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RESUMEN

En este trabajo se presentan los resultados concernientes al
estudio del efecto de benzo(a)pireno sobre la sintesis de DNA
y sobre las actividades DNA polimerasas en niicleos y mitocon-
drias de higado de ratas.

Cuando benzo(a)pireno fue administrado intraperitonealmente a
las ratas 48 horas antes de sacrificarlas, encontramos que es
tos niicleos tenian menor capacidad para sintetizar DNA que
los nidcleos purificados de higado de ratas controles. Mas
afin las DNA polimerasas solubilizadas de los niicleos de las
ratas tratadas mostraron menor actividad que la enzima solubi
lizadas de los niicleos controles. Hemos caracterizado la DNA
polimerasa mids afectada por el tratamiento con benzo(a)pireno,
por centrifugacidn en gradientes de sacarosa y ensayos enzimid
ticos especificos. Nuestros resultados indican que la DNA
polimerasa B de reparacibén, es mucho mas resistente al cance-
rigeno que la DNA polimerasa o de replicacidn.

Detectamos en nticleos purificados la enzima aril hidrocarburo
hidroxilasa, cuya actividad es dependiente de NADPH y conduce
a la activacién de benzo{a)pireno. Esta enzima se encontrd
muy aumentada después del tratamiento in vivo con el canceri-
geno. La estrecha relacidn entre esta actividad y 1la inhibi-

cién de la sintesis de DNA observada después de inyectar

xi




benzo(a)pireno estid indicada por los siguientes resultados:
la sintesis de DNA en los nidcleos de los animales inyectados
con el cancerigeno fue inhibida por NADPH. Contrariamente a
esto, la sintesis de DNA en los nidcleos controles no fue in -
hibida por NADPH lo cual sugiere que cierta cantidad del can-
cerigeno no activado podria estar presente en los niicleos de
los animales tratados con benzo(a)pireno; 1la activacidn del
cancerigeno en presencia de NADPH conduciria al aumento de 1la
inhibicidén ya observado. Esta idea es apoyada por nuestros
resultados in vitro que indican que la inhibicidn de 1a sin -
teslis de DNA producida por benzo(a)pireno esti muy aumentada
por NADPH. Como en los experimentos in vivo, las incubacio -
nes nucleares in vitro condujeron a una inhibicidn preferen -
cial de la DNA polimerasa o,

Cuando se estudid el efecto de benzo(ajpireno sobre la sinte-
sis de DNA mitocondrial, encontramos que la capacidad de sin-
tesis de las mitocondrias de animales inyectados estaba dis -
minuida en comparacidén con los organelos controles. Sin em -
bargo la actividad DNA polimerasa y solubilizada de las mito-
condrias de los animales inyectados con el cancerigeno fue
mucho mayor que la actividad de las mitocondrias controles.
Este aumento no se debid a una mayor solubilizacidn de la en-
zima, o a la presencia de otras polimerasas ademids de 1la DNA
polimerasa vy mitocondrial en dichos organelos, como se demos-
trd a través de la caracterizacidén de la actividad polimerasa

en las ratas controles y tratadas con benzo(a)pireno. In vitro

-
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el cancerigeno produjo una inhibic@én de la sintesis de DNA
en las mitocondrias enteras, e inhﬁbiﬁ la actividad DNA po-
limerasa y mitocondrial. Contrariamente a lo observado en
nicleos, NADPH no afectd la sintesis de DNA en las mitocon -
drias de las ratas tratadas con benzo(a)pireno, ni en los or-
ganelos de los animales controles{

Algunos resultados preliminares de microscopias electrbnicas
indican importantes cambios estructurales observados en las
mitocondrias de los animales tratados con el cancerigeno. Por
lo tanto tendremos que resolver si el aumento de la actividad
DNA polimerasa y en las mitocondrias, se debe a la induccidn
de la sintesis de esta enzima, ya que la polimerasa y en el
organelo debe llevar a cabo la replicacidén y la reparacidn

del genoma mitocondrial. e
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ABSTRACT

Results concerning the study of the effect of benzo(a)pyrene
on DNA synthesis and on DNA polymerase activity in nuclei and
mitochondria of rat liver, are presented in this work.

When benzo(a)pyrene was administered intraperitoneally to
rats 48 hours before sacrifice, we found that these nuclei
had a lower ability to synthetize DNA, as compared with nuclei
purified from livers of control animals. Moreover DNA poly-
merases solubilized from nuclei of treated rats showed a lo-
wer actiyity than the enzyme activity solubilized from con -
trol nuclei. We have characterized the DNA polymerases most
affected by the treatment with benzo(a)pyrene by sucrose gra-
dient centrifugation and specific enzyme assays. Our results
indiqgte that the repair DNA polymerase B is more resistant
to the drug that the replicative DNA polymerase o.

We were able to detect in purified nuclei the enzyme aryl
hydrocarbon hydroxylase. This activity is dependant of NADPH
and leads to the activation of benzo(a)pyrene. This enzyme
was found dramatically increased after in vivo treatment with
the carcinogen. A close relationship between this activity
and the observed inhibition of DNA synthesis after injection
of benzo(a)pyrene is strongly suggested by the fact’

that DNA synthesis in nuclei from drug injected animals was

severely affected by NADPH. On the contrary DNA synthesis
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was not inhibited at all by NADPH in control nuclei, suggest-
ing that some unmodified drug can still be present in the
nuclei of benzo(a)pyrene treated rats, The activation of that
drug in the presence of NADPH can lead to the observed increa-
sed inhibition. This idea is supported by our in vitro re -
sults indicating that the inhibition of DNA synthesis by
benzo(a)pyrene 1is greatly increased by NADPH. As in the imn
vivo experiments the latter nuclear incubations in vitro lead
also to a preferential inhibition of DNA polymerase a.

When the effect of benzo(a)pyrene on mitochondrial DNA synthe-
sis was studied, we found that the synthetic capacity of mito-
chondria from drug injected animals was decreased as compared
with control organelles. However the mitochondrial y DNA po -
lymerase activity solubilized from mitochondria of animals in-
jected with the carcinogen was much higher than in control mi-
tochondria. This increase is not due to a change in the solu-
bilization of the enzyme or to a DNA polymerase other than the
mitochondrial DNA polymerase y, as shown by a thorough charac-
terization of the polymerase activity in controel and benzo{a)
pyrene treated rats. In vitro the carcinogen produced inhibi-
tion of DNA synthesis with whole mitochondria and inhibited
the solubilized mitochondrial DNA polymerase y activity. Con-
trary to what was observed in nuclei, NADPH did not affect DNA
synthesis in mitochondria from benzo(a)pyrene treated rats or

in organelles from control animals. Some preliminary results
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by electron microscopy indicate that important structural
changes are observed in mitochondria of carcinogen treated
animals. Thus, the question remain to be solved of whether
the increase in DNA polymerase y activity in treated mito -
chondria is due to the induction of enzyme synthesis since
polymerase y in the organelle must accomplish both the repli-

cation and repair of the mitochondrial genome.
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I.,- [INTRODUCCION

HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS Y SU EFECTO BIOLGGICO

En los ditimos afios se ha desarrollado un considerable inte-
r€s hacia el estudio de los hidrocarburos aromidticos polici-
clicos (PAHs), contaminantes ambientales ampliamente distri-
buidos, en relacién al destino metabblico de estos compues -
tos en los organismos vivos expuestos a la contaminacidn.
Estudios de numeroscos laboratorios han demostrado que estos
contaminantes ambientales estdn implicados en una serie de
alteraciones biolGgicas que incluyen citotoxicidad (1,2), mu
tagénesis (2,3), transformaciones celulares in vitro (4,5),
e induccidn de cdncer en animales de experimentacidén (6,7) y
en humanos (8). Estos compuestos requieren de activacidn me
tabdlica para producir el dafio bioldgico y se ha establecido
que existe una correlacidn directa entre 1la capacidad cance-
Togénica de los PAHs, y la unidén covalente de sus metaboli -
tos activos al DNA (9,10). Uno de estos PAHs, mids extensa -
mente estudiado, es el Benzo{a)pireno (B(a)P), contaminante
ambiental ubicuo, que se produce en las combustiones incom -
pletas de la materia orgédnica, y que parece ser el mids acti-

vo agente cancerogénico (11) al cual el hombre estd expuesto.

(Esquema 1).
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MeTAaBOLISMO DE BenNzo(A)PIRENO, El B(a)P es metabolizado in

vivo e in vitro por la aril hidrocarburo hidroxilasa (EC 1.

14.14.2), una oxidasa de funcifn mixta cuya actividad es de-
pendiente de NADPH (12), y que forma parte de un complejo
sistema metab6lico presente en el reticulo endopldsmico celu
lar el que lleva a cabo la activaciétn y eliminacidn (13,14)
de los cancerigenos y de otros compuestos tdxicos para los
organismos vivos (15).

La aril hidrocarburo hidroxilasa (AHH) que ha sido identifi-
cada en la mayoria de los tejidos de todas las especies de
mamiferos (16), metaboliza, y es inducible por un amplio es-
pectro de compuestos que incluyen pesticidas, drogas, PAHs
{(14,17) y algunos sustratos enddgenos como los esteroides
(13).

La biotransformacidn del B(a)P da como resultado alrededor
de 40 metabolitos identificados como fenoles, epéxidos, qui-
nonas, dihidrodioles, diol-epdxidos y conjugados hidrosolu -
bles (18). La mayoria de estos productos es posteriormente
eliminada. Sin embargo se ha demostrado que los diol-epdxi-
dos producidos en esta secuencia metabdlica no se eliminan
de la c&lula ya que son los mayores agentes mutagénicos y
cancerogénicos (3,5) que se encuentran unidos covalentemente
a los dcidos nucleicos y proteinas celulares (19,20,27).

Los ‘estudios dirigidos a investigar la estructura quimica de
la unidn covalente entre los dcidos nucleicos y las formas

activas del B(a)P, han establecido la formacifn de un alto




porcentaje de aductos guanosina en el DNA y RNA, cuando te -
jidos humanos o de roedores, o cé&lulas en cultivo (22,23) se
exponen a B(a)P. Este tipo de aducto se produce también in
vitro, cuando se modifica el DNA con epdxidos derivados del
B(a)P (24). (Esquema 2).

La actividad AHH fue primero localizada en el reticulo endo-
pldsmico de células de mamiferos, y alslada en la fraccién
microsomal (15,25,26). Posteriormente varios grupos de in -
vestigadores demostraron la existencia de una actividad AHH
en el niicleo celular (27,28), la que es también dependiente
de NADPH y estimulada a altos niveles por inductores (29,30).
En experimentos realizados incubando nidcleos aislados de cé-
lulas animales, en presencia de B(a)P y de cofactores adecua
dos, se demostrd taﬁbién con este sistema la interaccidn co-
valente del B(a)P con el DNA, RNA y las proteinas nucleares
histonas y no histonas (28,29,30).

Muy recientemente (1980) fue descrita ademids en mitocondrias
de higado de ratas, la presencia de un sistema parcialmente
dependiente de NADPH, y capaz de activar cancerigenos in vi-
tro (31).

Paralelamente a estos resultados, otros investigadores han
sugerido que el blanco preferencial de accidén de los deriva-
dos activos del B(a)P seria el DNA mitocondrial (32), puesto
que al incubar células animales en presencia de B(a)P, se en
-contraron sus metabolitos unidos covalentemente al DNA nu -

clear v mitocondrial, siendo la cantidad de derivado activo
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unido por ug de DNA, mucho mids alta en el genoma del organe
lo (32,33).

La caus:a por 1la cual el DNA mitocondrial resulta modific¢ado
en mayor grado que el DNA nuclear fue atribuida a la presen-‘
cia en el micleo de proteinas que interactdan con el DNA y
que lo protegerian de la accidon de estos compuestos tdxicos.
El DNA mitocondrial en cambio no parece estar tan protegido,
aunque se ha encontrado una proteina de tipo histona en mi -

tocondrias de levaduras (34).

B(A)P v su RELACION coN LA SINTEsIS DEL DNA, En experimen-
tos realizados in vivo (35,36,37) e in vitro (38,39) en bac
terias y mamiferos, se ha establecido que 1la administracién
de B(a)P y otros PAHs produce una inhibicién de la sintesis
del DNA.

Este efecto ha sido atribuido hasta ahora a la modificaci6tn
que sufre el DNA, sin embafgo cantidades importantes de las
substancias activas se encuentran unidas a las proteinas nu
cleares (40).

Es esencial por lo tanto, considerar la posibilidad que la
inhibici6én de la sintesis del DNA producida por los PAHs,
podria también reflejar, al menos en parte, algunas altera-
ciones de los componentes proteicos del sistema responsable

de la replicacidn fiel del material genético.




CArRACTERESTICAS DE LAS DNA poLIMERASAS, El proceso de sin-

tesis del DNA es llevado a cabo por un complejo sistema mul-
tienzimdtico, en el cual las DNA polimerasas tienen un papel
crucial. En las c&lulas de mamiferos se han descrito tres
tipos de DNA polimerasas (41,42}, la DNA polimerasa o que pa
rece ser la enzima que replica el genoma nuclear, la DNA po-
limerasa B que es la enzima de reparacidn, y la DNA polimera
sa vy que es la enéima que replica el DNA mitocondrial (43)
aunque también se ha encontrado esta dltima enzima en el nd-
cleo donde su funcién no ha sido atin establecida. La DNA po
limerasa g que constituye la principal actividad en las cé -
lulas en crecimiento, tiene un alto peso molecular (42), se
inactiva a altas concentraciones salinas, su pH 6ptimo
se encuentra entre 7 y 8, y es fuertemente inhibida por N-
etil maleimida (NEM) y p-cloromercuribenzoato (PCMB).

La DNA polimerasa g se encuentra en el micleo celular donde
parece estar fuertemente unida a la cromatina. Es una enzi-
ma de peso molecular entre 30,000 a 45.000 daltons (44,45),
presenta un punto isocelé&ctrico alcaline y a diferencia de la
polimerasa g , no es inhibida por NEM ni PCMB, y es relati -
vamente estable a alta fuerza idnica.

La DNA polimerasa vy es una enzima de alto peso molecular co-
mo 5 , Se la encuentra en las mitocondrias y en el nicleo
celular, su actividad se estimula en presencia de alta fuer-

za ibnica y es inhibida s6lo parcialmente por NEM (46).

Como todas las polimerasas necesitan de un templado (matriz-




iniciador) para catalizar la sintesis del DNA, la propiedad
de reconocer diferentes matrices ha sido muy utilizada para
el estudio de estas enzimas.

In vitro, la DNA polimerasa o reconoce mejor una matriz de
polidesoxiribonucleotidos, en cambio la enzima vy, especial -
mente en presencia de Mn, reconoce preferencialmente una ma-
triz de poliribonucleotidos como el poliA.

Otro de los criterios utilizados para el estudio de las DNA
polimerasas, es el uso de ciertos inhibidores especificos co
mo la afidicolina, un antibidtico que inhibe especificamente
a la o polimerasa (47) y que no tiene efecto sobre B ni vy ;
el bromuro de etidio, una droga antitripanosdmica, que se in
tercala entre las dos hebras del DNA y que inhibe especifica
mente a la y polimerasa; y la dideoxitimidinatrifosfato
(ddTTP) andlogo del deoxinucleotidotrifosfato normal (TTP),
la cual inhibe fuertemente a las polimerasas B (46) vy v , pe

To que no afecta a la o polimerasa.

PROP6SITOS DE ESTE TRABAJO, Este trabajo fue orientado al

estudio de los efectos in vivo e in vitro de B(a)P sobre las

DNA polimerasas implicadas en los procesos de replicacidn y
reparacién del DNA nuclear y mitocondrial, con el propdsito
de investigar la posibilidad que la modificacién de dichas

enzimas por la accién del cancerigeno fuese en parte respon-
sable de las alteraciones observadas a nivel de la sintesis

del DNA.




Con este objetivo se utilizaron ndcleos y mitocondrias puri
ficadas de higado de ratas controles y tratadas con B(a)P.
Los efectos in vivo del cancerigeno se midieron a través de
estudios comparativos entre ambos grupos de animales para la
sintesis del DNA nuclear y mitocondrial. Los niveles y pro
piedades de las DNA polimerasas solubilizadas de nidcleos y
de mitocondrias y los niveles nucleares de metabolizacidn
del cancerigeno se estudiaron en ambos grupos.

Los efectos in vitro del cancerigeno se estudiaron en los

nicleos y las mitocondrias de los animales controles.

PRINCIPALES RESULTADOS. Los datos experimentales del pre -

sente estudio indican que el tratamiento in vivo e in vitro

con B(a)P inhibe 1a sintesis del DNA y las actividades DNA
polimerasas en niicleos de higado de ratas, siendo la enzima
¢ la mis sensible al cancerigeno y B la mids resistente. Es
ta inhibicidén parece estar mediada por la activacidn del
B(a)P producida por la AHH nuclear.

En mitocondrias de higado de ratas, el grado de inhibicidn
de la sintesis del DNA producido por la administracidn del
B(d)P es mayor in vivo que in vitro.

La actividad DNA polimerasa y mitocondrial solubilizada
de higado de animales tratados con B(a)P, se encuentra muy
aumentada en relacidn a la actividgd solubilizada de mito -
condrias controles.

B(a)P in vitro inhibe débilmente la actividad DNA polimerasa




Yy mitocondrial solubilizada de higado de animales contro -

les,
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IT.,- MATERIALES Y METODOS

REACTIVOS UTILIZADOS,

Los radiois6topos (Hs)—TTP Yy (Hs)timidina fueron"adduiridos
en New-England Nuclear Co., ¥y (H3]-B(a)P en The Radiochemicail
Center-Amersham.

Benzo(a)pireno, NADPH, DNA de timo de ternera, Desoxiribonu-
cleasa I pancredtica, Seroalbimina de bovino, N-etil maleimi-
da, Bromuroc de etidio, Dideoxitimidina trifosfato, y los nu -
cledtidos ATP, TTP, dATP, dGTP y dCTP fueron adquiridos en
Sigma Chemical Co.

Poli A y Oligo dT12 se adquirieron en Boehringer-France.
Afidicolina fue gentilmente donada por los doctores B. Hesp

y A.H. Todd de Imperial Chemical Industries England.

TRATAMIENTO DE LOS ANIMALES, Se utilizaron 15 grupos de ra -
tas (6 a 8 animales por grupo) de la cepa Wistar, hembras de
35 dias con un peso promedio de 90 gr.

Los efectos de B{a)P sobre 1la sintesis de DNA y las activi -
dades DNA polimerasas de niicleos se midieron en 7 de estos
grupos de ratas y se utilizaron los otros 8 grupos de animales
para el estudio de los efectos de B(a)P sobre la sintesis de

DNA y la DNA polimerasa y mitocondrial.

11




Las series de experimentos realizadas en nilicleos y en mito -
condrias se repitieron en cada uno de los correspondientes
grupos de animales.

Tres a cuatro animales de cada grupo fueron inyectados por
via intraperitoneal con una dosis de Benzo(a)pireno (40 mg de
B(a)P/Kg de peso corporal) en 0,2 ml de aceite de maiz. (Tra-
tados).

Los tres a cuatro animales restantes en cada grupo fueron 1in-
yectados con 0,2 ml de aceite de maiz, via intraperitoneal
(Controles}.

Los animales controles y tratados se mantuvieron con alimen -

to y agua ad libitum, y fueron sacrificados 48 horas después

de haber sido inyectados,

FRACC IONAMIENTO SUBCELULAR DEL HIGADO, El fraccionamiento

subcelular de los higados de cada grupo de animales tratados
se realizd en forma paralela al de su correspondiente grupo
control, utilizando la misma metddica que se describe a con-
tinuacidn.

Los higados fueron extraidos rapidamente, cortados en peque-
fios trozos con tijeras y lavados acuciosamente con Tampdn A

(sacarosa 250 mM, EDTA 1 mM; Tris-HC1 10 mM pH 7,5; CaCl, 3

2
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mM; PMSF 0,2 mM).

El tejido (aproximadamente 20 gr . de higado control o tra-
tado} se suspendid en 5 voltimenes de Tampdn A y se homogenel
zd en un homogeneizador Potter-Elvejhem de vidrio con émbo-
lo de tefldn. El &mbolo se encontraba unido a un motor eléc
trico y 1la homogeneizacién se efectud a 200 rpm. (Homogenei-
zado total).

Las diferentes fracciones subcelulares, nicleos, mitocon -
drias y microsomas (controles o tratados) fueron aisladas
por centrifugacidn diferencial.

Todas las etapas se realizaron entre 0 - 4° C,

a) Microsomas: El homogeneizado total fue centrifugado du
rante 10 minutos a 3000 x g en una centrifuga Sorvall
modelo RCZ-B.

El sedimento (fraccidn nuclear), fue resuspendido en.
100 ml de Tamp6én A y sometido al mismo tratamiento ante
rior.

Los liquidos sobrenadantes fueron mezclados y centrifu-
gados durante 15 minutos a 10.000 x g. Se obtuvo un se
dimento que contenia la fraccidn mitocondrial.

El 1iquido sobrenadante fue centrifugado durante 60 minu
tos a 105.000 x g en una ultracentrifuga Beckmnan modelo
L3-50. El sedimento final contenia microsomas libres de
mitocondrias y de nicleos.

Los microsomas fueron resuspendidos en Tris-HC1l 100 mM

3




b)
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pH 7,5 que contenfia 1 mM EDTA, a una concentracidn final

de 2 mg de proteina por ml y congelados a - 80° C.

Purificacién de micleos: El sedimento que contenia la
fraccidn nuclear (3.000 x g x 10 min.) fue resuspendido
en 50 ml de Tampén B (sacarosa 2,3 M; EDTA 1 mM; Tris-
HC1 10 mM pH 7,5 CaCl2 3 mM; PMSF 0,2 mM) y centrifuga-
do en un rotor SW 41 Ti durante 40 minutos a 142.000 x g
en una ultracentrifuga Beckman Modelo L3-50.

Se elimind el 1iquido sobrenadante, y el sedimento nu -
clear fue resuspendido en Tampdn A. Se agregd Tritdn
X-100 a dicha suspensidn hasta concentracién final de
0,25 % v/v. El tratamiento con Tritdm X-100 lleva a eli
minar la contaminacidn citoplasmétiéa.

La suspensidén fue centrifugada 10 minutos a 1.000 x g.
El sedimento fue resuspendido en 50 ml de Tampdn B y-
centrifugado 40 minutos a 142.000 x g como se describid
antes.

El sedimento final (nidcleos purificados) fue resuspendi-
do en Tampdn A que contenia 30 % de glicerol y congela-
do - 80° C.

La pureza de los nicleos fue controlada por observacidn

directa en un microscopio de contraste de fase.

Purificacibén de mitocondrias: El sedimento que contenia

la fraccidn mitocondrial (10.000 x g x 15 minutos) fue




resuspendido en sacarosa 10 % (p/v) en Tampdn C (Tris-

HC1 10 mM pH 7,5; EDTA 0,1 mM; PMSF 0,1 mM) y centrifu -
gado en gradientes discontinuas de sacarosa 25 % y 42,5%
(p/v) en Tampdén C durante 45 minutos a 12.000 rpm en un
rotor SW 25.1 de 1la ultracentrifuga Beckman Modelo L'3-50
Las mitocondrias que se distribuian en la interfase de

las capas 25 % y 42,5 % sacarosa, fueron extraidas y di-

Iuidas con un volumen igual de sacarosa 10 % (p/v) en

Tampdn C. La suspensidn obtenida fue centrifugada duran

te 20 minutos a 12.000 x g.

El sedimento fue resuspendido en sacarosa 10 % (p/v) en
Tampdén € al cual se le agregd digitonina 0,2 mg/mg de
proteina mitocondrial. La suspensiton fue mantenida 10
minutos a 4° C, después de lo cual fue centrifugada du -
rante 20 minutos a 10.000 x g.

El 1iquido sobrenadante fue eliminado y el sedimento -se
lavd 2 veces con sacarosa 10 %(p/v)en Tampdn C.

El sedimento final, de mitocondrias purificadas se re -
suspendid en el minimo volumen posible de sacarosa 10 %
(p/v) en Tampdn C y se guardd a - 80° C. La actividad
de sintesis de DNA se mantiene constante durante varios

meses en esas condiciones.

SoLUBTLIZACTON DE LAS DNA POLIMERASAS DE NUCLEOS, Se agre-

gd a la suspensidn de nicleos purificados, Tritdénm X-100 has-

ta obtener una concentracién final de 0,5 ¢ (v/v), y fosfato
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de potasio pH 7,4 hasta 200 mM concentracidn final.

La suspensidn fue agitada en un agitador Vortex a su mixima
intensidad, y luego homogeneizada en un homogeneizador
Potter-Elvejhem (vidrio - vidrio) para 0,4 ml de volumen to-
tal.

El homogeneizado fue congelado a - 20° C, descongelado rédpi-
damente y centrifugado durante 2 minutos en una centrifuga
Microfuge Beckman.

El liquido sobrenadante fue dializado durante 2 horas con -
tra un tampdn Tris-HC1 20 mM pH 8,0 que contenia: Z-mercap-
toetanol 5 mM, EDTA 1 mM, KC1 20 mM y glicerol 20 %, y con -
gelado a - 80° C.

SOLUBILIZACION DE LA DNA POLIMERASA MITOCONDRIAL, Las mito-

condrias purificadas fueron resuspendidas en KC1 200 mM que
contenia Tritén-X 100 0,5 % (v/v).

La suspensidn mitocondrial fue sonicada 6 veces a 4° C duran
te 10 segundos con intervalos de 45 segundos en un desinte -
grador ultrasdnico Braunsonic modelo 1510 con un vistago de
titanio de 9,5 mm de diZmetro aplicando una potencia de 50
Watts. La suspensidén sonicada fue centrifugada durante 10
minutos, a 10.000 x g. Al liquido sobrenadante se agregd
glicerol hasta concentracién final 20 % (v/v), y se congeld

a - 80° C.
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SEPARACION DE LAS DNA POLIMERASA# SOLUBILIZADAS DE NUCLEOQS
POR CENTRIFUGACION EN GRADIENTES;#ONTINUAS DE SACAROSA, En
tubos de 5 ml para el rotor SW 5@ de la ultracentrifuga Beck-
man L3-50, o para el rotor AH 65é de la ultracentrifuga Sor-
vall OTD 65, se prepararon gradi%ntes continuas entre 5 % y
20 % (p/v) de sacarosa en un Tampén Tris-HC1 20 mM pH 8,0
que contenia: 2-mercaptoetanol SémM, EDTA 1 mM, seroalbimina
de bovino 0,5 mg/ml y KC1 200 mM;(48).

Sobre cada gradiente se aplicaro# 0,2 ml de las correspon -
dientes muestras (I: Ndcleos coétrol solubilizados, II: Ni-
cleos Tratados solubilizados, IIf: Nicleos Control preincu-
bados en presencia de B(a)P 1 mM;y NADPH 1 mM antes de ser
solubilizados), y se centrifugd é 224.000 x g (49.000 rpm)
durante 16 horas a 4° C. {

Se colectaron alrededor de 35 fr%cciones de cada gradiente
por introduccidén de un capilar %asta el fondo del tubo y
succidén, y las actividades DNA pélimerasas fueron determina-
das cada 2 tubos. La linearidad ie las gradientes fue contro

lada con un refractdémetro a 25° G.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD B(é)P HIDROXILASA, Se midid
la actividad B(a)P hidroxilasa determinando los metabolitos

hidrosolubles totales producidos;in vitro, siguiendo la me-

- tédica descrita por De Pierre (4?) que utiliza (HS)nBCa)P
como sustrato. p

En un volumen final de 1,0 ml laémezcla de incubacidn
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contenia: Tris-HC1 50 mM pH 7,5; NADPH 1T mM; MgCil., 5 mM;

2
MnCl, 5 pM; EDTA 1 mM; (H')-B(a)P 80 uM, (AE 24 Ci/mmol);
SAB 30 ug, vy 25 - 100 ng de proteina microsomal o nuclear.
Se utilizaron dos tipos de blancos de reaccidn: a) un sis-
tema en el cual se omitia la preparacidn enzimdtica (microso
mal o nuclear), b) un sistema que incluia la preparacidn en-
zimdtica (microsomal o nuclear) previamente inactivada por
calentamiento a 100° C durante 5 minutos.

La reaccidn se iniciaba con la adicidn del sustrato (HS)—
B(a)P, se incubaba a 37° C durante 30 minutos y se detenia
agregando 1 ml de MNaOH 0,5 N en etanol 80 %. Se agregaron

a cada muestra 3 ml de hexano y se agitaron en Vortex a la
maxima velocidad durante 3 minutos, con el objeto de extraer
el sustrato no metabolizado de la mezcla de incubacién. La
extraccidén con hexano remueve el 99,5 % del sustrato remanen
te, y no mds del 7 - 9 % de los productos totales (49).

Para determinar los productos totales presentes en la fase
acuosa, se extrajo 1,0 ml de la fase inferior, se centrifugd
durante 5 minutos en una centrifuga Eppendorf para sedimen -
tar las proteinas, y se contd 0,1 ml del sobrenadante en 5
ml de mezcla de centelleo para muestras liquidas (PPO 1 gr,
Naftaleno 60 grs, Metanol 100 ml, Dioxano 900 ml) en un con-
tador de centelleo liquido Searle modelo Delta-300 comn una

eficiencia para tritio de 40 %.




DETERMINACION DE LA SiNTESIs DE DNA, Se determind la sinte -

sis de DNA a través de la medicidén del producto radioactivo

formado por la incorporacidn de (HS)“TMP en el DNA nuclear o

mitocondrial.

a)

b)

En niicleos enteros: En un volumen final de 0,1 ml la
mezcla de incubacién contenia: Tris-HCl1 25 mM pH 8,5; 2-
mercaptoetanol 10 mM; EDTA 1 mM{ KC1 40 mM; MgCl2 10 mM;
ATP 3 mM; dATP, dGTP, dCTP 50 uM; (H3)MTTP 2 uM (AE 2000-
5000 cpm/pmol); glicerol 20 % y suspensidn nuclear (10 -
50 ng de proteina).

La reaccidn se iniciaba con la adicidn de la suspensidn
nuclear, se incubaba a 37° € durante diferentes tiempos
(0 - 60 minutos) y se detenia agregando 0,2 ml de solu -

a

cidn fria (en hielo) de dcido tricloroacé&tico (TCA) 2 %
que contenia pirofosfato de sodio al 1 %.

Después de mantener las muestras 10 minutos en hielo, el
precipitado se recogia sobre filtros de nitrocelulosa
(Millipore o Sartoriusj; 0,45 uym) y se lavaba con TCA 2%
frio.

Los filtros secos se colocaban en 3 ml de mezcla de cen-

telleo (PPO 4

o

, POPOP 0,01 % en tolueno} y la radioac-
tividad se determinaba en un contador de centelleo 11 -

quido Searle, modelo Delta-300.

En mitocondrias enteras: La mezcla de incubacidn
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a)

contenia: Tris-HC1 50 mM pH 8,0; DTT 2 mM; dATP, dGTP,
dCTP 50 yM; KCL 80 mM; MnCl, 2 mM; ATP 1 mM; (H’)-TTP 2
uwCi (AE 2000 - 5000 cpm/pmol); TTP 2 uM, SAB 100 ug ¥y
suspensiodn mitocondrial (20 - 100 yg proteina), en 0,1
ml de volumen total.

En algunos experimentos, se omitid (Hs)—TTP de la mezcla
de incubacidn, y fué reemplazado por (Hz)—Timidina (100
uCi}) como precursor radiactivo del DNA, segin la técnica
descrita por Zimmerman y colaboradores (50).

La reaccidn se iniciaba con la adicidén de la suspensidn
mitocondrial. Las condiciones para la incubacidén y la
determinacidén de la radioactividad fueron las mismas

descritas para ndcleos enteros.

DETERMINACION DE LAS ACTIVIDADES DNA POLIMERASAS, Las acti-
vidades DNA polimerasas fueron determinadas por la medicidn
de la cantidad de nucledtido marcado ((HSJ-TMP) incorporado
en un DNA activado (de timo de ternera) o en un polinucle6-

tido sintético de doble hebra (poliA-oligo dT12).

DNA polimerasa o« : En un volumen final de 0,05 ml, la
mezcla de incubacidn contenia: Tris-HC1 50 mM pH 8,0;
DTT 2 mM; MgCl2 5 mM; dATP, dGTP, 4dCTP 50 uM; (HSJ—TTP
T uM (AE 2000 - 5000 cpm/pmol); SAB 10 ug; DNA activado

(de timo de ternera) 4 ug, y enzima solubilizada de ni-

cleos (2 - 20 pg de proteina). Este ensayo enzimidtico




b)

2

si bien es Optimo para la DNA polimerasa o también es po

sitivo para B y v .

DNA polimerasa B : La mezcla de incubacidén de 0,05 ml
estaba compuesta por: Tris-HCl1 50 mM pH 8,5; MgCl2 8 mM;
KC1 100 mM; DTT 1 mM; dATP, 4GTP, dCTP 50 uM; (HS)—TTP 2
uM (AE 2000 - 5000 cpm/pmol); DNA activado (timo de ter-
nera) 4 pg; SAB 10 pg y enzima solubilizada de nicleos

(2 - 20 yg proteina) y preincubada durante 30 minutos a
0° C en presencia de NEM 5 mM. Las condiciones para la
incubacién y la determinacidn de la radioactividad de a)
y b) fueron las mismas descritas para la sintesis de DNA

en miicleos enteros.

DNA polimerasa vy : Se utilizd una mezcla de incubacidn
descrita por Knopf y col.(51) compuesta por: Tris-HCl .25

mM pH 8,3; KH,PO, 50 mM pH 8,3; MnCl, 0,5 mM; KC1 100 mM;

2
DTT 2 mM; (Hs)-TTP 2, UM (AE 2000 - 5000 cpm/pmol); PoliA-
oligo dT12 20 ug/ml; SAB 10 ng, y enzima solubilizada de
mitocondrias (2 - 20 pug de proteina), en un volumen fi -
nal de 0,05 ml.

La reaccidn se inicid con la adicidn de la enzima y se
incubd a 30° C durante diferentes tiempos (0 - 60 minu -
tos}. Se detuvo la reaccidén agregando 0,1 ml de TCA 10%

0

que contenia pirofosfato de sodio al 1 %.

Las muestras fueron centrifugadas 5 minutos en una




centrifuga Eppendorf. El precipitado fue disuelto en
0,4 m1 de NaOH 0,2 N y reprecipitado con 0,4 ml de TCA
10

o

frio. El precipitado final fue recogido en filtros
de nitrocelulosa y lavado con TCA 2 % frio.
La radioactividad fue determinada en la forma antes des-

crita para la sintesis de DNA en nicleos enteros.

AcTrvacioN DEL DNA NATIVO, El DNA nativo de timo de ternera
fue activado segin la metSdica de Aposhian y Kormnberg, que
utiliza desoxiribonucleasa pancredtica I, para obtener regio

nes de simple hebra en el DNA (52).

PREPARACION DE PoLIA-0L1G0 D[y, Una solucidn que contenia
2 0D, ,/ml de polinucledtido (matriz) y 0,4 0D260/m1 de oli-
gonucledtido (iniciador) en Tris-HCl1 10 mM pH 7,5 fue calen-
tada durante 15 minutos a 65 - 70° C para producir la aso -
ciacibn entre la matriz y el iniciador, y luego se dejd en -

friar lentamente hasta temperatura ambiente.

DETERMINACION DE PROTEINAS. Las proteinas fueron determina-

das por el método de Lowry, utilizando seroalbiimina de bovi-

no como standard. (53).

DETERMINACION DE DNA, Se determind el contenido de DNA de

nicleos y mitocondrias por el método de la difenilamina (54).
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I1T,~- RESULTADOS

EFectos 1IN vivo DE B(A)P SOBRE LOS NUCLEOS DE HiGADO DE RATAS.

En la figura 1 se observan las preparaciones de nicleos de hi
gado de rata, que fueron fotografiadas en un microscopio de
contraste de fase.

Los niicleos de higado de animales controles (A) presentan una
estructura normal, con nucleolos refringentes y cromatina
bien distribuida, en cambio en los nicleos de higado de ratas
tratadas con B(a)P (B) no se aprecian estructuras definidas,
y se observan numerosos grinulos densos que podrian corres -
ponder.a acumulaciones de cromatina sobre un fondo homogéneo
Yy mMuy OScuro.

En lo que se refiere al tamafio, no se observaron diferencias

apreciables entre ambas preparaciones nucleares.

ACTIVIDAD ARIL HIDROCARBURO (B(A)P) HIDROXILASA, Los resul -

tados de la Tabla I muestran que en micleos purificados de hi
gado de ratas existen niveles significativos de la actividad
AHH, aunque menores en relacifn a los niveles de esta activi-
dad observados en la fraccidén microsomal. EI tratamiento de
los animales con B(a)P produce un aumento de la actividad
AHH, siendo el grado de este aumento mucho mayor en la frac -

cidén nuclear que en la fraccidn microsomal de higado.
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Figura 1. PREPARACIONES NUCLEARES DE HIGADO DE RATAS. Foto
grafias en contraste de fase (800 aumentos) hechas en un mi-
croscopio Zeiss modelo 01.
A: preparacidn nuclear de higado de ratas controles.
B: preparacifén nuclear de higado de ratas tratadas con

B(a)P
Estas fotografias fueron hechas en el Depto. de Biologia de

la Facultad de Medicina, Universidad de Chile (Laboratorio
Dra. Silvia Leiva).
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Tabla I
Actividad aril hidrocarburo hidroxilasa (AHH), de nicleos y

microsomas de higado de ratas controles y tratadas con B{a)P.

pmoles de benzo(a)pireno metabolizado x
hora™ | x mg de proteina”

Controles? Tratados
Nicleos 345 1 23 (5) 3248 T 122 (5)
Microsomas 6793 1374 (7) 27346 4200 (7)

El tratamiento de los animales y las preparaciones de ndcleos
purificados y de microsomas se reallzaron como se describid

en Materiales y Métodos.

Para la determinacién de la act1v1dad AHH se siguid la metd -
dica de De Pierre (49) descrita en Materiales y Métodos, uti-
lizando una concentracién final de 40 ng de proteina mlcroso-
mal, o 100 ug de proteina nuclear; en el medio de incubaciédn.
Entre paréntesis se indica el nimero de grupos de animales

(3 a 4 animales por grupo) utlllzados para estas determinacio-

nes.
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EFecTos IN vivo DE B(A)P soBRE LAgsiNTESIs DE DNA NUCLEAR,

Como se observa en las figuras 2 & 3, el nivel de la sintesis
4
de DNA estd disminuido en los nﬁc;eos de los animales trata -
dos con B(a)P en relacidn al nivel observado en los nicleos
de los animales controles, va sea;cuando la sintesis de DNA
(incorporacidn de (HS)-TMP en el bNA nuclear) se expresa co -
mo funcién del tiempo de incubaciﬁn (Fig. 2), o como funcién
de la concentracidn de proteina n?clear (Fig. 3). Cuando se
ensay6 la actividad DNA polimeras% solubilizada de los nd -
cleos de animales controles y tra&ados con B(a)P, se obtuvie-
ron los resultados que se muestrap en la figura 4., La acti -
vidad solubilizada de los nﬁcleos;tratados es mucho menor que
la de los nicleos controles. La ?ctividad DNA polimerasa fue
expresada como pmoles de (HS)—TMﬁiincorporados en el DNA nu -
clear, resultados similares se ob&uvieron al expresar la sin-
tesis del DNA y 1la actividad DNA ﬁolimerasa solubilizada de
ndcleos en funcidn del contenidoége DNA nuclear, ya que no se
observaron diferencias significaﬁivas entre los animales con-
troles y tratados en la cantidadéae DNA nuclear por mg de
proteina nuclear. |
Con el objeto de estudiar si la @?tividad AHH nuclear estaba
relacionada con la disminucién.de 1%1 capacidad de sintesis de DNA
observada en los nicleos de los qiimales tratados con B(a)P,
se incub®d en condiciones 6ptimas§para la sintesis de DNA,
los micleos de los animales contéples y tratados, en presen-

cia y ausencia de NADPH, cofactoﬁ%indispensable para la
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[H3]— TMP incorporado { pmoles/mgproteina)
™
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Figura 2. SiNTES]S DE DNA NUCLEAR Cinética de in-
corporacidén de {(H”)-TMP en ntcleos purificados de higado de
ratas controles (C) y tratadas con B(a)P (T). Se determind

la cantidad de DNA nuclear por el método de la difenilamina
(54) obteniéndose los siguientes resultados:

Ndcleos C : 0.48 mg de DNA/mg de proteina

Ndcleos T : 0.51 mg de DNA/mg de proteina

Las condiciones para la determinacion de la sintesis de DNA
fueron descritas en Materiales y Mé&todos, 1 pmol de (H3]-TMP
incorporado corresponde a 2000 cpm. Se obtuvieron tiempos ce-
ros de 280-300 cpm, que se restaron de los valores obtenidos
para los diferentes tiempos de incubacidn.
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Figura 3. SiNTESIS DE DNA A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
PROTE{NA NUCLEAR., C: Nicleos purificados de higado de ratas

controles.

T : Nicleos purificados de higado de ratas tratadas con
B(a)P.

Las incubaciones se realizaron a 37° C durante 1 hora segin
se describe en Materiales y Métodos.

(1 pmol de (H”)-TMP incorporado = 2000 cpm).
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[ H 3]—TMF‘ incorporado { pmoles/mg proteina )
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Figura 4. AcTtivipap DNA POLIMEBASA SOLUBILIZADA DE NUCLEOS.

Cinética de incorporacidén de (H°)-TMP en DNA activado de ti-

mo de ternera.

C : actividad DNA polimerasa solubilizada de niicleos de higa-
do de ratas controles.

T : actividad DNA polimerasa solubilizada de niicleos de higa-
do de ratas tratadas con B{a)P.

Se utilizaron las condiciones de incubacidn descritas en Ma-

teriales y Métodos para la determinacién de la actividad DNA

polimerasa o.
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actividad AHH.

Como se observa en la figura 5, la sintesis de DNA en los ni-
cleos controles no es afectada por NADPH, mientras que en los
nidcleos tratados disminuye aun mis la incorporacién de (HS)—
TMP en el DNA en presencia de NADPH, lo cual sugiere que la
actividad AHH nuclear presente en los nlicleos purificados es-
t4d involucrada en la inhibicién de la sintesis de DNA produ -

cida por el tratamiento con el cancerigeno,

FFECTOS IN VITRO DE B{(A)P soBRE LA SiNTEsis DE DNA NUCLEAR.

El efecto in vitro de B(a)P sobre la sintesis de DNA se estu-~
dié en los nicleos de animales controles en presencia y ausen
cia de NADPH. Como se aprecia en la figura 6, el cancerigeno
per se disminuye solamente ‘en un 20 § la

incorporacidn de (HS)—TMP en el DNA nuclear, sin embargo en
presencia de NADPH se observa un. 60 $ de inhibicién de la
sintesis de DNA nuclear.

Resultados similares se observaron en otro tipo de experimento
que se muestra en la figura 7 donde seestudid la sintesis de
DNA en los micleos controles como funcidén del tiempo de prein-
cubacidn de los niicleos con B(a)P en presencia y ausencia de
NADPH. La presencia simultdnea de B(a)P y NADPH predujo los

niveles mds bajos de sintesis de DNA.

CARACTERIZACION DE LAS DNA POLIMERASAS INHIBIDAS POR B(A)P,

Las actividades DNA polimerasas de nidcleos controles y tratados
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Figura 5. SiNTESIS DE DNA EN NUCLEOS EN PRESENCIA Y AUSEN -
ciA DE NADPH, Cinética de incorporacidén de (H”)}-TMP en ni -
cleos purificados de higado de ratas controles incubados en
ausencia de NADPH (®) y en presencia de NADPH (0), y en nd -
cleos purificados de higado de ratas tratadas con B(a)P incu
bados en ausencia de NADPH (A) y en presencia de NADPH (a).
La concentracidn final de NADPH fue 1 mM.
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Figura 6. EFECTOS IN VITRO DE B(A)P SOBRE LA SINTESIS DE

DNA NUCLEAR. ]
(®) Nidcleos controles incubados en ausencia de NADPH.

(0) Nicleos controles incubados en presencia de NADPH 1 mM.
Las incubaciones se realizaron a 37° C durante 1 hora, como
se describe en Materiales y MEtodos para la sintesis de DNA
en niicleos.

(100 % de actividad : 12000 cpm)
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Figura 7. [EFECTOS DE LA PREINCUBACION cON B(A)P SOBRE LA
siNTEsIis DE DNA NUCLEAR. Los ndcleos controles fueron prein
cubados a 37° C durante los tiempos indicados, en presencia

de: (®) B(a)P 1 mM

(o) B(a)P 1 mM y NADPH 1T mM
La determinacién de la sintesis de DNA se rTealizd como se des
cribe en Materiales y Métodos (1 hora de incubacidn a 37° C).
(100 % de actividad = 10500 cpm)
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con B(a)P se solubilizaron como se déscribid en Materiales y
Métodos y se separaron por centrifugacidén en gradientes de sa-
carosa 5 % al 20 %.

Las actividades enzimdticas se determinaron en las gradientes
usando 2 tipos de ensayo, uno que es dptimo pero no especifico
para la DNA polimerasa o , Yy otro en presencia de N-etilmalei-
mida 10 mM que es especifico para la-DNA polimerasa B . Ambos
tipos de ensayo se describieron en Materiales y Métodos.

Como se puede observar en la figura 8 la DNA polimerasa o es
mucho méds afectada por el tratamiento in vivo (8 C) e in vitro
(8 B) con el cancerigeno que la DNA polimerasa B

Aunque la DNA polimerasa y estd presente cuando se ensayan los
nicleos enteros, su actividad parece ser mas inestable gue la
de las otras dos polimerasas, ya que no pudimos detectar esta
actividad en las gradientes.

Otro de los criterios que utilizamos para determinar cual de
las DNA polimerasas resultaba mas afectada por el tratamiento
in vivo con B(a)P, fue el uso de inhibidores especificos para
las diferentes DNA polimerasas. Como se indica en la Tabla II,
afidicolina un inhibidor especifico para la DNA polimerasa o ,
inhibidé mas fuertemente la sintesis de DNA en los nicleos de
los animales controles, lo que sugiere que los niveles de es-
ta enzima son menores en los ndcleos de los animales tratados
con B{a)P. TUn efecto similar se obtuvo con Bromuro de etidio,

inhibidor de 1la DNA polimerasa vy
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“Figura 8. AcTiviDADES DNA POLIMERASAS SOLUBILIZADAS DE NUCLEOS
Y SEPARADAS POR CENTRIFUGACION EN GRADIENTES DE SACAROSA,

actividades solubilizadas de ndcleos de higado de ratas con-
troles.

: actividades solubilizadas de ndcleos controles que fueron

incubados con B{a)P 1 mM y NADPH 1 mM durante 1 hora a 37° C
antes de solubilizar las polimerasas.

C : actividades solubilizadas de niicleos de higado de ratas tra-
tadas con B(a)P.

() ensayo para DNA polimerasa o
(6) ensayo especifico para DNA polimerasa B

Las condiciones para determinar las actividades o y B fueron des-
critas en Materiales y Métodos.
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Tabla II
Efecto de inhibidores sobre las actividades DNA polimerasas so-

lubilizadas de nidcleos de higado de ratas controles y tratadas

con B(a)P
DNA polimerasa cpm % cpm %
Inhibidor inhibida contro inhibi- trata- inhibi-
les cibn das cidn
- - 13860 0 7607 0
Afidicolina. o 6735 54 5784 24
- - 14120 0 8066 0
Bromuro de etidio Y 8§742 40 7168 11
- - 13634 0 7660 0
N-etil maleimida oLy 5998 66 6205 19
- - 14000 0 8000 0
ddTTP Y ,B 4480 68 7440 7

Se utilizaron las siguiéntes concentraciones finales de inhibi-
dores: Afidicolina 6 ng/ml; Bromuro de etidio 10 pM; N-etil ma-
leimida 10 mM; d4dTTP 20 uM (ddTTP/TTP = 2)

Cuando se utilizdé afidicolina la concentracidén final de dCTP
Tue disminuida a 10 pM. Afidicolina fue disuelta en dimetil
sulféxido y este solvente no tuvo efecto sobre las actividades
enzimdticas.

Cuando se utilizd N-etil maleimida se preincubaron las prepara-
ciones enzimdticas durante 10 minutos a 4° C en presencia de
dicho inhibidor.

Las incubaciones se realizaron a 37° C durante 1 hora como se
describe en Materiales y Métodos para el ensayo o,




Los nicleos de los animales tratados mostraron una alta resis
tencia a N-etilmaleimida lo cual indicaria la presencia mayo-
ritaria de la DNA polimerasa B en estos nicleos ya que esta
enzima es altamente resistente a este compuesto.

La dideoxitimidina trifosfato (ddTTP) produjo una gran inhibi-
cidén de la sintesis de DNA en los nificleos de los animales con
troles. Este anilogo es un potente inhibidor de las DNA poli-

merasa B Y vy

ErecTos IN viIvo DE B(a)P soBRE LA SiNTESIS DE DNA MITOCONDRIAL.

La sintesis de DNA mitocondrial fue determinada en las mito -
condrias purificadas de higédo de animéles controles y trata-
dos con B(a)P. Como puede observarse en la figura 9 (diferen
tes tiempos de incubacidén) y en la figura 10 (diferentes con-
centraciones de proteina mitocondrial), el nivel de la sinte-
sis de DNA es mucho mayor en las mitocondrias de los animales
controles que en las mitocondrias de los animales tratados
con B(a)P. Se obtuvieron los mismos resultados utilizando co
Mo precursor (HS)-TTP o] (HS)—Timidina.

Como en la mitocondria existe sbdlo una forma predominante de
polimerasa la DNA polimerasa vy, estudiamos el efecto de
ddTTP, inhibidor especifico de esta polimerasa, sobre la sin-
tesis de DNA en mitocondrias controles y tratadas con B(a)P.
Los resultados se muestran en la figura 11, donde se puede
apreciar que ddTTP produjo una gran inhibicién de la sintesis

de. DNA en las mitocondrias de los animales controles, mientras
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Figura 9. SINTESIS DE DNA EN MITOCONDRIAS . . Cinéti
ca de incorporacién de (H”)-TMP en mitocondrias purificadas
de higado de ratas controles (C) y tratadas con B(a)P (T).
El tratamiento de los animales con B(a)P no afectd la canti-
dad de DNA mitocondrial, asi los pmoles de TMP incorporados
or mg de prateina o por mg de DNA son equivalentes.
pmol de "(H”}-TMP incorporado corresponde a 1800 cpm. Se

obtuvieron tlempos ceros de 230 - 250 cpm que se restaron de
los valores obtenidos en cada tiempo de incubacidn.
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[Hs]—TMP incorporado {(pmoles/ hr )

Proteina (ug)

* r

Figura 10. SiNTES1S DE DNA A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE

PROTE{NA MITOCONDRIAL,
C : Mitocondrias purificadas de higado de ratas controles.

T : Mitocondrias purificadas de higado de ratas tratadas con
B(a)P.

Las condiciones de incubacitn fueron descritas en Materiales

y Métodos.
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Figura 11.

DD I TP,

B(a)P

[H 3]—TMP incorporado (%)

100

20 40 60 80

ddTTP/TTP

INHIBICION DE LA SINTESIS DE DNA MITOCONDRIAL POR

C : Mitocondrias purificadas de higado de ratas controles
T : Mitocondrias purificadas de higado de ratas tratadas con

La incorporacién de TMP correspondiente al 100 % de activi -

dad fue de:
tos.

C

: 35 pmoles/30 minutos y T : 6 pmoles/30 minu-
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que esta inhibicidon fue mucho menor en los animales tratados
con B(a)P.

Cuando se¢ ensayd la actividad DNA polimerasa solubilizada de
las mitocondrias encontramos que el nivel de la actividad po-
limerdsica solubilizada de las mitocondrias de animales trata-
dos con B(a)P fue mucho mayor que el de las mitocondrias de
animales controles como puede apreciarse en la figura 72. Con
¢l objeto de determinar si este aumento de la actividad poli-
merdsica solubilizada de mitocondrias estaba relacionado con
el proceso de solubilizacidn descrito en Materiales y Mé&todos,
analizamos la actividad polimerdsica del sedimento mitocon -
drial obtenido después de la solubilizacidn de la DNA polime-
rasa y encontramos que el sedimento proveniente de las mito -
condrias de animales tratados con B(a)P también tenia mayor
actividad polimerdsica que el sedimento proveniente de las mi
tocondrias controles (Figura 13).

Para determinar si la mayor actividad polimerasica solubiliza
da de mitocondrias tratadas con B(a)P, era producida por la
presencia de otras DNA polimerasas en las mitocondrias de los
animales tratados con B(a)P, se estudid el efecto de diferen-
tes inhibidores sobre las DNA polimerasas solubilizadas de mi
tocondrias controles y tratadas con B{(a)P. Como puede obser-
varse en la Tabla III los grados de inhibicién producidos por
ddTTP y por Bromuro de etidio son muy similares en ambos ti-
pos de organelos. Afidicolina no tuvo efecto sobre la acti-

vidad DNA polimerasa de las mitocondrias controles ni sobre
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[H 3]-’I‘MF‘ incaorporado ( nmoles /mq proteina)

Tiempo (min)

Figura 12. AcTiviDAD DNA POLIMERASA SOLUBILIZADA DE MITOCON

DRIAS.
: actividad solubilizada de mitocondrias de higado de ratas

controles
T : actividad solubilizada de mitocondrias de higado de ratas
tratadas con B(a)P.
Las condiciones de la incubacidn a 30° C fueron descritas en
Materiales y Métodos para la determinacidn de la actividad
DNA polimerasa y utilizando poli A-oligo dT12 como templado.

1 pmol de (H3) -TMP incorporado corresponde a 1800 cpm. Se ob-
tuvieron tiempos ceros de 230 cpm, que se restaron de todos
los valores obtenidos a los diferentes tiempos de incubacién.
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Figura 13. AcCTIVIDAD ENZIMATICA DEL SEDIMENTO MITOCONDRIAL

OBTENIDO DESPUES DE SOLUBILIZAR LA DNA POLIMERASA,

CS : Sedimento obtenido al solubilizar la DNA polimerasa de
mitocondrias de higado de ratas controles.

T, : Sedimento obtenido al solubilizar la DNA polimerasa de
mitocondrias de higado de ratas tratadas con B{a)P

Se ensayd la actividad enzimética‘'utilizando las condiciones

descritas en Materiales y Métodos,para la DNA polimerasa vy
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Tabla III
Efecto de inhibidores sobre la actividad DNA polimerasa solu-
bilizada de mitocondrias de higado de ratas controles y trata

das con B(a)P

% de Inhibicidn de la ac

Inhibidor Concentracién Relacién tividad DNA polimerasa

uM ddTTP/TTP Control Tratada
- - - 0 0
ddTTP 4 0.4 16 38
ddTTP 10 1 44 60
ddTTP 20 2 78 67
ddTTP 40 4 80 73
Afidicolina 2 - 4 12
Afidicolina 4 - 0 8
Bromuro de
etidio 4 - 65 80
Bromuro de
etidio 10 - 82 82 -

Los métodos para el tratamiento de los animales, purificacién
de las mitocondrias y solubilizacidn y determinacidn de la ac
tividad DNA polimerasa y mitocondrial fueron descritos en Ma~
teriales y Métodos.

Cuando se utilizdé afidicolina la concentracidn final de dCTP

fue disminuida a 10 uM5

La incorporacidn de (H”)-TMP en ausencia de inhibidores (0 %
inhibicién)} fue 25 pmoles/30 minutos con la enzima solubili-

zada de mitocondrias normales y 38 pmoles/30 minutos para la

polimerasa solubilizada de mitocondrias de animales tratados.
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las mitocondrias tratadas con B(a)P, lo cual indica que la ac
tividad DNA polimerasa solubilizada de organelos de animales
controles y de animales tratados con B(a)P no corresponde a
la DNA polimerasa o

Ademds del efecto de los inhibidores mostrado en la Tabla III,
estudiamos otras propiedades de las DNA polimerasas solubili-
zadas de ambos tipos de organelo.

En la figura 14 se observa que para ambas polimerasas la con-
centracién o6ptima de manganeso es la misma, y en la figura 15
observamos que ambas polimerasas responden en forma similar
al efecto estimulatorio de KC1. Estos experimentos se reali-
zaron usando PoliA~01igodT12 como templado ya que ambas poli-

merasas reconocieron preferencialmente esta matriz.

EFecTos DE B(A)P IN VITRO SOBRE LA SINTESIs DE DNA MiTocON -
DRIAL, Para determinar si la actividad capaz de activar can-
cerigenos in vitro descrita en las mitocondrias (31), estaba
relacionada con el efecto in vivo de B(a)P, se determind en
condiciones optimas la ;intesis de DNA en mitocondrias de ani
males controles y tratados con B(a)P, en presencia y ausen -
cia de NADPH en el medio de incubacién. Como puede observar-
se en la figura 16, NADPH no tuvo efectos sobre la sintesis
de DNA en ninguno de los dos tipos de organelo. El efecto in
vitro de B(a)P sobre la sintesis de DNA mitocondrial se deter
mind en las mitocondrias provenientes de los animales contro-

les. Los resultados de la figura 17 muestran que in vitro el
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I 1 l 1
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MnCi2 mM
Figura 14. EFecTOoS DE MN SOBRE LA ACTiVIDAD DNA POLIMERASA
MITOCONDRIAL,
C : actividad solubilizada de mitocondrias de higado de ratas
controles

T : actividad solubilizada de mitocondrias de higado de ratas
tratadas con B{(a)P

Se utilizé poliA-oiigo dT como templado segilin se describe

en Materiales y M&todos para la determinacidn de la DNA

polimerasa v
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Figura 15. EFecT0os DE KCL SOBRE LA ACTIVIDAD DNA POLIMERASA

MITOCONDRIAL.
C : actividad solubilizada de mltocondrlas de higado de ratas

controles
T : actividad solubilizada de mltocondrlas de higado de ratas
tratadas con B{a)P
Se utilizdé poliA-oligo dT Como templado seglin se describe
en Materiales y Mé&todos para la determinacidén de la DNA
polimerasa vy
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Figura 16. SINTESIS DE DNA MITOCONDRIAL EN PRESENCIA Y AU -
SeNCIA DE NADPH, Cinética de incorporacidn de (HY)-TMP en:

(@) Mitocondrias controles incubadas en presencia de NADPH
T mM

(0) Mitocondrias controles incubadas en ausencia de NADPH.

{a) Mitocondrias de higado de ratas tratadas con B(a)P incu-
badas en presencia de NADPH T mM

(a) Mitocondrias de higado de ratas tratadas incubadas en au-
sencia de NADPH

Las incubaciones se realizaron a 37° C como se describe en

Materiales y Métodos para la sintesis del DNA mitocondrial.
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Figura 17. FEFECTOS IN VITRO DE B(A)P SOBRE LA SINTESIS DE

DNA EN MITOCONDRIAS CONTROLES. _
(©) Mitocondrias controles incubadas en ausencia de NADPH,

(O) Mitocondrias controles incubadas en presencia de NADPH

1 mM

Las incubaciones se realizaron a 37° C durante 1 hora segin
se describe en Materiales y Métodos para la sintesis del DNA

en mitocondrias.
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B(a)P produce sdlo un 40 % de inhibicidén de 1a
sintesis de DNA, este grado de inhibicidn producido por

B(a)P no es alterado por la presencia o ausencia de NADPH.

ErecTos DE B(A)P IN VITRO SOBRE LA ACTIVIDAD DNA POLIMERASA Y-

Se estudié el efecto in vitro de B(a)P sobre la actividad DNA
polimerasa solubilizada de mitocondrias de animales controles.
Como se aprecia en la figura 18 B(a)P inhibe muy poco esta ac
tividad DNA polimerasa solubilizada de mitocondrias, y NADPH

no tiene ningin efecto sobre esta inhibicidn.

EFecTos 1N vivo DE B(A)P SOBRE LAS MITOCONDRIAS, En las foto

grafias de microscopia electrdnica correspondientes a las pre
paraciones mitocondriales de higado de ratas controles (figu-
ra 19), y de higado de ratas tratadas con B(a)P (figura 20)
se observan diferencias entre ambos tipos de organelos. Las
mitocondrias de higado de animales controles muestran un ni -
mero de crestas mucho menor que las mitocondrias de higado de
animales tratados con B{a)P, las cuales aparecen mucho mejor
estructuradas que los organelos controles. Las preparaciones
observadas al microscopio electrdnico no muestran contamina -

cidén con otros componéntes celulares.
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Figura 18. FFECTOS IN VITRO DE B(A)P SOBRE LA ACTIVIDAD DNA

WPOLIMERASA SOLUBILIZADA DE MITOCONDRIAS CONTROLES, Las incu
baciones se realizaron a 30° C durante 1 hora seglin se descri

be en Materiales y Métodos, utilizando poliA-oligodT12 como
templado.

(@) incubacidn en ausencia de NADPH

(0) incubacidn en presencia de NADPH 1 mM.
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Figura 19. PREPARACION MITOCONDRIAL DE HIGADO DE RATAS CON-
TROLES, Esta fotografia de microscopia electr6nica fue hecha
en el Laboratorio de Histologia del Instituto de Ciencias

Bioldgicas de la Pontificia Universidad Catdlica (Profesor
Jorge Garrido).




Figura 20. PREPARACION MITOCONDRIAL DE HfGADO DE RATAS TRA-
TADAS CON B{(a)P, Esta fotografia de microscopia electrdnica

fue hecha en el Laboratorio de Histologia del Instituto de
Ciencias Bioldgicas de la Pontificia Universidad Catélica.
(Profesor Jorge Garrido).




IV.- DISCUSION

La idea actualmente aceptada sobre las causas de las altera-
ciones celulares producidas por la administracidn in vivo de
B{a)P atribuye dichas modificaciones a 1a unidn covalente de
las formas activas del cancerigeno al DNA (nuclear o mitocon
drial). Menor atencién se ha prestado al hecho que otras ma
cromoléculas (20, 40) también se han encontrado unidas cova-
lentemente a los biometabolitos del B{a)P. En el presente

trabajo se describen los efectos de B(a)P in vivo e in vitro

sobre la sintesis de DNA y las DNA polimerasas de nicleos y

de mitocondrias de higado de ratas.

Erectos DE B(A)P EN NUCLEOS, Nuestros resultados indican que
la s%ntesis de DNA estd claramente disminuida en micleos de
higado de animales que han sido inyectados con B(a)}P 48 ho -
ras antes de ser sacrificados. Esta disminucidn de la sinte-
sis de DNA puede ser explicada, al menos parcialmente, por
un efecto directo del cancerigeno sobre las DNA polimerasas
nucleares, ya que la actividad solubilizada de los niicleocs

de animales controles es mucho mayor que la actividad solubi-
lizada de los nidcleos de animales tratados con B(a)P.

El hecho que la cantidad en proteinas de las DNA polimerasas

sea muy baja en las cé&lulas animales, dificulta la
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demostracidn que la modificacién de las enzimas por unidén di-
recta del cancerigeno, como se ha hecho con otras proteinas
nucleares mids abundantes (40), sea responsable de la disminu-
cidén de estas actividades enzimdticas.

El efecto in vivo del B(a)P podria también atribuirse a alte-
raciones en la biosintesis de las DNA polimerasas, producidas
por los metabolitos activos del cancerigeno. Otra explica -
cién podria ser que algunas actividades DNA polimerasas se
encontrarian bloqueadas al entrar en contacto con las zonas
del DNA modificadas por los biometabolitos del B(a)P.

Esto puede probarse estudiando el comportamiento in vitro de
las polimerasas ¢« , B ¥ vy con DNA modificado con B(a)P.
Algunos resultados de este trabajo apoyan la idea que la ac-
tividad AHH presente en nficleos purificados, libres de conta-
minacidén citoplasmdtica, estd involucrada en la inhibicidn de
la sintesis de DNA producida por B(a)P.

El tratamiento in vivo de los animales con B(a)P produjo un
notable aumento de la actividad AHI nuclear de higado. Se
observd una muy pronunciada inhibicidn de la sintesis de DNA
en los nidcleos de higado de los animales tratados con B(a)P
cuando estos se incubaron en presencia de NADPH, mientras que
este cofactor de la actividad AHH no tuvo un efecto per se
sobre la sintesis de DNA en los nicleos de higado de animales
controles. Estos resultados sugieren que en los nldcleos pro-

venientes de los animales inyectados con B(a)P puede existir

55




cierta cantidad remanente del cancerigeno sin activar y la
presencia de NADPH en el medio de incubacidén podria conducir
a la activacidn de este B(a)P remanente via 1la AHH nuclear,
lo cual se traduciria en una mayor disminucién de la sintesis
de DNA en los nidcleos tratados por efecto de los metabolitos
activos de B(a)P.

Ademds como se observa en los experimentos donde se incubaron
nicleos controles con B(a)P solo, el cancerigeno produjo una
pequeiia inhibicidn de la sintesis de DNA en relacidn al grado
de inhibicidn observado en presencia de B(a)P y NADPH, este
resultado también sugiere que el B(a)P presente en el medio
de incubacidn pudo ser activado en presencia de NADPH por la
AHH nuclear, y es esta metabolizacidén la que lleva a2 una me -
nor incorporacién del (HB)—TMP en el DNA nuclear.

Se ha sugerido que la actividad AHH microsomal estd involucra
da solamente en los procesos de eliminacién de los compuestos
téxicos, mientras que la actividad AHH nuclear estd relacio -
nada con los efectos de los hidrocarburos aromiticos polici-
clicos en la expresitn del genoma nuclear (55). Estos resul-
tados parecen apoyar esa idea.

En los experimentos dirigidos a estudiar cual de las DNA poli
merasas de micleos resultaba afectada especificamente por
B(a)P, se encontr6é que la DNA polimerasa B fue la actividad
mis resistente en los niicleos de higado de animales tratados
con B(a)P, el mismo resultado se obtuvo al incubar los nd -

cleos de higado de animales controles con el cancerigeno.

56




Se utilizaron diferentes criterios para obtener estos resul-
tados, por una parte la separacidn de las actividades polime-
rdsicas por centrifugacifén en gradientes de sacarosa asi co-
mo el uso de inhibidores especificos, indicaron que las DNA

polimerasas o y vy fueron mas afectadas que la DNA polimerasa

B por el tratamiento im vivo e in vitro con B(a)P.

El resultado obtenido con ddTTP que inhibe a las polimerasas
B vy v contradice los resultados obtenidos con afidicolina,
bromuro de etidio y N-etilmaleimida, sin embargo, es posible
que ddTTP pueda afectar en miicleos intactos a otras proteinas
involucradas en la sintesis de DNA y asi producir el alto
grado de inhibicidn encontrado.

La DNA polimerasa B estd involucrada en los procesos de repa-
racidn del DNA. El alto nivel de esta enzima encontrado des-
pués del tratamiento in vivo con B(a)P podria reflejar una
alta resistencia al cancerigeno, o un aumento de la velocidad
de sintesis de la enzima. Como se obtuvo el mismo resultado
con el tratamiento in vitro con B(a)P, esto hace poco proba-
ble un efecto sobre la biosintesis de la enzima y favorece

la idea que la polimerasa B es menos afectada que ¢ y Y por
una accidén directa del cancerigeno. Una posible explicacidn
a la alta resistencia de esta enzima al cancerigeno podria
ser que su menor tamaiio la hiciera un blanco menos suceptible
a 1la accidon de los metabolitos del B(a)P.

L.as fotografias de las preparaciones nucleares hechas por
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microscopia de contraste de fase indican que el tratamiento
con el cancerigeno no provocd alteraciones en el tamailo de
los nidcleos ya que no se apreciaron diferencias significati -
vas de tamaflo entre ambas poblaciones nucleares. Si se obser
v0 en cambio, una notable diferencia en cuanto a la estructu-
ra nuclear. Grdmulos densos, probablemente de material cromati
nico, se observaron en los nidcleos de ratas tratadas con
B(a)P; en cambio el contenido nuclear aparece mucho mds difu-
so y refringente en los niicleos normales. Algunos investiga
dores han indicado que la DNA polimerasa B parece estar fuer-
temente unida a la cromatina (45), esta observacidn podria
tal vez explicar la mayor resistencia de esta polimerasa al
cancerigeno, si los grdnulos densos que se aprecian en la pre
paracidén de micleos de higado de ratas tratadas con B(a)P co-
rrespondieran a acumulaciones de cromatina donde esta enzima
permanebiera de alguna manera més protegida de la accidn de
B(a)P. Se necesitan estudios mAs acabados, los que permiti -

rdn confirmar o no, estas especulaciones.

EFectos DE B(A)P EN MITOCONDRIAS, Los resultados obtenidos

en mitocondrias mostraron una menor incorporacidén de nucleoti
dos en el DNA de las mitocondrias de higado de ratas tratadas

con B(a}P. La menor capacidad de estos organelos para sinte-

tizar DNA podria estar relacionada con el alto grado de modi-

ficacidn encontrado en el DNA mitocondrial de cé€lulas animales

que han sido expuestas a cancerigenos (32, 33).




Al solubilizar la DNA polimerasa mitocondrial se encontrd que
el nivel de esta actividad solubilizada de las mitocondrias
de higado de ratas tratadas con B{a)P era mucho mayor que en
las mitocondrias controles. Se analizé el sedimento de mem -
brana mitocondrial para verificar si este aumento de activi -~
dad era provocado por el proceso de solubilizacidén de la poli
merasa. Este andlisis mostrd que el sedimento obtenido des -
pués de solubilizar la enzima de las mitocondrias de higado
de ratas tratadas, tenia también mayor actividad DNA polime-
rasa que el sedimento obtenido de las mitocondrias controles.
La mitocondria tiene una actividad DNA polimerasa mayoritaria;
la DNA polimerasa y que replica el DNA mitocondrial, esta en-
zima es fuertemente inhibida por ddTTP y bromurc de etidio
(56), mientras que afidicolina que es un inhibidor especifico
de 1a DNA polimerasa a , no afecta a la enzima mitocondrial.
La sintesis de DNA en las mitocondrias controles fue fuerte-
mente inhibida por ddTTP mientras que en las mitocondrias de
higado de animales tratados con B(a)P la extensidn de esta
inhibicidn fue mucho menor. Una posible explicacidn a estos
resultados era que la mayor actividad DNA polimerasa encon -
trada en las mitocondrias de los animales tratados, correspon
diera a la presencia de otras polimerasas, ademids de y , en di-
chos organelos, o bien a una forma modificada de la polimera-
da v , mids resistente a ddTTP. Para resolver este problema
se estudid el efecto de diferentes inhibidores sobre las ac-

tividades DNA polimerasas solubilizadas de mitocondrias
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controles y de mitocondrias de higado de animales tratados
con B(a)P. Los resultados mostraron efectos inhibitorios si-
milares de ddTTP y bromuro de etidio sobre ambos tipos de or-
ganelo, mientras que afidicolina no afectd la DNA polimerasa
mitocondrial de los animales controles ni la de los animales
tratados., Esto indica que el alto nivel de actividad solubi-
lizada de las mitocondrias de higado de animales tratados con
B(a)P corresponde a la DNA polimerasa y , Yy no a la entrada
de otras polimerasas en dichos organelos.

Otros resultados como la concentracidn &ptima de manganeso,
el efecto estimulatorio de KCl sobre la actividad DNA polime-
rasa ¥y la utilizacidn preferencial de poliA oligodT12 COmOo
templado, indican propiedades similares en ambos tipos de po-
limerasas.

Asumiendo que la DNA polimerasa y es la Ginica enzima mitocon-
drial éapaz de copiar templados de DNA, esta enzima deberia
ser responsable de la replicacidn y reparacidn del genoma mi-
tocondrial.

Se ha demostrado que después de irradiar células animales, la
actividad DNA polimerasa B es fuertemente estimulada, &sta y
otras observaciones llevaron a algunocs investigadores a asig-
nar a esta enzima un rol en la reparacidn del DNA nuclear
(57). Otros autores demostraron en mitocondrias de Tetrahy-

mena pyriformis, una induccidén de la DNA polimerasa mitocon-

drial por efectos de irradiacidn (58, 59).
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Por los resultados obtenidos podria postularse que la DNA po-
limerasa y aumenta en las mitocondrias de higado de ratas tra
tadas con B{a)}P, como una respuesta al alto grado de modifica
cidn que sufre el genoma mitocondrial bajo la accidn del can-
cerigeno.

In vitro, B(a)P inhibid la sintesis de DNA mitocondrial, pero
se¢ observd un efecto inhibitorio muy pequefio sobre la activi-
dad DNA polimerasa solubilizada de los organelos. Estos re-
sultados podrian indicar que el mayor efecto inhibitorio del
cancerigeno observado in vivo, podria reflejar la gran alte -
racidn del DNA mitocondrial mas que alteraciones de la DNA
polimerasa y por efecto del cancerigeno.

Los resultados de estudios preliminares de estas preparacio -
nes mitocondriales, hechas en el microscopio electrdnico por
el Dr. Jorge Garrido del Instituto de Ciencias Bioldgicas de
la Universidad Catdlica, indican que la estructura de ambos
tipos de mitocondrias es muy diferente. Las mitocondrias comn
troles parecieran organelos mucho mids fragiles que las mito -
condrias de higado de ratas tratadas con B{a)P. Esto podria
significar que el tratamiento con el cancerigeno podria pro-
ducir alteraciones tales en la membrana mitocondrial que im-
pidan la entrada de los precursores y de los inhibidores de
la sintesis de DNA, asi como la salida de la DNA polimerasa
Y. Si asi fuera, esto podria explicar la disminucidn de 1la
sintesis de DNA, la resistencia al efecto inhibitorio de

ddTTP y la mayor actividad polimerasa vy, encontrados en estos




organelos de higado de ratas tratadas con B(a)P. Ademas es-
taria en acuerdo con las observaciones del efecto in vitro de
B(a)P sobre las mitocondrias.

Estas interrogantes esperamos tendrdn respuesta con nuevos es
tudios al microscoplo electrdnico y otros experimentos que se
han iniciado con el objeto de dilucidar si los efectos obser-
vados en las mitocondrias de higado de ratas tratadas con
B(a)?P, reflejan alteraciones de la membrana mitocondrial, o
la induccidn de la DNA polimerasa y por accidn del cancerige-

no.
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