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INTRODUCCION .

Actualmente se considera que un carcinfgeno es un agen
te que incrementa la produccién de neoplasmas malignos en una -
poblacifn y se sabe gue muchos agentes guimicos, fisicos y biold
gicos pueden producir neoplasias. Entre los agentes qufmicos --
conocidos como carcinogené&ticos, se encuentra el 2-acetilamino -
fluoreno (N-2-fluorenilacetamida, 2-acetamidofluoreno, 2-AAF, --
AAF) una amina aromdtica ampliamente estudiada desde el punto de
vista experimental.

En 1941, Wilson, De Eds y Cox (1) senalaron gue la --—-
2-fluorenilacetamida, acetil derivado del acetilaminofluoreno --
patentado como insecticida por Claborn y Smith (2), era t6xico -
en ratas y ratones. De la serie de experimentos gue llevarcon a -
cabo, eldescubrimiento mi&s importante se hizo en la autopsia de-
animales sobrevivientes a 100 dias de dieta con cantidades varia
bles de 2-fluorenilacetamida, en los gue se observ6 que los hf--
gados presentaban caracterf{sticas peculiares, tales como aumento
de volumen, coloramarillento y aspecto nodular, adem&s de notar-
se gue numerosos tumores afectaban gran variedad de 6rganos y te
jidos. A partir de este descubrimiento, numerosos investigadores
han estudiado la carcinogeniticidad, metabolismo e interaccién -
con macromol&culas del acetilaminofluoreno, tratando de diluci -
dar el proceso por medio del cual se liega a la formacién de neo

plasmas despué&s de su aplicacién.
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N-2-FLUORENILACETAMIDA

ACCION CARCINOGENETICA, -

El acetilaminofluoreno (AAF) produce tumores en dife-
rentes 6rganos y tejidos; su efecto es dependiente de la espe -
cie y de la dieta y se ha observado que es susceptible de modi-

ficacién por el sexo.

Su efecto carcinogenético ha sido estudiado en varias
especies: pollo, ratén, gato, perro, mono, hamster, cuyo, cone-
jo, y rata, presentandc la mayoria una cierta susceptibilidad.
Existen datos en la literatura (4, 8, 12, 19) que han demostra-
do que el cuy y la rata algodonera son refractarios, en tanto--
que en conejos solamente se preseﬁtan tumores en vejiga, uretra

y pelvis (9, 10) y la rata es la especie mids sensible-(4).

La rata desarrolla tumores en el higado, conducto au-
ditivo, estbmago anterior y pulmén. Respecto a tumores hepdti -

cos, son considerablemente mi&s sensibles los machos que las --
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hembras, las que presentan un mayor tiempo de latencia; ademis,
las hembras desarrollan tumores en las gl&ndulas mamarias depen
diendo de la edad a la que se les trata con el carcinbgeno.
Cuando maduras, los tumores aparecen despu€s de 5 1/2 meses ---
como n6dulos subcutdneos (5), present&ndose con una incidencia-
muy alta en ratas j6venes y decreciendo cuando se aplica a ra-

tas viejas (6, 7).

En contactoc con los tejidos, los carcinfgenos, cu.i.
otros compuestos, son atacades por enzimas u otros constituyen-
tes de los tejidos del huésped. En la mayorfa de los casos, —---
gran parte del metabolismo parece llevar a la formacién de com-
puestos de carcinfgenos y &stos constituir rutas de detoxifica-
cibn; sin embargo, una o m&s rutas pueden resultar en la forma-
cibn de metabolitos con actividad carcinogenética igual o mayor
que la del compuesto administrado. Los productosde este metabo-

lismo han sido llamados metabolitos carcinogenéticos préximos.

En el caso del AAF han sido citados como metabolitos-
urinarios, en rata, derivados hidroxilados en los carkoros 1, =
3; 5, 7, y 8, tanto en forma ceonjugada (como glucurénidos o con
jugados con el dcido sulffrico) como libre (4, 17), adem&s del=-
derivado N-hidroxilado N-hidroxi-acetilaminofluoreno (N~-CH~AAF)
que aparece como glucurdnido (13), y cuya cantidad excretada se

incrementa a medida gue la alimentacibn con el carcinfgeno pro-

gresa.
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En trabajos recientes sobre la accibén carcinogenéti-
ca de los metabolitos hidroxilados, se ha demostrado que la --
N-hidroxilacibn de aminas y amidas arom8ticas es frecuente y -
que los N-hidroxi-metabolitos de las aminas aromiticas carcind
genas, son mas activos y frecuentemente més carcinfégenos gque -
el compuesto de origen, produciendo tumores en sitios donde --
éste es inactivo (3); asi, Miller y Miller (14) han encontrado
que el N-hidroxi-acetilaminofluoreno (N-OH-AAF), es mds activo
como carcindgeno en la rata, observédndose gue si se adminis =--
tran dosis equimolares de AAF y N-OH-AAF en la dieta, el deri-
vado N-hidroxilado es mé&s tbxico que el AAF, manifest&ndose --
esta toxicidad por una gran pé&rdida de peso a los 30 dias, in-
crementada al tercer mes; adem@s se presenta un alto porcenta-
je de mortalidad entre las ratas tratadas. A los tres meses de
dieta, observaron grandes tumores en 3 de las ratas alimenta -
das con N-OH-AAF, mientras gue no encontraron ninguno en las -
ratas alimentadas con AAF; asimismo, el metabolito N-hidreoxilia
do produjo mis carcinomas del conducto auditivo, adenocarcino-
mas del intestino delgado e indujo neoplasias en sitios donde

el AAF es inactivo (estdémago y peritoneo).

Estudios comparativos del metabolismo del AAF en ra-
ta, conejo y cuyec (7, 15, 16), sugieren una posible importan-
cia de los mecanismos de N-hidroxilacibén del AAF durante el ==

metabolismo, en el proceso de carcinogénesis inducida por este



agente. Orinas hidrolizadas con glucoronidasa, revelan diferen-

cias notables entre los metabolitos producidos por ratas y cuyos

después de una sola dosis de 914 C-AAF, mientras que la rata --
convierte el carcinbgenc a N-, 1-, 3-, 5-, 7- y 8- hidroxi-deri
vados, sb6lo los tres (Gltimos pueden ser detectados en la orina-
del cuyo. La hidroxilacién en laposicién para (carbono 7) ocu -
rre en ambas especies, sin embargo el cuyo excreta del 70 al --
90% de la dosis como &cido glucorbénido del 7-OH-AAF, lc que su-
giere que este metabolito sea, principalmente, una via de deto-
xificacidén, debido a que el cuyo es resistente a los efectos --

carcinogenéticos del AAF.

En relacién a la dosis ingerida de AAF, podemos consi
derar que existe mayor excrecibén del derivado N-hidroxilado en-
el conejo que en la rata (10). Por otra parte, el conejo excre-

ta los 3- y 7 - hidroxi-metabolitos en menor cantidad.

Los cuyvos son altamente refractarios a los efectos --
carcinbgenos del AAF (4) y ha sido demostrado (15) gue no es --
metabolizado, en esta especie, al derivado N-hidroxilado corres
pondiente, sin embargo, Miller et al (16) han encontrade que en
cuyos tratados con N-OH-AAF se producen adenocarcinomas en el--
intestino delgado, después de 28-32 meses de aplicacifén conti -
nua, sin encontrar dano en higado. Observaron asimismo gue la -
administracién de este agente produce una excreci6én del 3 % del

derivado N-hidroxilado, aproximadamente, a diferencia del meta-



bolito 7-hidroxilado que se excreta en grandes cantidades.

Confirmando la actividad carcinogenética del N-OH-AAF
observada en otras especies, Irving y col. (11) encontraron, en
conejos inyectados subcutédneamente con dicho agente, sarcomas -
en el sitio de inyeccién, asi como una alta incidencia de tumo-
res intraperitoneales cuando se administr® intraperitonealmen -
te, siendo mis carcinbgeno que el AAF. Sin embargo, cuando se -

proporciond oralmente, esta mayor actividad no fue apreciada.

Estas investigaciones demuestran que los metabolitos-
hidroxilados en el sistema aromdtico (los derivados 1-, 3-, 5-,
7-y 8 = hidroxilaéos), son productos de detoxificacibén (15, 16,
17), mientras que el derivado hidroxilado en el N-(N-OH-AAF) es

un metabolito carcindgeno préximo (14).



INTERACCION CON MACROMOLECULAS.-

Recientemente se ha descubierto gque los carcinboenos-
quimicos pueden reaccionar con protefinas y &cidos nucleicos de
los tejidos del huésped; la relacién ée estas macromoléculas --
con la herencia celular, hace suponer que tal interaccibén pueda

ser importante en el mecanisme de formacidén de tumores.
UNION A PROTEINAS.-

La evidencia de una interaccién directa entre un car-
cinbégeno y proteinas tisulares, fue presentada por primera vez-
por Miller y Milier en 1947 (18). En sus estudios sobre los co-
lorantes azoados carcinogenéticos notaron que en ratas tratadas
con N,N-dimetil-p-fenilazoanilina (4-dimetilaminoazobenceno), -
una fraccién del colorante se encontrabe Zirmemente unida al --
higado, no pudiendo separarse afin cuando se emplearon varios mé
todos de extraccidn, sélo la hidr6lisis de las proteinas hepi -
ticas deshacfa la unién. Observaron, ademés, que el colorante -
s6lo se unia al tejido de ataque, principalmente higado de ra -
tas, del compuesto carcinogenético y no al mismo &rgano de espe

cies resistentes.

En estudios posteriores se demostrd gue diversos agen
tes carcinogenéticos se unian a proteinas tisulares. Diversos--
autores han encontrado gue la administracién de 9l4_c-2FF o su-

derivado 914 C-N-hidroxilado, a ratas, se traduce en una incor-



poracién del isbtopo a las protefnas de todos los 6rganos exa-
minados; ceneralmente el &rocano al que se incorpor$ mayor ra -
diactividad fue el hicadc (R). Por otra parte, Miller y col. -
(8) observaron que el nivel mé&s altc de 914 C-AARF estaba unido
a proteinas hepéticas en las especies susceptibles v era menor
en agquellas refractarias. De una manera semejante, la adminis-

i<,

tracién del Ni” - BAF resulta en el enriguecimiento de "~ N de

la proteina hepética.

Debe hacerse notar que siendo el cuyo resistente a la

ccibn carcinogenética del AAF, se ha observado gue si es sen-

fu

sible al metabolito carcinbgeno prdximo (N-OH-AAF), afin cuando
no presenta tumores hep&ticos. Se ha demostrado gue cuanco ---
se administra 9% c-2AP, la unién a proteina es minima (19, 20)
adem&s, se ha notado un incremento en el porciento de unibn --
cuando el compuestc administrado es el derivado N-hidroxilado-
marcado con C."K . Este incrento también ha sido okservado-

en rata. Por otra parte, Dyer (21) ha demostrado gue el cuyc -

presenta un menor aumentc en el contenido en 15 N de protefinas

)

a4 - - R 3 : : : L
hepéticas despufs de la administracién de N-2AF, con respecto-
a la rata.,
Estudios del efecto del tiempo sobre la unién del --
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dosis, la radiactividad en -

proteinas aumenta conforme pasa el tiempo (22). Por otra parte,
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se ha demcstrado gque a diferentes dosis, la radiactividad del -

carCinogenéticc se encuentra firmemente unida a protefnas (19).

En pirrafos anteriores se ha mencionado la influencia
ejercida por el sexo en la incidencia v periodo de latencia en-
la induccidn de c&ncer hepdtico por AAF en rata, siendo las hem
bras las que presentan menor incidencia y mayor tiempo de laten
cia. Tambien se han observado diferencias en ambos sexos con --
respecto a la unién del carcinbgenc o proteinas; se encontrd --
que los machos alimentados con 91L(L:-AAF, unfan més éarcinégeno =
(o un metabolito) a la proteina hepdtica que las hembras trata-

das en las mismas condiciones. Datos consistentes con lz dife -

o}

rente susceptibilidad, en ambos sexos, a la carcinogénesis por-

AAF.

Weisburger (22) ha sugerido que la reaccidn que con--
duce a la unidén del carcinégeno radiactivo a las proteinas he -
pdticas es probablemente un proceso metabdlico, sobre las bases
de que si se homogeneiza el higado <e rata con 914 C-AAF o su -
derivado N—OH—914 C-AAF, no se encuentra radiactividad en las-
proteinas. Esta hipbtesis se apoya en los datos de Sorof et.
al. (23) que demuestran que los colorantes azoados carcindgenos
unidos a proteinas solubles de higado, emigran en un campe elec
troforético con una subclase de proteinas (clasificadas como --
h2 "lentas", con un peso molecular aproximado de 49,000) gue --

aumentan en los estados primarios de carcinogénesis por AAF y -

V
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colorantes azoados carcinogenéticos , mientras gue no aparecen
cambios en dichas proteinas en ratas a las que se ha administra

do colorantes azoados no carcinogenético .

Recientemente De Baun y col. (34) han encontrado gue
el N-acetoxi-AAF, éster del N-OH-AAF, y con mayor actividad --
careinogénica (35, 36), reacciona con proteinas, "in viEro®, a
través de alcunos de sus constituyventes, tales como metionina,
tirosina, triptofanc y cisteina (35), mientras que el AAF y el
N-QH~AAF son 'inactives. 8in embargo, "in vitro“, la forma de -
unidén del AAF a proteinas, incluyve AAF unido en la posicién 3,
al azufre de un residuo de metionina; y después de dosis ora -
les de AAF o N-OH-AAF la proteina de higado de rata, previo --
tratamiento alcalino, produce 3-metil-mercapto-acetilaminoflu-
reno (3—S—CH3~AAF), producto encontrado después de la reaccibn,
"in vitro", del N-acetoxi-AAF con proteinas hep&ticas. Después
de la administracién subcut&nea de AAF, N-OE-2AF o N-acetoxi -
BAF a ratas, e hidrélisis de la proteina subcuténea, se obtuvo
3—CH3—S-AAF cn cantidades variables, de acuerdo con la poten -
cia del carcinbgeno administrado, siendo menor en las ratas -—-
- =~-—tratadas con AARF y mavor en los casos de.la administracién ---

de N-acetoxi-AAF.

Se ha sugerido que la unidn a proteinas puede tener-
un papel importante en la induccibn de c&ncer por agentes qui-

micos (3), sin embargo, el mecanisme de carcinogénesis. quimica
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no ha sido elucidado hasta ahora. Todoslos carcindgenos gquimicos
que se han estudiado, se unen a proteinas del tejido del hués --
ped, pero otras sustancias, no carcinbgenas, lo hacen. Es posible
gue el fenbmeno pueda ser un estado esencial en el proceso carci-
ncgenético, sin embargo se requiere mayor evidencia experimental-

para demostrar dicha posibilidad.
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INTERACCION CON LOS ACIDOS NUCLEICOS.-

Actualmente se considera que la carcinogénesis quimi-
ca puede estar relacionada, de alcfin modo, a alteraciones en la
estructura de los &cidos nucleicos. Los primeroe estudios para-
investigar esta posibilidad fracasaron, porgue la sensibilidad-
de los mé&todos no era apropiada. El uso de carcinbgenos marca--
dos con isbétopos y las modernas técnicas para el aislamiento —-
de los &cidos nucleicos, abrieron un nuevo campo en la investi-
gacidén de la interaccidn de carcindgenos quimicos con los &ci -
dos nucleicos u.otras macromoléculas, asi como posibles efectos

de tales compuestos.

Heidelberger y Dovenport (24), Farber y Magge (25) --
y Stekal et. al. (26), fueron losprimeros investigadores gque --
presentaron evidencia experimental de la interaccibén de carci -
négenos quimicos con &cidos nucleicos, con la idea de gue tal--
interaccibén pueda ser un paso en la carcinogénesis. Weisburcer-
y col. (4) habfan sugerido la posibilidad de interaccién del --
AAF "in vivo" , con los &cidos nucleicos, lo que fue confirmado
por Marroqufn y Farber (27), quienes observaron gue el 2-914
C-AAF se une al &dcido ribonucleico (RNA) hepdtico de la rata, -
"in vivo" , en cantidades iguales o ligeramente menores que a -
proteina; demostrando que se trata de una unién real y firme, -
ya gue en condicicnes de reflujo a ebullicién en una mezcla de-

cloroformo-metanol por 6 horas, no se desprende el material ~--
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radiactivo; ademds, la incubacién con el RNA marcado, con ribo-
nuclasa extrajo una tercera parte de la radiactividad en una --
firma dializable. En favor de gue la reaccidn no representa una
simple combinacién entre RNA y AAF no alterado, estd el hecho =
de que, aunque el AAF es méds soluble en éter que en medio acuo-
so, el material radiactivo en el RNA permanece en la fase acuo-
sa, después de la hidr6lisis con HCl, afin cuando se extraiga re
petidamente con &ter. Se anulb la posibilidad de una contamina-
cibén con proteina de elevada actividad especifica, ya que la de
terminacibén de proteina de las muestras de RNA indicSé un conte-
nido proteico médximo de 0.8%, y muy pocas cuentas fueron despren
didas del RNA marcado se incub6 con tripsina. Esta interaccibn-
ha sido estudiada, comparativamente, en varias especies, (17, -
28, 29) y se ha observado que puede correlacionarse a la dife -
rente susceptibilidad presentada al carcinogenético y con la --

potencia del mismo.

En el caso del N-OH-AAF, se ha encontrado siempre =---
gue la unién es considerablemente mayor que cuando se adminis -
tra 914 C-AKAF, en rata. En cuyos tratados con 914 C-RAF se ob -
serv® una unién minima a RNA, incrementéndose en aguellos a los
gue s~ habia administrado 914 C-N-OH-AAF. Sin embargo, Irving -
(29) demuestra que el 914 C-AAF administrado a conejos, también

se une al RKNA hepdtico, a pesar de que esta especie no es sus—-

ceptible a los-efectos hepatotbOxicos ocasionadospor este agen -
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Estos datos apoyan la hipbtesis de que la interaccidn
con &cides nucleicos y los procesos de N-hidroxilacibn sean de-

Z J ? y
interés en la carcinogenesis por agentes gquimicos.

En las investigaciones gue se han efectuado para di -
lucidar el tipo de unidén entre los carcinbégenos AAF y N-OH-AAF-
(o uno de sus metabolites) con los &dcidos nucleicos, se han en-
contrado varios derivados, tales como los ésteres fosfatados o-
sulfonatados del N-OH-AAF, y los N-acetoxi-derivados, que lle--

van a cabo una interaccidén con la guanosina del RNA y del DNA.

Estudios realizados por KRiek (31), demuestran que --
el N—-OH-aminofluorenc (N-OH- \AF) reacciona, "in witre", a pH -=
menor de 6, con RNA y DNA de levadura, cuyo producto tiene un-
espectro de absorcidn diferente al observado para el &cido ----
nucleico puro; encontrando después de la hidr6lisis del produc-
to, un decremento considerable en el contenido de &cido guani -
lico. Por oftra parte, Miller y Miller (32) y Rriek et. al. (33)
han observado la reaccidén "in vitro" , no enzimdtica, del N-ace
toxi-AAF con la guanina del RNA y del DNA de esperma de salmén-
(reaccién que produce la alteracibén del espectro de absorcibn -
del &cide nucleico, asi como del contenido en guanina), en tan-
to que el AAF y el N-OH-AAF fueron inactivos. Este producto —---

ha sido identificado como 8 (N-2 fluorenilacetamida) guanosina,=-
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el cual también se obtiene al interaccionar el N-acetoxi-de--
rivado con guanosina, "in vitro". El espectro de absorcién --
de este compuesto demuestra que tiene tanto la base como el ~--
nGclecaminofluoreno (la ribosa y de-oxi-ribosa fueron separa -
das durante la hidr6lisis dr8stica, por lo que probablemente -

no intervienen en la reaccifn.

Lotlikar y col. (35) han encontrado gue el N-acetoxi
AAF reacciona con el carbono 8 de la guanosina, en tanto gque -
no lo hace con timina, citosina y uracilo; la reaccibén con ---
adenosina es, aproximadamente, un 4 % de aquella de la guanosi

na. AAF y N-OH-AAF no reaccionaron con ninguna base.

De Baun y col. (34) observaron que después de la in-
yeccibn intraperitoneal de 914 C N-OH-AAF, y digesti6n del RNA
hepdtico con fosfatasa alcalina y diesterasa, la cromatografia
de los nucl6tidos radiactivos revel6 un Rf para &stos, semejan

te al de N(8-guanosinil)AAF.

Aparentemente, "in vitro" , la unifén de AAF y N-OH -
AAF a proteina y RNA, ocurre por una via metab&lica de Esteres
del N-OH-AAF. Correspondientemente, algunos N-acetoxi-deriva-
dos son carcinbgenos subcuté&neos mds fuertes que elcompuesto -
de origen N-hidroxilado (34,36). Es de interé&s hacer notar --
que estudios realizados por Dyer (21) con 15 N, e Irving (29)-
con 914 c-n-OH-RAF (marcado en el anillo aromédtico) y con ----

gl4 C-N-OH-ARF (marcado en el grupo acetilo) indica que, du -
l,;?)“
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rante la accidn con macromoléculas, se conserva el grupo ace-
tilo, asi como el sistema aromidtico, cuando se administra a -

ratas AAF o uno de sus derivados carcindgenos.

Por la posible importancia de la unién "in vivo" del
N-OH-AAF al RNA hep&tico de la rata y su probable relacidn con
el mecanismo de formacifn de tumores, se consider6 de interés-
conocer si existen sistemas que lleven a cabo tales reaccio --

nes, "in vitro", en el higado de la rata.
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MATERIAL Y METODOS.

En el desarrollo de este trabajo se emplearon ratas-
macho (Wistar) de la colonia del Instituto de Biologifia, y ade-
méds cuyos y conejos (machos) de procedencia no controlada, man

tenidos con dieta "ad libitum" con Purina Laboratory Chow.

Las sustancias radiactivas usadas, N-OH-AAF ({(activi-
dad especifica 2.9 m/mM}, ARAF (3.1 m/mM) y Fluoreno (F,14.47 -
m/mM) , marcados en la posicién 9 con C!* se adquirieron en —--

Tracer Lab. Co.

Los animales fueron sacrificados por decapitacifn --
y se extrajo el higado rdpidamente, se pesaron 2.65 g y se ho-
mogeneizaron inmediatamente, en frfb, en 8 ml. de buffer de --
maleato 0.5 M a pH 7.5, que contenia Q08 mM de 2-mercapto eta-
nol y 0.08 mM de clorurc de manganeso. Dependiendo del experi-
mento se tomaron diferentes alicuotas del homogeneizado y se -
llevaron a los frascos de incubacién, mezcldndose con 15 mc de
RNA por muestra (Las determinaciones se llevaron a cabo por =--
duplicade ). El compuesto carcinogenético (N-OH-AAF o AAF) o-
el fluoreno, se anadib en amortiguador de maleato 0.5 M a pH -
7.5. La incubacibén se hizo a 37 °C en atmbsfera de aire =
agitaci6n constante. Para medir la unibn del carcinbgeno al RNA
&ste se extrajo por una modificacibn al método de Kirby (19, -

37), para lo cual se tomaron muestras de 10 ml de la mezcla de
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incubacién, por duplicado, y se detuvo la reaccibén con 5 ml de
una solucién frfa de naftalen sulfonato disédico al 1.5 & y ——
15 ml de una solucidén de fenol (500 g de fenol, 55 ml de agua,
0.5 g de 8-quinolinol), agitando durante 15 minutos y centri -
fugando a 12,000 rpm durante 20 minutos. Se obtuvo la capa ---
acuosa y se precipit® con 2 volfGmenes de alcohol al 96%, --—--
frfa, permaneciendo en el congelador durante toda la noche.

El precipitado se disolvid en 3 ml de agua, 3 ml de buffer de-
fosfatos, 2.5M a pH 7.5 v 3 ml de metil celosolve; se centri-
fugé por 15 minutos a 2,000 rpm y se obtuvo la capa acuosa.

Se precipité con 10 volGmenes de &cido ac&tico glacial, frfG,—
y se mantuvo en el congelador durante una ‘hora. El precipitado
se lavé dos veces con dos volfimenes de etanol y 2 veces con 2-
volGmenes de éter, se sec6, y muestras de 1 mg se colocaron --
en un papel filtro, midiéndose la radiactividad en un Contador

de flujo continuo (Nuclear Chicago, Mod. 151 A)

Después de los experimentos preliminares, cuyos re -
sultados indicaron que el homogeneizado de higado de rata --——-
unfa la radiactividad del carcinogené&tico J%: N-OH-AAF al ---
RNA, se efectuaron diversos experimentos en los que se vif6 ---
la influencia del tiempo, de la concentracién del homogeneiza-
do y la concentracibén del carcinogenético, en dicha incorpora-

cién.
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RESULTADOS. _

UNION DEL N-OH-AAF-914 C AL RNZ EN PRESENCIA DE HOMO-

GENEIZADO DE HIGADO DE RATA.

2.65 g de tejido hepético se homogeneizaron en 8 ml -
de buffer de maleato 0.5 M a pH 7.5, con 0.08 mM de 2-mercapto-
etanol y 0.08 mM de MnCl, y se incubaron en presencia de 30 mg
de RNA y %/k C de N-OH-AAF 9"‘C, en un volumen de 20 ml de bu-
ffer de maleato 0.5 M a pH 7.5; se tomaron alicuotas de la mez-
clade incubacifn a tiempo cero y a las 3 horas se llevdé a cabo-
la extracciébn de RNA como se indicd anteriormente, no cetect&n-
dose radiactividéd en las muestras obtenidas al tiempo cero, --
mientras que en las que se incubaron durante 3 horas, se encon-

traron lg}ﬂu molas del carcinogenético unidas al RNA (fig. I).
EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION.

Se incubaron 150 mg de RNA y 10//L C de 914 C-N-OH -
AAF, en presencia del homogeneizado de 2.65 g de higado en un-
volumen final de 100 ml en buffer de maleato 0.5 M a pH 7.5;
alicuotas de 10 ml, por duplicado, se tomaron a diferentes tiem
pos: O, 10, 20, 40 y 80 minutos. Como se observa, en la figura
II, la unidén del carcinbgeno al RNA se incrementa, de una mane-

ra lineal, conforme pasa el tiempo.
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FIG, I.- Unién del N-QOH-AAF al RNA en presencia

de homogeneizado de higado de rata.
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EFECTOS DE LA CONCENTRACION DEL HOMOGENEIZADO.-

150 mg de RNA y lCFC de 914 C-N-OH-AFF se incubaron
en un volumen final de 100 ml en buffer de maleato 0.5 M, a pH
7.5, en presencia de concentraciones variables de homogeneiza-
do hep&tico (288 mq/ml). Este homogeneizado se diluy6 1:10, --
en otro caso la dilucién fue de 1:20, y en otro més, se tomb--
una alfcuota de la primera dilucidn y se hirvié; en estas con-
diciones se anadieron a los frascos de incubacién. Las reaccio
nes se pararon a los 0, 10, 20, 40 y 80 minutos. En la figura-
II, se muestra la-magnitud de la incorporacidén del carcinogené
tico al RN&; se puede observar que a mayor concentracién del -
homogeneizado, se presenta un aumento de la radiactividad uni-
da al RNA, mientras que cuando se hirvidé previamente, no se --—
detect6 el carcinogenético unido al RNA. En esta figura tam --
bién puede observarse que las dos concentraciones mantienen --
una relaci6n directa del grado de unién del carcinogenético --

con respecto al tiempo.
EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL CARCINOGENETICC.-

Diferentes concentraciones de 914 EN-OH=AAF (0.5, 1,
¥y 1.5 molas) en presencia de homogeneizado hepético, 30 mg -
de RNA en 20 ml de buffer de maleato 0.5 M a pE 7.5, se incuba
ron durante 20' En la figura III se presentan los resultados-

de este experimento; como puede verse, la unibén del carcinoge-
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nético al RNA hepdtico, aumenta en relacibén directa a su con -

centracién (la unién fu€ de 20, 26 y 3%‘/# molas, respectiva -

mente.

Después de tratamiento enérgico con una mezcla de --
cloroformo-etanol y a ebullicién, la radiactividad del carci -
négeno unida al RNA no se perdid. Esto indica que se trata de-
" una unién real y no de un simple proceso de adsorcibn.

|
EFECTO DE LA INCUBACION CON 914 c-aar 03914 C-F.-

Experimentos en que se incub8 el homogeneizado de --

e
hfgado de rata ceon 9 7C—F, en iguales condiciones que los ex-
perimentos anteriores, no se encontr® radiactividad en el RNA-

extrafido después de 3 horas de incubacién. Por otra parte, ---

cuando 2.65 g de tejido hepético se hoﬁogeneizaron en buffer

Tris-maleato 0.2 M a pHE 8.0 y 0.08 mM de 2-mercapto etanol y -
0.08 mM de MnCl, se incubaron con 150 mg de RNA y 10 C de 9 C
AAF en un volumen final de 100 ml con buffer Tris-maleato C.2-
M a pH 8.0, y se tomaron muestras para determinacién de radiac
tividad en RNA a diferentes intervalos (9, 30, 60, 120 y 240 -

minutos) ésta no se detect6 en ninguno. (fig. 1) .

UNION *IN VITRO" DEL 914 -C-N-OH-AAF EN DIFERENTES --

ESPECIES. _

Se llevd a cabo un experimento con tejido hepé&tico -

(576 mg de tejido) correspondiente a cada una de las especies

P~ S Y-
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(rata, cuyo y conejo). El homogeneizado se hizo en buffer de ma-
leato 0.5 M pH 7.5, con 0.08 mM de 2-mercapto etanol y 0.08 mM -
de MnCl. Estos se incubaron durante 20' con 30 mg -de RNA y 2/U c

14
de 9 C-N-OH-2AF en un volumen final de 20 ml con buffer de —--

maleato 0.5 M a pH 7.5.

En otro experimento, los animales se mantuvieron en -
ayuno durante 24 horas, tiempo después del que se sacrificaron.
Se pesaron 2.65 g de higado, en cada caso, y se homogeneizaron-
en 8 ml de buffer Tris-maleato C.2 M, a pH 8.0 (conteniendo ---
0.08 mM de 2-mercapto etancl y 0.08 mM de MnCl), y se incubaron
576 mg de tejido con 30 mg de RNA y 2 }L_C de 914 C-N-OH-AAF =--

en un volumen de 20 ml de buffer Tris-maleato 0.2 M a pH 8.0.

Los resultados en la tabla 1 muestran la unibn del --
carcinogenético con el RNA en tejido hepdtico de rata, cuyo y -
coneje, "“in wviltro” . Puede observarse gue la unién del ————=——
914 C-N-OH-2AF al RN2A, se lleva a cabo en presencia de dos so--

luciones amortiguadoras diferentes a pH distintos y en animales

en ayuno comparados con aguellos alimentados "ad libitum".
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TABLA I

14
UNION DEL 9'/C-N-OH-AAF AL RNA DEL HIGADO

"IN VITRO" , EN 3 ESPECIES DE ROEDORES
ESPECIE EXPERIMENTo/ypmolaifhg RNA
RATA I* 16.4

CuYo 12.7
CONEJO . 7.0

RATA II* 127.8

CUYO 36.0
CONEJO 197.0

* Incubaci6n en buffer de maleato 0.5 M a pH E 7.5

**En este experimento se incubd en amorticuador Tris-
maleato 0.2 M, a pE 8.0. Los animales se mantuvie--

ron en ayuno de 24 horas antes del sacrificio.



27
DISCUSION. -

Actualmente se considera que en la produccidén de neo-
plasias un carcinbgenc guimico, o un metabolito carcinogenéti--
co, debe reaccionar en una forma relativamente especifica con-
los constituyentes celulares. Recientemente se ha llegado al --
conocimiento de una gran variedad de acentes quimicos carcino--
genéticos que llevan a cabo interacciones con macromoléculas --
celulares, tales interacciones parecen ser importantes porgue--
su magnitud se relaciona con la potencia del carcindgenc (3), -
como ha sido demostrado "in vivo" , con el potente carcin6geno-
N-hidroxi-acetilaminofluoreno. respecto al compuesto de origen,
acetilaminofluoreno. Los resultados obtenidos en este trabajo -
observan, "in vitro" , una relacidn paralela respecto al com ==
portamiento "in vivo" , del carcinégeno AAF y su derivado N-hi-
droxilado, en cuanto a unién a &cidos nucleicos se refiere.
Estos datos demuestran la interaccibn "in vitro", del N-OE-AAF-
con el &cido ribonucleico del higado de la rata; y sugieren --—-—
la presencia de un sistema enzimdtico que lleva a cabo esta ---
reaccién directa gue guarda la cantidad del carcinogenético uni
do al RNA, respecto al tiempo, a la concentracién de uvno de los
sustratos (N-OH-2AF) y la concentracién del homogeneizado (fig.
2y 3 ). Por otra parte, este sistema, aparentemente enzimiti=--
co, es termoldbil, lo cual se manifiesta al no efectuarse la --

unién del carcindgeno al RNA cuando se hierve el homogeneizado;
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esto serfa indice de gque la reaccibn depende de un constituyen-
te del homogeneizado que es sensible al calor. Estos restltades
son consistentes con la idea de la presencia de un sistema enzi
mitico en el higado de la rata, gque lleva a cabo la unién del -
N-OH-A'AF o uno de sus metabolitos, con el RNA, "in vitro"
Ademds, se desprende gue este sistema es especifico, al no de -
tectarse radiactividad en el RNA cuando se incuba homogeneizado
de higado de rata con 9 C-AAF 6§ 9 C-Fluoreno; en tanto gue con-
914C -N-OH-AAF la reaccibén se efectfia. Esto podria indicar que -

el N-OH-AAF puede ser activado "in vitro" , a un metabolito ca-

paz de reaccionar con el RNA, en contraste con el AAF y el ---,

fluoreno que no serfan activados, hipbStesis gue se verfa apoya-

da por el hecho de que el fluorenc no es un agente carcinégeno,

por el efecto carcinogenético presentado por el N-OH-AAF en va- |

rias especies y en general, por la mayor actividad de los de--

rivados N-hidroxilados de las animas arom@ticas carcinégenas.

Bas&ndonos en los trabajos de Kriek, Miller y col. -
(31, 32, 33) gue demuestran que el AAF y el N-OE-AAF son inac-
tivos en tanto el N-acetoxi-AAF es capaz de interaccionar, no-
enzimaticamente, "in vitro", con la guanosina aislada o ccn la
presente en los &cidos nucleicos, podemos pensar que el N-OH -
AAF serfa- activado por un sistema enzimftico "in vitro" , a-
un metabolito, tal como un &ster acetilado o un compuesto re -

lacicnado, _con las propiedades reactivas del N-acetoxi=-ARF, que
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reacciona con la guanosina. del RNA. En tanto que los &steres-
del N-OH-AAF no han sido identificados como metabolitos, su =--
interaccién con protefnas y &cidos nucleicos, asi como con al-
gunos de sus constituyentes (metionina, tirosina, triptofano,-
cisteina y guanosina), v su carcinogeniticidad en la rata, su-
glieren que pueden resaccionar con una o més macromoléculas para

inducir neoplasia.

No obstante la importancia que se ha dado a la inter
accién de macromoléculas con agentes gquimicos carcinogenéti--—
cos y su posible relacibn con el mecanismo de accién de estos-
compuestos, &sta aln no es muy clara. En algunos casos, como -
en la rata, el grado de unidn observado se correlacicna con la
incidencia de cancer producido en el hiéado después de la admi
nistracién del agente carcinogenético; sin embargo, en el caso
del cuyo y del conejo, ambos refractarios a la accién hepatatd
xica del AAF y su derivado N-hidroxilado, no se ha podido e=z--
tablecer el mismo criterio, ya que el N-OH-AAF (o un metanoli-
to) se une "in wivo" (19) al higado del cuyo, en tanto el AAF-
es inactivo. Por otra parte, en el conejo se ha encontrado que
"in vivo" se efectfia la interaccidén del AAF con el RNA hepidti-
co (29). Teniendo en cuenta los datos obtenidos en este traba-
jo, podemos pensar que existe un sistema aparentemente enzimi-
tico, que une "in vitro"al N-QOH-AAF (o uno de sus metabolitos)

con el RNA hepético del cuyo o del conejo.
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Estos resultados apoyan la importancia de los mecanis-

mos de N-hidroxilacibn en la carcinogenesis por AAF.

Ademés la presencia de un sistema enzimitico que lle-
ve a cabo la unibn de un carcinbgeno quimico (o uno de sus me--
tabolitos) al RNA, puede ser de inter€s para el conocimiento --
del mecanismo de formacifn de tumores, por la posible importan-
cia de dicha molécula en la transmisibn de un estado neoplédsico

a través de muchas generaciones celulares.
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RESUMEN. ~

El N~-OH-AAF es un agente carcinogenético en rata, --
mientras que el cuyo y el conejo son refractarios a sus efectos
hepatotéxicos. Recientemente se ha demostrado que el N-OH-AAF -
lleva a cabo una interaccidén "in vivo" , con los dcidos nuclei-
cos y proteinas hepdticas después de su administracién a ratas-
y cuyos. En el presente trabajo se describe la unién del ==—==
N-OH-AAF al RNA, " in vitro" , en presencia de un sistema, apa-
rentemente enzimdtico, presente en el homogeneizado de higado -
de rata, cuyo y conejo y se discute la posible importancia del-

sistema en la carcinogénesis por AAF.
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