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CARCINOGENESIS Y NITROSOAMIDAS* (1)
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Introduccién

La carcinogénesis experimental, sobre
todo a base de los carcinégenos de reab-
sorcién, tiene un gran interés, ya que de
ella pueden derivarse estudios de gran
importancia en oncologia general: relacio-
nes entre dosis y respuesta en oncogéne-
sis, efectos quimicos a nivel molecular en
las diferentes estructuras celulares en las
fases iniciales de la carcinogénesis, cam-
bios morgoldgicos incipientes, oncologia
comparada experimental, tratamiento de
las neoplasias, potencial efecto carcinoge-
nético en el hombre, etcétera.

Entre los agentes quimicos empleados en
la produccién de tumores experimentales,
las nitrosoureas han adquirido una gran
importancia desde los trabajos en la pasa-
da década,de Duckrey y colaboradores (1 a
5). Los compuestos N-nitrosos presentan
una estructura molecular basica comun,
con un radical efector y un radical “guia”
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del que parece depender su efectp organo-
tropo (22); por ejemplo, los del grupo meti-
lo {(DMNA) dan lugar a la produccién de
tumores hepdticos; el grupo uretano
(MNUT), a tumores pulmonares, y el grupo
urea, a tumores del sistema nervioso (MNU
y ENU). Sin embargo, dentro de cada uno
de estos compuestos, |la selectividad orga-
nica del efecto oncogénico depende a su
vez de otros factores: dosis y pautas de
administracion, edad del animal y raza,
etcétera. Su efecto oncogénico parece
deberse a la acciébn metilante de estos
compuestos sobre la guanina, lo que daria
lugar a la aparicibn de cambios irreversi-
bles en el DNA (4 y 11). Metilacién del
DNA, RNA y proteinas, asi como inhibicién
de la sintesis de estos compuestos, se han
descrito tras la inyeccién del carcindgeno,
alcanzando un méximo a las tres-seis horas
(17). Tras esto habria un periodo de laten-
cia hasta el desarrollo y crecimiento del
tumor (22).

Nuestras experiencias tienen por objeto
la produccién de distintos tipos tumorales
con estos compuestos, especialmente del
sistema nervioso, y su tipificacion con los
métodos histolégicos ordinarios, histoqui-
micos y electromicroscépicos. En la presen-
te comunicacion expondremos los resulta-
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dos generales obtenidos hasta el momento
con la metilnitrosourea (MNU) vy etilnitro-
sourea (ENU).

Material y métodos

Se han utilizado 322 ratas Wistar, distri-
buidas en varios grupos, seguin la edad,
sexo y carcinégeno empleado.

a) 152 animales fueron tratados me-
diante administracion trasplacentaria de
ENU (15 miligramos por kilogramo) por via
intraperitoneal, en dosis Unica, a las ratas
gestantes los dias catorce. a dieciséis de la
prefiez.

b) 15 machos y 15 hembras, de unos
50 gramos de peso, fueron inyectados con
MNU por via intraperitoneal (10 miligra-
mos por kilogramo semanal) hasta un total
de 140 miligramos por kilogramo.

¢/ 67 machos y 73 hembras, de unos
150 gramos de peso, se inyectaron con
MNU via intraperitoneal (10 miligramos
por kilogramo semanal) hasta una dosis
total de 240 miligramos por kilogramo.

La MNU y ENU se sintetizaron en nues-
tro laboratorio, segun técnica facilitada por
el Departamento de Quimica Orgénica
(profesor Lora Tamayo)' de la Facultad de
Ciencias de la Universidad Complutense:

Urea + nitrito sodico = a nitroso-urea.
Nitroso-urea + metil o etil-amina =
= MNU o ENU.

Los animales se sacrificaron cuando
mostraban sintomatologia nerviosa expresi-
va o cuando el tumor se hacia evidente a
la palpaciéon o a la inspeccion, en el caso
de los tumores periféricos.

Las ratas fueron anestesiadas con hidrato
de cloral o éter etilico. EI material para
microscopia convencional se fijé en formol
neutro tamponado de Lillie y, tras su inclu-
sién en parafina, fue cortado y teftido ruti-
nariamente (19). Algunos fragmentos se
impregnaron con platas tras ser secciona-
dos en congelacién (14). El material selec-
cionado para estudio electromicroscépico
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fue fijado por inmersién en glutaraldehido,
osmificado y procesado de forma rutinaria
(13). Un alto porcentaje fue fijado para
microscopia electrénica mediante perfusion
intravascular con aldehidos (15). Las prepa-
raciones se estudiaron con un microscopio
electrénico Zeiss EM-9S, con un potencial
de aceleracion de 60 kilovatios.

Resultados y discusion

Los resultados obtenidos hasta el mo-
mento quedan resumidos en las gréficas.
Tanto con la MNU como con la ENU obte-
nemos algo mas del 70 por 100 de anima-
les cancerizados con la dosis y via de ad-
ministracién sefialadas. Sin embargo, existe
una marcada diferencia en la incidencia de
tumores nerviosos, tanto centrales como
periféricos, pues mientras con fa MNU so-
lamente alcanzan un 35 por 100, con la
ENU comprenden el grupo méas importante
(méas de un tumor por animal). La baja inci-
dencia de tumores nerviosos en nuestra
serie con MNU concuerda con los experi-
mentos de Koestner y colaboradores (10),
en ratas Sprague-Dawley, en los que se ve
claramente una variacion en la incidencia
de estos tumores, segun la via de adminis-
tracién empleada: en la via intravenosa ob-
tienen el 97 por 100; en la digestiva, el 52
por 100; intraperitoneal, el 36 por 100, y
subcutanea, el 12 por 100. Asimismo,
Stroobandt y Brucher (16) obtienen un 70
por 100 de tumores nerviosos por via di-
gestiva en ratas Wistar. La via utilizada por
Druckrey y colaboradores (6) fue funda-
mentalmente la intravenosa, con un 90 por
100 de incidencia de tumores nerviosos.
Cifras similares, e incluso mas altas, se ob-
servan en las grandes estadisticas de Zulch
y Mennel (21).

Los tumores periféricos {un alto porcen-
taje con la MNU) se desarrollan con gran
frecuencia en la cavidad peritoneal (serosa,
utero, retroperitoneo) lo que indica un efec-
to carcinogenético tépico que se explica
por la gran inestabilidad de la MNU en
solucion. Asimismo, Stroobandt y Brucher
(16), empleando la via digestiva, encuentran
en todos los animales hiperplasias papilo-
matosas y tres carcinomas en la porcién
inicial del estdmago. La mayoria de los
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tumores no nerviosos obtenidos por noso-
tros tienen un reparto muy desigual, y si
bien algunos de ellos eran interesantes (va-
rios nefroblastomas, un timoma, un carci-
noma tiroideo, un ameloblastoma), su esca-
sa incidencia y la falta, en general, de un
organotropismo determinado confirman los
trabajos inciales de Druckrey y colaborado-
res sobre la especificidad de estos com-
puestos para producir tumores nerviosos,
aunque su incidencia sea baja, segin los
factores expuestos anteriormente.

Como se ha visto en la figura 1, los
mejores resultados se obtienen con la
ENU. por via transplacentaria, por inyec-
ciébn Gnica intraperitoneal del mismo a la
madre gestante. En el caso de este com-
puesto no parece tener importancia que la
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inyeccién sea intravenosa o intraperitoneal,
aunque generalmente se emplea la primera
(3, 7 v 20). Lo importante con la ENU.
es la dosificacién y el momento de la pre-
flez en que se inyecta el carcinégeno (6).
Los 6ptimos resultados (100 por 100} se
obtienen con 50 miligramos por kilogramo
en el dia 20 de la gestacién, mientras que
con cinco miligramos la incidencia de tu-
mores nerviosos baja al 60 por 100 (8).
Asimismo, se obtiene un marcado descen-
so en la incidencia de tumores nerviosos
cuanto méas precoz es la inyeccion, siendo
imposible obtenerlos antes del dia 12 (9).
Esto mismo lo hemos podido comprobar
nosotros en series anteriores de prueba.
Como hemos visto en las gréficas, en las
series actuales obtenemos més de un 70
por 100 de tumores nerviosos con una
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dosis de 15 miligramos por kilogramo en
los dias 14 y 16, lo que estd en concor-
dancia con los datos anteriormente expues-
tos.

Es interesante sefalar que en el dia 12
de la gestacion, el encéfalo de la rata esté
compuesto de células neuroepiteliales pri-
mitivas (22), con una minima diferenciacion
glioblastica o neurobléstica. Por tanto, con-
forme avanza la diferenciacion del sistema
nervioso, la incidencia tumoral aumenta, si
bien esto es solamente cierto en cuanto a
las series gliales y ependimarias se refiere,
ya que practicamente no se originan tumo-
res de la serie neuronal, probablemente por
la alta diferenciacion en estos estadlos de
las células ganglionares, aunque si sufren
efectos toxicos tras la inyeccién del carci-
négeno (22).

La alta incidencia de tumores oligoden-
drogliales que se encuentran en todas las
series (16 y 24) puede ser debida exclusi-
vamente a que la oligodendroglia es el tipo
celular predominante en el sistema nervio-
so y, por tanto, con més posibilidades de
sufrir cambios neoplasicos. Para Taper y
colaboradores (18), sin embargo, seria debi-
da a la escasa cantidad de nucleasas gque
poseen, lo que podria significar una defi-
ciente defensa enzimética contra la apari-
cién de acidos nucleicos extrafios o altera-
dos.

La alta incidencia que se refleja en toda
la serie de gliobastomas y glioepiteliomas
ha sido atribuida por Wechsler (21 y 22) a
las alteraciones toxicas ocurridas, sobre
todo en las células subependimarias a ni-
vel del telencéfalo de los embriones, tras la
inyeccion de ENU. a las madres gestan-
tes: el toxico origina-severas y extensas
rupturas de la pared ventricular primitiva al
primer dia de la inyeccion, seguidas de un
proceso reparativo que determina la forma-
cién de rosetas ependimarias heterotdpicas,
es decir, desplazadas en pleno parénquima
nervioso. Estas lesiones, que pueden ser
conceptuadas como un proceso hamarto-
matoso originado quimicamente, podrian
considerarse, junto a los cambios bioquimi-
cos descritos anteriormente (alkilacion, et-
cétera), como el periodo de iniciacién del
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tumor, el cual, tras una fase de latencia,
daria lugar al desarrollo de neoplasias {22).

En cuanto a las diferentes lineas celula-
res de tipo glial que se encuentran en algu-
nos tumores (gliomas mixtos), sobre todo
en fases tardias, cuando han alcanzado un
gran desarrollo, han sido objeto de varias
explicaciones. Para Zimmermann (23) seria
debido a una cancerizacién local de varios
tipos celulares (cancerizacién de campo)
que, por tener periodos de latencia diferen-
tes, en estadios iniciales sélo predominaria
un tipo celular. Sin embargo, Zulch (24)
cree que es debido a fenémenos anaplasi-
cos que ocurren durante el crecimiento
tumoral. Otra explicacién podria ser simple-
mente la confluencia de dos tumores préxi-
mos de diferente estirpe, hecho sugerido
por algunas imégenes histolégicas observa-
das en nuestros casos.

Por fin, los tumores nerviosos periféricos
pueden derivar de células de Schwann,
aunque no estd claro si otros tipos celula-
res (intersticiales o perineurales) participan
en la neoplasia, sobre todo en los tipos in-
diferenciados (12), en los que ‘se pierden
las caracteristicas estructurales y citolégi-
cas que permiten su diagndstico micro y
electromicroscépico. Su tiempo de induc-
cion suele ser de unos dos meses (22),
mientras los tumores gliales aparecen mas
tarde.

Resumen

Con el fin de estudiar la carcinogénesis
organotréoica por metil y etil-nitroso-urea,
se han utilizado 322 ratas Wistar no ho-
mocigéticas, de sexo y peso variable, a las
qgue se han administrado estos compuestos
segun distintas pautas de inoculacién. Los
mejores resultados, referidos a la sencillez
y garantia del procedimiento, se obtuvieron
mediante inyeccion intraperitoneal de 15
miligramos por kilogramo de etil-nitroso-
urea en el 15 dia de la gestacion lo que
produjo tumores en un 71 por 100 de la
descendencia. De estos tumores, el 75 por
100 era de estirpe neuroectodérmica. La
metil-nitroso-urea, o la etil en otra forma
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de administracién, pueden producir un
nimero semejante de tumores, pero.la ac-
cién organotrépica no es tan definida.

Summary

In order to evaluate the organotropic
carcinogenicity of Methyl- and Ethyl-nitro-
so-urea, 322 not inbred Wistar rats, of va-
riable sex and weight, have been treated
with these compounds according to several
inoculation schemes. The best results as to
reliability and easiness of the technique
were obtained by intraperitoneal injection
of 15 mg/kg. of Ethyl-nitroso-urea in the
15th day of pregnancy. This procedure
rendered tumours in 71 % of the offspring,
75 % of which were of neural origin; Meth-
yl-nitroso-urea, or Ethyl-nitroso-urea in
adult rats have a carcinogenetic effect of
similar intensity, but the organo-especific
action is not so well defined.
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