmenes d e éter, s e s ec6, y mues tra s d e 1 mg se colocar o n 

en un papel f i ltro, mi dié ndos e la radiactivid a d en un Cont a do r 

de flujo contin uo (Nuc lear Chicago , Mod . 151 Al 

Después de los experimentos prel iminares, cuyo~ re -

sultados i ndicaron que el homogenei za do d e h igado de rata 

unía la radiact i v idad del carcinogen~tico Ji: N-OH- AAF al 

RNA, se efec t uaron diversos e xperiment os en los que se vi6 

la influencia del tiempo, de la c oncentraci ón del homogeneiza-

do y la conce ntraci6n del carcinogenético, e n d i cha incorpora-

ción. 
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RESULTADOS . 

UN ION DEL N-OH-AAF- 914 C AL RNA EN PRESENCIA DE HO!>!O-

GENEIZADO DE HIGADO DE RATA. 

2. 65 g de te jido hepático se homogenei z a ron en 8 mI -

de bu ffer de maleato 0.5 H a pH 7.5, con 0 .08 mNde 2-mercapto-

etanol y 0 .08 m!-! de HnCl, y se incubaron en presencia de 30 mg 

de RNA y 2/ C de N-OH- AAF 91Co1 C, en un volumen de 20 ml de bu­

ffer de maleato 0. 5 H a pH 7. 5; se tomaron alicuotas de la mez -

clade incubac ión a tiempo c ero y a las 3 horas se llev6 a cabo-

la extracción de RNA como se indic6 anteriormente, no ¿ etectán-

dose radiactividad en l a s muestras obtenidas al t i empo cero, --

mientras que en las que se incubaron durante 3 horas, se encon­

traron l~~ molas del carcinogenético unidas al RNA (fig. 1) . 

EFECTO DEL TIE~WO DE INCUBACION. 

Se incubaron 150 mg de RNA y 10~ C de 9
14 

C-N-OH -

AAF, en presencia de l homogeneizado de 2 . 65 9 de h igado e n un-

volumen final de 100 mI en buffer de maleato 0 .5 H a pH 7 . 5; 

alicuotas de 10 mI , por dupli c ado, se tomaron a di ferentes tiem 

pos: O, 10 , 20, 40 Y 80 minutos . Como se observa , en la figura 

11 , la un ión del carc inógeno al RNA se incrementa , de una mane-

ra l ineal , conforme pasa el tiempo . 
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EFECTOS DE LA CON CENTRACI ON DEL HOMOGENEIZADO.-

1 50 mg d e RNA y l (,P. C de 9 14 C-N-OH- AFF s e incubaron 

en un vo l umen final de 100 mI e n buf f er d e malea t o 0.5 M, a p E 

7.5 , en presencia de concentraciones variables d e homogeneiza­

do hepá tico (288 ms/ mll . Este homo gene i zado s e d iluy6 1 : 10, -­

e n otro caso la diluci6n fue de 1 :20 , y en otro más, s e t o rn6-­

una alícuota de la prime r a d iluci6n y se h i r vió; en estas c on­

diciones se añadieron a los frascos de incubac i ó n . Las rea cc io 

nes se pararon a los O, 10 , 20 , 40 Y 80 minutos . En la f igura-

11, se muestra la magnitud de la inc orporaci6n del carc i nogen~ 

tico al RNA ; se puede obser v ar que a mayor con c entraci6n del -

homogeneizado, s e p res enta un aumento de l a " r ad iac tividad uni­

da al RNA , mientras qu e cuando se hi rvi6 prev iamente , n o s e 

detectó el carcinogen é tico unido al RNA. En es t a f i gura tam 

bién puede observ arse q ue l as do s concentraciones mantie~en 

una relación directa del g r a do d e uni6n del carcinogené ti c o 

con respecto a l tiempo . 

y 1.5 

EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL CARCINOGENETICO. -

Diferente s concentraciones de 9 14 CN-OH-AAF (0.5, 1, 

molas) en presenc i a de homogenei z ado hepático , 30 rog -

de RNA en 20 mI d e b u f fe r de ma l e ato 0. 5 H a pE 7.5, se incub~ 

ron durante 20' En l a figura 111 se presentan los r e sultados-

de este experimento ; corno puede ve r se, la un i ó n del carci noge-



':? 
:z 
::x: 
O" e 
"-al 
r.J 

...¡ 

~ 
3: 
... 
~ 
I a 
I 

Z 
I 

U 
qo 
...¡ 

0'1 

...¡ 
al 

'rJ 

s:: 
'O 
o~ 

s:: 
::> 

'" 

22 

IJ 
20 

01..5 

lo -

5 

// 

o 

o 
10 20 30 40 50 : 60 

minutos 

FIG. °II._ Efecto del tiempo de incubaci5r. y 

14 
concentraci6n del homogeneizado en la unión del 9 c-

N-oH-AAF al RL~A. Curva A diluci~n 1:10. Curva 3, d ilu-

ci6n 1:20. Curva C, dilución 1:10, con homogeneizado -

hervido. 

.. 
J 



;¡ 
z 
c:: 
t;' 
e 
"-a¡ 

crJ 
,..¡ 

~ 
~ 
r.. 
~ 
I a 
I z 
I 

U 
qo 
,..¡ 

a-
,....¡ 
Q) 
'ti 

c: 
\() 
• ..¡ 
c: 
~ 

22 

20 

.15 

10 -

5 

O 

O 
10 20 30 40 50 ~ 60 

minutos 

F1G. ·11.- Efecto del tiempo de incubaci.5r:. y 

14 
concentración del homogeneizado en la unión del 9 c-

N-oH-AAF al &~A. Curva A diluci~n 1:10. Curva B, dilu-

ci6n 1:20. Curva C , dilución 1:10, con homogeneizad o -

hervido. 

.. 
:. 



23 

nético al RNA hepático, aumenta en relaci6n directa a su con -

centraci6n (la uni6n fuI de 20,26 y 3~~ molas, respectiva -

mente. 

Después de tratamiento enérgico con una mezcla de --

cloroformo-etanol y a ebullición, la radiactividad del carci -

n6geno unida al RNA no se perdi6. Esto indica que se trata de-

una unión real y no de un simple proceso de adsorción. 

EFECTO DE LA INCUBACION CON '9 l4 C-AAF 0 (914 C-F.-

Experimentos en que se incubó el homogeneizado de 

/"1 
hígado de rata con 9 C-F, en iguales condiciones ' que los ex-

perimentos anteriores, no se encontr6 radiactividad en- el RNA-

extraído después de 3 horas de incubación. Por otra parte, ---

cuando 2.65 g de tejido hepático se homogeneizaron en buffer -

Tris-maleato 0.2 H a pH 8.0 Y 0.08 mH de 2-mercapto etanol y -
I 

0.08 ml'1 de HnCl, se incubaron con 150 mg de RNA y 10 C de 9 e j 

AAF en un volumen final de 100 ml con buffer Tris-maleato 8 .2- :e 

H a pH 8.0, Y se tomaron muestras para determinación de radiac 

tividad en RNA a diferentes intervalos (9, 30, 60, 120 Y 240 -

minutos) ésta no se detectó en ninguno. (fig. 1) 

UNION "IN VITRO" DEL g14-C-N-OH-AAF EN DIFERENTES 

ESPECIES. 

Se llevó a cabo un experimento con tejido hepático -

(576 mg de tejido) correspondiente a cada una de las especies 
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o 0. 5 1.0 1.5 

~ molas de N- OH-AAF 

1 • F IG. III.- Efecto de la concentración del 9~~ e 

N-OH-AAF. en su unión a l RNA. 
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(rata , c uyo y cone jo) . El ho~oqeneizado s e hi zo en buffer de ma-

l ea eo 0 . 5 ~! pH 7 .5 , c o n 0 . 08 mI>! d e 2 - mercapto etano l y 0 . 08 mI>! -

ele \lne l . Es tos s e incuh aro n dur a n te 20 I con 30 mg d e R.l\IA y 2 JI e 

14 
de 9 e - N- OH- .Z\AF e n un v o lumen fina l de 20 mI c o n buff e r d e --

rnaleato 0 . 5 M a p H 7 . 5 . 

En ot ro exper i me n to , l o s animales s e ma ntuvi eron en -

ayuno d ura nte 2 4 hora s , t i empo después del que se s a cr i f i c aron . 

Se pesa r on 2.65 9 de hígado , en c ada caso , y se homogenei zaron-

e n 8 mI de buffer Tri s-maleato 0 . 2 M, a p H 8 . 0 (con t eniendo ---

0 . 08 rn1'1 de 2- merca p t o e t ano l y 0. 08 mH de 1-1nCl ) , y se inc u baron 

576 mg de te jido con 30 mg d e RNA y 2 f-C de 9
14 

C-N-OH- AAF - ­

en un v o lumen de 20 ml de buffer Tris - ma leato 0 .2 I>! a pH 8. 0 . 

Los resultados en l a tabla l muestra n la uni6n de l --

c a rci no genét i co con el RNA en t ejido hep&t i co de ra t a , cuyo y -

c o nejo, "in vitro" . Puede observ arse q u e la uni6n del 

914 C- N-OH- AAF a l RNA, se lleva a cabo en p resen c i a de dos s o - -

luciones a mor tiguadoras diferentes a p H d is tintos y en animale s 

en ayuno comparados c on aquellos alimentados " ad libitum" . 



26 

TABLA 1 

14 
UNI ON DEL 9'C-N-OH-AAF AL R.t-.lA DEL HI GADO 

" I N VITRO" , EN 3 ESPECIES DE ROEDORES 

ESPECIE EXPERHIENTOl r mOlaimg RNA 

RATA 1* 16.4 

CUYO 12.7 

CONEJO 7.0 

RATA 11* 127.8 

CUYO 36.0 

CONEJO 197.0 

* Incubaci6n en buffer de ma l eato 0 .5 M a pH E 7.5 

* *En es te e x perimento se incub6 en amortiguador Tri s-

maleato 0.2 H, a p E 8 .0. Los animales se mantuvie- -

ron en a yuno d e 24 horas antes del sacri fi cio. 
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DI SCUSION .-

Actualmente se considera que e n la producción d e neo­

pla s ias un carcinógeno qu!mico , o un metabo l ito carcinoqenéti- ­

co, debe rea c ciona r e n una forma relativamente e speci f ica con­

los cons tituyentes celulares . Recientemente s e ha lleqado al -­

conoc imiento d e una gran v a riedad de agentes qu1mi c o s car cino-­

genéticos que llevan a c abo interacciones c on macromoléculas - ­

celulares, tales interacciones parecen s e r importantes po rque - ­

su magnitud se rel ac i ona con l a potencia d e l c arcinógeno (3), -

como ha sido demos"trado " in vivo". ' con el potente c arcinógeno­

N- h idroxi-acetilaminofluoreno . respecto al c ompuesto de or i gen, 

acetilaminofluoreno. Lo s r esultados obteni dos en este trabajo -

observan, " in vi t r o" , una relac i6n paralela r especto a l com - ­

porta miento " in vivo " , del c arcin6geno AAF y su derivado N- h i ­

droxilado , en c uanto a un i 6n a ácidos nucle i cos se refiere. 

Estos datos demuestran la interacción "in vi tro" , del N-OP. - AAF­

con el ácido ribonuc l e ico del h! gado de la r ata; y sugieren 

l a presencia de un s i ste ma enz i má t i c o que l leva a cabo esta 

reacc i6n directa que guar da la cantidad del carcinogenét i co uní 

do al ~~A, res pecto a l t iempo , a la c onc entración de uno de l os 

sus tratos (N-OH-~.AF) y l a conce n t rac ión de l homogeneizado (fig. 

2 Y 3 ). Por otra parte, este sis t ema, aparentemen t e enzimáti -­

co, e s termo l ábil , lo c ual s e ma n i f i esta al no efectuarse la -­

uni6n del car c i n6geno al RNA c u ando se h i e rve el homog~ne izado ; 
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e sto serla indice de que la reacción depende d e un constituyen-

t e de l homogeneizado que e s sensible a l c alor. Estos resDl tados 

son consistent es con l a idea de la prese ncia de un sistema enz~ 

mático en e l hl gado de l a rata , que lleva a c a bo la unión de l -

N- OH-,I\'A f' o uno de sus metabolitos, con e l RNA, "~vitro " 

Además , se desprende que este sistema es especlfic o, al no de -

tectarse radiactividad en el RNA c uando se incuba homogeneizado 

de h!gado de rata con 9 C-AAF ó 9 C-Fluoreno ; en t anto q ue con­

g14C -N-OH-AAF l a reacción se efectü a . Esto podr !a ind icar que -

e l N-OH-AAF puede ser activado " i n 'litr o" , a un metabo l i t o c a-

paz de reaccionar.con e l RNA, en contraste con el ~.F y el 

fluoreno que no serlan activados, hipótesis qu e se verla apoya-

da por el hecho de que el fluoreno no es un agente car cinóge no, 

por el efecto carcinogenético presentado por el N-OH-~.F en va - , 

rias especies y e n general , por la mayor actividad de l o s de-- ! 
rivados N-hi droxilados d e las animas aromát icas carcin6ge~as. 

Basándonos e n los trabajos de Kr i ek, Miller y col. -

(31 , 32, 33 ) que de ues t ran que el AAF y el N-OP.-AAF s on l~ac-

t i v os e n tanto el N-acetox i - AAF es capaz d e interaccionar, no-

enzimat icamente, "in vitro" , con l a guanosina ai sla da o cen l a 

presente en los ácido s nucleicos , podemos pensar que el ~ -OH -

AAF s¡;, rla- a c t i vado por un si stema enz imático "ir!.~" , a­

U~ metabolito, tal como un ~ ster a ceti lado o un c ompuesto re -

laci0n~do.~o~ ~as. prop iedades reactivas de l N-acetox i - .~~F , que 

• 
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reacciona con la guano s ina . de l IDA. En t anto que l os és t eres ­

del N-OH-AAF no h an s i do identificado s como metabolit os, su -­

interacci6n con pro t eínas y &cidos nuc leico s , as í co~o con a l ­

gunos de sus constituyentes (metionina , tiros i na , t r i p t o f ano,­

cisteína y guanosin a) , y su c arcinogeniticidad en la ra t a , s u : 

gieren que pueden reaccionar con una o más macromoléculas para 

inducir neoplasia. 

No obstante la importancia que se ha dado a l a inter 

acci6n de macromoléculas c on agentes químicos c a rcinoge néti-­

cos y su posible relaci6n con el mecanismo de acci6n de estos ­

compuestos, ésta aGn no e s muy clara . En a l gunos casos, c omo -

en la rata, el grado de uni6n observado se correlac icna con la 

incidencia de cáncer produc i do en el hígado d e spués de l a a dmi 

nistraci6n del agente carcinogenético; sin embargo, en el caso 

del cuyo y del conejo , ambos refractarios a la a cci 6 n hepatQt~ 

xica del AAF y su deriv ado N-hidroxilado, no s e ha podido es-­

tablecer el mismo criterio, ya que el N-OH-AAF (o un meta~o~i­

to) se une "in vivo" (1 9) al hígado de l cuyo , en tanto el .a.AF­

es inactivo . Por otra parte, en el conejo s e ha encontrado que 

"in vivo" se efectGa la i n teracci6n del AAF c on e l RNA hepá ti­

co (29). Teni endo en cue n ta los datos obtenidos en e ste traba­

jo, podemos pensar que e x i ste un sistema aparentemente en z imá­

tico , que une " in vitro"al N- OH- AAF (o uno de sus meta bolitosl 

con el fu~A hep&tico del c uyo o del cone j o. 
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Estos resultados apoyan la importancia de los mecanis­

mos de N-hidroxilación en la carcinogenesis por AAF . 

Adem~s la presencia de un sistema enzimático que lle­

ve a cabo la unión de un carcinógeno qulmico (o uno de sus me-­

tabolitos) al RNA, puede ser de inter~s para el conoc imient o -­

del mecanismo de formación de tumores, por la posible importan­

cia de dicha mol~cula en la transmisión de un estado neoplá sico 

a trav~s de muchas generaciones celulares. 
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RESm.IEN .-

El N-OH- AAF es un agente c arcinogené tico en rata , 

mientras que el c uyo y el conejo son r efractarios a sus efectos 

hepatot6xicos . Recientemente se ha demostrado que el N-OH-AAF -

lleva a cabo una interacci6n "in vivo" , c on l os ác idos nuclei­

cos y protefnas hepáticas después de su administraci6n a ratas­

y cuyos. En el presente trabajo s e describe la uni6n del ----­

N-OH-AAF al RJ.'l'.l\, " in vitro" , en presencia de un sist ema, apa­

rentemente enzimático , presente en el homogeneizado de hfgado -

de rata, cuyo y conejo y se discute la pos ible importancia del­

sistema en la carcinogénesis por AAF. 
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