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RESUMEN

La transcrlpcio’n ge’nica es uno de los mecanismos de los
gue dependen todas las funciones celulares, La enzima respon-
sable de la sintesis de RNA es la RNA pclimerasa., La especi-
ficidad de la transcripcic;n que ésta transcribe del DNA esta
sujeta a un complejo mecanismo de control, aun no definido
en su totalidad, Se conocen numerosos inhibidores orgafnicos
e inorga{nicos de la RNA polimerasa, Entre estos ultimos algu-
nos cationes divalentes , como el plomo, que adema’s estimulan
la iniciacion inespecffica de la transcripcio’n en mezclas

in vitro con RNA polimerasa de Escherichia coli, Esto ultimo

podr {a explicar la actividad carcinOgénica Y mutagénica gue
se le ha atribuido a éste vy a algunos otros metales, Como el
plome podria actuar en €sta misma forma en organismos supe -
riores, se le ha propuesto como causa de mortinatos, abortos,
y mal formaciones conge'nitas en poblaciones humanas expuestas
a altas concentraciocnes de este metal,

En este trabajo analizamos el efecto del plomo sobre la
sintesis in vitro de RNA en nucleos de placenta humana, Para
ello primero adaptamos las condiciones experimentales en las
que utililzamos una mezcla de ensayc descrita en trabajos pre-
vios y qgue consistid en la cuantificacidn de la sintesis de

7 N .
RNA en nucleos aislados de placenta humana, estimada como la

la radiactividad precipitada en TCA al 5% y retenida en los



filtros de fibra de vidrio despue's de incubar el material
biosintetico en presencia de3[H]-—UTP. Encontramos gue la
incorporacio’n de la marca radiactiva al RNA fue dependiente
de la cantidad de nucleos afiadida a la mezcla y del tiempo
de incubacion a 29°C. Las condiciones de incorporacién ma~
xima fuercon 15 pg de DNA ‘equivalente a 1.11 x 106nucleos
Yy 150 min de incubacion. Sin embargo, al intentar determinar
el efecto del plomo sobre la sintesis de RNA encontramos Jue
el metal se precipitaba por efecto del Tris y el DTT, Por es-
ta razon desarrollamos una nueva mezcla de ensayo, en la
cual sustituimos los reactivos mencionados por Hepes y mer -
captcetanol. En estas condiciones no se precipit6 el clorurc
de plomo y la sintesis de RNA fue equivalente a la mezcla
orig:i:nal, En ésta nueva mezcla encontramos una clara dismi -
nucion de la sintesis in vitro de RNA placentario con 30uM
de cloruro de plomec y una ligera recuperacién entre 60 y 500
Eﬂ, que disminuyo’ totalmente con 2, 25mM , Como testige de la
confiabilidad de nuestro modelo analizamos el efecto del plo-
mo en la sintesis in vitro de RNA en un extracto de E, coli.
La cual presentd el mismo patrdh de inhibicion gue la de leos
ndcleos de placenta humana, pero la RNA polimerasa humana
fue mas sensible al plomo que la de E, coli. La ligera recu -
peracid‘n detectada en estas dos actividades podrfa explicar -
se como una iniciacidn inespecf{fica de la sintesis de RNA

por efecto del plomo,



Por los resultados anteriores llegamos a las siguientes
conclusiones:

1) Desarrcllamos un metodo exXperimental sensible y con. -
fiable para analizar el efecto del plomo y de otros metales
en la sintesis in vitro de RNA en placenta humana,

2) La RNA polimerasa humana es altamente sensible e in -
hibible totalmente por plomo.

3) Las concentraciones de plomo encontradas en personas
expuestas cronicamente al metal son suficientes para inhibir
in vitro el 25% de la sintesis de RN2 de nucleos de placenta
humana.

4) Los diversos transtornos encontrados en personas o
fetos intoxicados por plomo podrfan deberse a la transcrip-
cidn defectucsa inducida por el metal y el falle de los sis-
temas autdgenos especificos de defensa,

El modelo experimental que hemos desarrollado podrié u-
tilizarse para analizar el efecto de una intoxicacidn aguda
y cronica de plomo en la RNA polimerasa de animales de expe-
rimentacidn Yy para cbtener mas evidencias solidas de la rela-
cicn entre lc:;s efectos en la transcripcio’n inducidos por el
metal y las fallas estructurales y funcicnales en la sinte -
sis del grupc hemc y la conduccion nerviosa.

Nuestro modelo experimental y la informacidn que obtu-
vimos de el abre la posibilidad para un mas minucioso estu -

dio‘ a nivel bioquimico,K de las consecllencias de la intoxica-

xvii



cion por plomo u otros metales en el hombre, Las autoridades
de nuestro Pais consideran prioritarios los estudios relacio-
nados con este tema, porque en México existe uno de los {ndi-
ces mas altos de plomo en sangre, en la poblacién no expues -

ta profesionalmente a eéste metal, segun estudios de la Orga -

nizacidh Mundial de la Salud,
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INTRODUCCION
Antecedentes generales

La transcr :chio'n ge'nica es el proceso mediante el cual
la informacidn almacenada como secuencia de nucledtidos en
la molecula de DNA se transfiere a una molecula de RNA (1-6),
La sintesis de RNA es un proceso complejo y relativamente po-
co conocido, Consta de tres etapas principales: i) inicia -
cién/ 1i) alargamiento y iii) terminacidn, En la primera la
RNA polimerasa se une al promotor (sitio especffico en la mo-
l€cula de DNA), para el inicio de la sintesis de RNA._ Duran -
te el alargamiento la enzima copia la secuencia de DNA, i1n -
sertando en el polimero naciente una molécula de uridina mo -
nofosfato (UMP) por cada adenina monofosfato (AMP) presenta -
da frente a la RNA polimerasa, una de guanina monofosfato
(GMP) por cada citidina monofosfato (CMP) y vicerversa y una
de adenina monofosfato (AMP) por cada timidina monofosfato
(TMP) El polimero se forma mediante enlaces fosfodiester 3%
5' de las ribosas contiguas por efecto de la propia enzima
Secuencias espec{ficas de terminacion en el DNA marcan el fi
nal de la sintesis de RNA (2-4). Entonces la RNA polimerasa
se desprende del DNA in vivo pero in vitro permanece unida
por lapsos relativamente largos (4) La RNA polimerasa en cé-

. fo, ' v 4 ] 4
lulas procarioticas es un proteina oligomerica que se diso =~



cia en condiciones de fuerza ionica baja, Su peso molecular

es de 495 000 daltons y estd formado por un nuicleo de cuatro

subunidades: Dos alfaJ una beta y una beta prima, Algunocs

peéptidos gue se asocian a la enzima durante el proceso de

sintesis desempefian un papel importante en la regulacidn de

la transcripcidn. El factor sigma (PM 95 000 daltons) deter-

mina la unich espec{fica de la enzima durante la fase de ini-
ciacioh y el factor rho parece estar implicado en el proceso

de terminacioh de la sintesis de RNA (4). En celulas eucario-
ticas se han identificado tres formas distintas de RNA poli -
merasa denominadas RNA polimerasa I 1I y III ¢ AB y C. La
RNA polimerasa 1 tiene localizacion nucleolar. Transcribe

RNA ribosomal (RNAr) v es resistente a altas concentraciones

de la micotoxina alfa amanitina (lmg/ml), la RNA polimerasa

I1 tiene localizacidn nucleoplasmica, Transcribe precursores

de RNA mensajero (RNAm) y su actividad se inhibe con bajas

concentraciones de alfa amanitina (2ug/ml), Y la RNA polime-

rasa 1I1I, de localizacich nucleoplasmicQ transcribe RNA de

bajo peso molecular como RNA de transferencia (RNAt) y RNA

ribosomal 5S5. Se inhibe a concentraciones intermedias de al-

fa amanitina (500 Ug/ml), Estas iscenzimas estan formadas a-

proximadamente de 10 a 17 protomeros: dos con peso molecular

alte (130 000-190 000 daltons) v los restantes con peso mole-
cular menor (2,4,5),

La transcripcidn génica esta sujeta a un complejo meca -



nismo de control, en el que intervienen una gran cantidad de
factores, Algunos de ellos son los siguientes: A) Secuencias
de nuclectidos en el DNA como genes integradores o regulado-

res que codifican para una protef{na o moldcula reguladora

genes operadores o0 elementos repi‘esores a l1os cuales se aso-

cian las moleculas reguladoras y permiten la activacicdn o re-
presion de genes estructurales que codifican para proteinas
especificas (3,4, 6), B) Protefnas unidas al DNA como i) las
I;istonas, proteinas nucleares gque proporcionan rigidez a la
doble hélice y ii) las protefnas nucleares no histonas, invo-
lucradas en la activacioch selectiva de la transcripcioch géni-
ca (75. C) aMP cficlico (AMPc) y GMP cfclico (GMPc) que acti -
van o reprimen la expresidn de genes especificos, cComo res -

puesta a hormonas no esteroidales. Las cuales a su vez estan
reguladas por estimulos extracelulares, Algunos de los acep-

tores de estas moldculas son: i) proteinas no histonas que
tienen sitios de unidn para progesterona, i) DNA, iii) ribo-
nucleoproteinas, Ambos dotados de receptores esteroidales y
iv) RNA polimerasa con receptores de estradiol (3,7), Y D)

Cationes divalentes como magnesio, manganeso y 2zinc, los cua-

les se requieren para la sintesis de RNA ip vitro (8,9),

Antecedentes directos

. . . ¢ . ey
Recientemente, la interaccion de iones metalicos con



DNA, RNA y polinuclectidos sinteticos han sido objeto de mul-
tiples estudios. Algunos iones metzdlicos tienen una mayer a -
finidad por grupos fosfatos y otros por los grupos donadores
de electrones en las bases (10) Ademds, esta interaccich o -
curre tambien en los tres tipos conocidos de RNA polimerasa
{11-13), Estas enzimas requieren la adicidn do:-.; un cation di -
valente para su activacion {8,9). La RNA polimerasa II es
ma’s activa en presencia de Mn(II) gue de Mg(II) y las RNA po-
limerasas 1 y I1I son igualmente estimuladas por ambos catio-
nes, Estos cationes estan implicados en los sitios cataliti -
cos de la .RNA polimerasa para la iniciacion y elongacio':n de
la sintesis de RNA -{11,19), 8in embargo existen pccos traba -
jos acerca de la activacion o inhibicion de la RNA polimera -~
sa por otros iones meté'licos. Algunos metales como el Pb(II),
C4(I1), Co(Il) Cu(il) ¥y Zn(Il) han sido considerados poten -
cialmente carcinoge’nicos ¥ mutagénicos (15,17), El zinc se
ha encontrado asociado a la RNA polimerasa procaric;tica Y ex
cario’tica. En la RNA polimerasa de E, coli se encontro unido
a la subunidad beta prima (13 ), Y cuando Nagamine et al, en
1979 (12) adicionaron Zn a la RNA polimerasa I parcialmente
purificada de tumores de Ehrlich, encontraron que se inhibic
la iniciacion de la sintesis de RNA perc no afectd la elonga-

, 4 ’ . .
cion, Ademas, la presencia de estos metales incrementan sig-

» 1] u , | ] r 1]
nificativamente los errores en la sintesis de DNA in witro,

El plomo es el cation divalente que produce la mas alta fre-



cuencia de errores en la replicacidh (18,19), En RNA pblime_
rasa de E. coli el plomo estimula la iniciacicn de la sinte-
8is de RNA en sitios no especfficos pero inhibe el proceso’
de transcripcio’n normal (20), Esta podrfa ser la causa de la
actividad carcinogénica que se ha atribuido a €ste metal,

La intoxicacidn por metales pesados se mSnifiesta en u-
na serie de transtornos clinicos en el hombre (21-24), Los
cuales posiblemente scn el producto de alteraciones de diver-
sas funciones bit::lo'c_.;ica.-:v.J en forma ana’loga a lo descrito en
c€lulas de otros or{genes {11-13), Se conocen algunos de los
mecanismosnde accicn a nivel molecular, principalmente en la
hematopoyesis y formacicdn de tejido dseo (25, 26) pero la ma -
yoria de las disfunciones bicldgicas permanecen sin explica-
cion a nivel molecular. La placenta humana desempefia un pa-
pel determinante en el desarrollo del fato durante el embara-
2o (27). Como una de las principales funciones de la placen-
ta es la sintesis de los diveros péptidos hormonales {27, 30)
Yy esto implica un proceso biosintético muey activo, donde la
transcripcién juega un papel relevante (31), este organco pa-
rece ser especialmente suceptible a la intoxicacidn por meta-
les pesados, a los cuales se les ha implicado en abortos,

mortinatos y malformaciones congénitas (28, 29),

Hipétesis



Entre loe cationers divalentes que se han analizado in

vitro‘ el plomo inhibe la relicacio’n del DNA en algunas celu -

las humanas (32), pero no se sabe que ocurre, sobre la sinte -
s1s de RNA, Se sabe, =in embargo, que el plomc disminuye la
’
sintesis in vitrg de RNA de celulas procaridticas (20). Como
las estructuras implicadas en la sintesis de ambos pol{mercs
san protefnas Y dc1dos nucléicos es probable gue el plomo
inhiba la transcripcion nuclear de placenta humana in yitro
/ . « 1
en forma analoga a la gue sucede con la transcripcion en pro-

cariotes,
Secuencia y contribucicnes del trabajo experimental

Desarroliamos el trabéjo experimental en dos fases: Du -
rante la primera establecimos las condiciones para detectar
y cuantificar la actividad de RNA polimerasa en nicleos de
placenta humana, lo cual implico; i) Optimizar el procedi -
miento de aiszlamiento de nucleos de placenta humana (33),
11) Adaptar el me’todo para la determinacidn de DNA en nd -
cleos de placenta humana (34 35) y iii) establecer las condi-
ciones de ensayo para cuantificar la sintesis in wvitro de
RNA (36). Una vez gque adaptamos estas técnicasj iniciamos la
segunda fase del proyecto que cénsistio! en: i) analizar el e-
fecto del cloruro de plomc en una mezcla de transcripcic‘;n

’
previamente descrita (36), Peroc alsencontrar que en esta se



precipitaba el plomo desarrollamos una nueva mezcla de ensa -
vyo en la cual la sintesis de RNA era cuantitativamente equi -
valente a la probada en la mezcla original, En este modelo
desarrollado por nosotros encontramos una clara disminucion
de la sintesis de RNa placentar'io in vitro con -concentracio -
nes de clorurc de plomo 30&1‘_1 Yy una ligera recuperacién. Esta
ultima podria deberse a la iniciacidn inespec{fica previamen-

te descrita en otros modelos experimentales (20),
Perspectivas del trabajo

El uso de nucleos de placenta humana -de abundante y
facil obtencidn- nos permltlcf en primera instancia demostrar
el efecto inhibitorio del plomc scobre la sintesis de RNA in
vitro. Por ello pensamos que una de las perspectivas inmedia-
tas de nuestro trabaijo podrfa ser el analisis minucioso del
mecanismo molecular de la inhibicidn por plomo de la trans -
cripeidn in vitro para después intentar correlacionarlo con
los prbblemas f_1510patolo’gicos cbservados en paclentes into-

. s
xXicados con eszte metal,



1I. MATERIALES
A. Origen de los reactivos

Obtuvimos de Sigma Chemical Company (Saint Louis, Mi -
ssouri, E, U A ): trizma base, trizma BHC1, glicerinal RNA de
levadura‘ fosfato de creatina, dodecil sulfato de sodio
(SDS), pirofosfato de sodio (Na29207)J DNA de timo de
ternera, 2 mercaptoetanol' L cystvszinalJ N-2 hydroxyetilpipe -
razina N'-2 acido etanosulfonico (Hepes) y lLisczima; de
Calbiochem Behring (San Diego, C.A, E U, A ): guanosina tri-
fosfafo (GTP)‘<citosina trifosfato (CTP), adenosina trifosfa-
to (ATP), Uridina trifosfato (UTP) y Dithiothreitol (DTT);
de Mallinckrodt (St. Louis, MO, E.U A, ): acetaldehido; de Fi-
sher Scientific Company (Pittsburg, P, A, E U A ): difenilami-
na y3[H]—UTP de New England Nuclear (Boston, Mass, E.U.A.).

Adquirimos de Merck de MéxlcoJ S,A.t: alcohol eti'lico,
cloruro de potasio, cloruro de magnesio (MgClz-Gﬂzo)‘ 2
5 difeniloxazol (PPO), 2-2'-p-fenilbis (5-feniloxazol) (PO -
POP), cloruro.de sodio, citrato triso’dicoJ dioxano, alcohol
metilico, dcido acé’tico} acido sulfu’ricol naftaleno y
actinomicina D; de Reactivos Monterrey, S.A.: dcido triclo-
roacetico (TCA), glucosa, clocruro de plomo y nitrato de plo-

mo; de Barleco de México: (EDTA), etilen glicol y de J.T.

’
Baker de Mexico: acido perclérico {PCA).



B. Material Biologico

Placenta humana

Obtuvimos placent.as humanas, productos de embarazos nor-
males a término inmediatamente despue’s de los alumbramientos
por operacicfn cesarea. Colectamos las muestras en el Hospi -
tal de€ Ginecologia y Obstetricia "Dr. Ignacio Morones Prie -

to" I.M.S5.8,, Monterrey, N,L.

Escherichia coli K 12

Proviene del cepario de la M. en C. Irma C, Rositas Mar-
tinez del Departamento de Microbiologia de la Facultad de

Medicina U, A N, L,

C. Preparacio’n de la solucidn de congelacio'h de los nucleos
de cotiledones de placenta humana

1 [} L] a ’
La compos:.c1o’n de la solucicn de congelacion para los
nucleos de placenta humana corresponde a la descrita por Lau

et al, en 1980 (36).

Solucion A (Tris HCl 100mM)

Trizma HCl 1.21 g . Disolvimos en 50 ml de agua destila-
da, ajustamos el pH a 7.9 y atoramos la solucidn a 100 ml ,
La esterilizamos en autoclave y la usamos inmediatamente o

la almacenamos a 4°C.
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$Solucidn B (Cloruro de magnesio 100mM)

MgCl -6!120.0.203 g, Disolvimos en 180 ml de agua tri -

2
destilada, esterilizamos la solucicn en autoclave y la usa -

4

mos inmediatamente ¢© la almacenamos a 4°C.

Solucion C (EDTA 10mM)
EDTA 0.03722 g, Disolvimes en 10 ml de agua tridestila -
da, esterilizamos en autoclave y usamos la solucion inmedia-

tamente o0 la almacenamos a 4°C.

Solucion D (DTT 100mM)
DTT 0.-1543 g. Disolvimos en 10 ml de agua tridestilada
esterilizamos la solucidn por filtracion y la usamos inme -

diatamente o la almagenamos a 4°C.

Preparacic;n de la solucion de cdngelacio’n completa,

Tomameos en candiciones ase’ptica 50 ml de la solucion
A, 1 ml de 1la soluciones B, CyDy 25 ml de glicerol esteri -
lizado en autoclave, Mezclamos todos los componentes, afora -
mos la solucich a 100 ml con agua tridestilada esteril Yy la
usamos inmedigtamente o la almacenamos a 4°C en alfcuoctas

de 5 ml.

D. Preparacid’n del reactivo de difenilamina

. ’ - M . “
La composicion del reactivo de difenilamina corresponde

a la descrita por Tsai et al. en 1980 (35),
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Solucion A
Mezclamos 500 ml de z;cido acetico glacial con 75 ml de

. . ./ .
acideo sulfdrico concentrado, usamos la solucion inmediata -

mente 0 la almacenamos a 4°c.

Solucion B
Aforamos 2.08 ml de acetaldehidc a 100 ml con agua tri -

. . S » »
destlladaJ usamos la solucion inmediatamente ¢ la almacena -

mos a 4°C.

Preparacicfn del reactivo de difenilamina completo.
Difenilamina 1.05 g, Disolvimos en 70 ml de la solucion
Ay 0,35 ml de la solucion B y usamos la solucidn inmedia -

tamente.
E, Preparacion de la mezcla de ensayo

La composicic';n de la mezcla de ensayo corresponde a la
descrita por Lau et al. en 1980 (36), excepto que eliminamos
fosfato de creatina y fosfoguinasa de creatina de la mezcla
de ensayo debi:do a gue no encontramos diferencias significa -
tivas en la sintesis de RNA en nucleos de placenta humana
en mezclas de ensayo con © sin estos reactivos.

Elaboramos las scluciones con agua tridestilada y deio-

nizada, la cual, esterilizamos en autoclave y la almacenamos



a 4°c, Remojamos el material de vidrio epn meztla cromica
durante 24 h, despue’s lo enjuagamos con agus dé¢ la llave
destilada y tridestilada, Posteriormente lo esterilizames en
un horno a 200°C por lo menos dos h, Les cubrimos las bo -
cae y los cuellos a tubos y botellas ¥ las almacenamos en ga-
vetas cerradas.,

lndicamos la concentracid’n de las soluciones madre con
un numero antes de una X y representa sk concentracion con

respecto a la soclucion de trabajo (l1X).

Solucion A (agua tridestilada)
Esterilizamos e&n autoclave alicuotas de 100 Al de agua

tridestilada y la almacenamos a -70°C.

Solucion B (Tris-8Cl 20X}

Tris-HCl 0.12122 g. Dicsclvimos en 5 ml de agua tridesti-
lada, le ajustamocs el pH a la solucidn a 7. & ¥y 1a aforameos
2 10 ml, Esterilizamos por filtracic;n Y la akmagenamos en a-

l{icuotas ge 100 nl a -70%%,

Solucion C (DTT 20X)
DTT 0.0892 g, Disoclvimos en 3 ml de agua tridestilada y
arforamos a 5 ml. Esterilizamos por filtracidn Y almacenamos

la solucicdn en alfcuotas de 10 nl a=- 70°C

Solucion D (Clcruro de magnesioc 20X)

MgCl,*6H,0 0.0924 g. Diesclvimos en 3 ml de agua tri-

12



destilada y afcrames a 5 ml, Esterilizamos en autoclave y la

almacenamos en alicuotas de 100 pl a -70°%,

Solucion E (Clorurc de potasio 20X)
KCl 0.74934 g, Disolvimos en 3 ml] de agua tridestilada.
Esterilizamos la solucion en autoclave‘ la dividimos en al{ -

cootas de 100 pl y las almacenamos a -70°c_

Solucion F [Nucledtidos GTP , CTP y ATP 20X (GCa)]

GTP 00,0119 g; CTP 00,0112 g y ATP 0.04237 g . Disolvimos
los componentes en 5 mi de agua tridestilada. Esterilizamos
ia solucidn por filtracidn, la dividimos en al {cuctas de 100

pl ¥y la almacenamos a -70%,

- Solucion G [ 3[(H]-UTP 20X (200 pCa/ml, 5,22 pCi/mmol)]
Tcmamos en condiciones asépticas 0.6 ml de 3[H]-UTP

(26, 1Ci/mmol) con una Jeringa de tuberculina, Aforamcs la so-

lucion a 3 ml con agua tridestilada este’ril, la dividimos en

alicuotas de 1 ml vy la almacenamos a —700(2.

Preparacic{n de la mezcla de ensayo completa

Inmediatamente antes de cada experimento, descongelamos
todas las soluciones a temperatura ambiente, mezclamos cua -
tro volumenes de la solucidn A ¥y un volumen de las solucio-
nes B,C D E F y G exactamente en este orden . Posteriormente
agitamos los tubos con la mezcla de ensayo en un vortex Y

repartimos su contenido en aifcuotas de 25 Bl en tubos de
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ensayo colocados en hielo, Para iniciar la sintesis de RNA

in vitro afiadimos 25 ).'ll de nucleos de placenta humana con
una cantidad de DNA correspondiente a 15 pg y agitamos los
tubos con un vértex,
F. Preparacion de la mezcla modificada de sintesis in vitro
de RNA

Preparamos la mezcla de ensayo antes descrita pero sus -

tituimos las soluciones B y C por i) Hepes 20X y mercaptoe -

etanol 20X a la misma ccncentracion,

G. Preparacio’n de las soluciones para cbtener el extracto
crudo de E. coli K 12

La composicid'n de la mezcla de lisis es una mcdifica -
cion al metodo descrito por Gross et al. en 1976 (37). Eli-
minamos de la mezcla de lisis sacarosa 25% en la solucion A
EDTA 0.1M en B, NaCl 1M vy EDTA (0.02M en C ¥ ademas adiciona-

mos la sclucion D,

Caldo Luria

NaCl 5g; Tripticasa 5g y extacto de levadura 2.5g. Mez -
clamos y disolvimos los componentes en 400 ml de agua trides-
tilada, aforamos la solucion a 500 ml vy la dividimos en ali-
cuotas de 100 ml, Las esterilizamos en autoclave y las utili-

o
zamos O almacenamos a 4 C.,

golucion A (Tris-HCl pH 7.9 60mM y NaCl 8O0mM)
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Mezclamos en condiciones asépticas 2 ml de una solucion
de Tris-BCl pH 7.9 300mM con una solucidn de cloruroc de so-
dio 100mM, la dividimos en alicuotas de 1l ml por tubo y la

almacenamos a 4°C.

Sclucion B (Tris-HC1 pH 7.9 300“—-LM, lisozima 4 mg/ml)
Lisozima 0.005 g. Disolvimos en 1 ml de Tris-~-HCl pH 7.9
300mM  esterilizamos la solucion por filtracich y la usamos

inmediatamente.

Sclucion C (Deoxicolato de scdio 0.08%)
Disolvimos en 10 ml de agua tridestilada, esterilizamos
la solucion por filtracion y la almacenamos en alicuotas

de 1 ml a 4°c.

Sclucion D (Glicerol 89% Tris-HCl pH 7.9 24mM)
Mezclamos 9,1 ml de glicerol con 0.8 ml de Tris-HCl a
pH 7.9, afocramos la solucion a 10 ml con agua tridestilada,

. . . #
la esterilizamos en autoclave y la almacenamos en alicuctas

de 1 ml a 4°C.

H, Preparacio’n y composicion de las soluciones especiales
Y de uso rutinario
F
Solucion de citrato de sodio cloruro de sodio (SSC) 10X
NaCl 87.6 g; citrato de sodio 44.1 g, Disolvimos los
componentes en 500 ml de agua tridestilada, Aforamos la solu =

cion a 1 1 vy la almacenamos a 4.
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SSC 1X

Mezclamos un volumen de 5SC 10X con nueve voldmenes de

agua tridestilada y almacenamos la solucidn a 4°c.

. 7 . M
Solucion de homogenizacion

Bisulfiteo de sodio 0.5 g. Disolvimos en 500 ml de SSC

]‘i: agregamos 1 ml de NP-40 y lo usamos inmediatamente,.

Acido tricloroace’tico (TCA) al 50%

Frasco con 500 g. Lo disclvimos en el frasec original a

gregando directamente 500 mi de agua tridestilada. Después

aforamos la solucion a 614 ml vy la almacenamos a 4°C.

™A al 10%

Mezclamos 20 ml de TCA al 50% con 50 ml de agua trides -

tilada, aforamos a 100 ml vy la usamos inmediatamente o la al-

o
macenamos a 4 C.

TCA al 15%

Mezclamos 6 ml de TCA al 50% con 10 ml de agua tridesti-~

. f . .
lada, aforamos la solucion a 10 ml y la usamos inmediatamen-

te ¢ la almacenamos a 4°C.

Hidroxido de sodio (NaOH) 1N

NaQH 10,3 g. Discolvimos en 200 ml de agua tridestilada,

aforamos la solucidn a 250 ml ¥y la usamos inmediatamente ©

la almacenamos a 4°C.
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Acido Percldrico (PCA) 10X
Afcoramos 17,25 ml de PCA a 50 ml con agua tridestilada

la usamos inmediatamente o la almacenamos a 4°C.

PCA 1X
Mezclamos un volumen de PCA 10X con nueve volimenes de

agua trldestilada‘ la usamos inmediatamente ¢ la almacenamos

a 4°c.

Sacaroca 0, 25M
Sacarosa 5.986 g, Disolvimos en 200 mi de SSC 1X, afora -

./ . .
mos la solucicon a 250 ml y la usamos inmediatamente.

DNA de timo de ternera (1 mg/ml)
Mezclamos 250 pl de DNA de timo de ternera 4 u/ml con

100 }Jl de PCA 10X, la aforamos a 10 ml con agua tridestilada

¥ la usames inmediatamente,

Adenosina trifosfato (ATP) 22mM
ATP 0.06658 g, Disolvimos en 5 ml de agua tradestilada,
esterilizamos la solucidn por filtracidn v la almacenamos

en alicuotas de 100 pl a -70%.

Uridina trifosfate {(UTP) 209X
UTP 0.010 g, Disolvimeos en 10 ml de agua tridestiladal

. ,'
la esterilizames por filtracion y la almacenamos a-70°%.

UTP 20X
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Disolvimos 5 ml de la solucich de UTP 209X en 1.05 ml
de agua tridestilada‘ la esterilizamos por filtracidn Y ia

almacenamos en alicuotas de 100 pl a -70%,

Fosfato de creatina 20X
Fosfato de creatina 0.026 g, Disolvimos en 0,5 ml de a -
gua tridestilada, la esterilizamos por filtracidn, La divi -

dimos en alicuotas de 75 nl oy las almacenamos a -70°C_

Fosfoquinasa de creatina 20X
Fosfoquinasa de creatina 0,001 g, Disolvimos en 0.5 ml
~de agua tiidestilada, Esterilizamos por filtrz—;cio"nJ la divi -~

dimos en alicuotas de 75 pl vy la almacenamos a -70%%.

Mercaptoetanol 20X
Disolvimos 84 ).11 de mercaptecetancl en 10 mi de agua tri -
destilada, la esterilizamos por filtracidn Yy la almacenamos

en alicuotas de 100 Pl a -70%.

L cysteina 20X
cysteina 0.1454 g, Disolvimos en 10 ml de agua trides -
tilada, la esterilizamos por filtraciocn y la almacenamos a

-70%¢c,

Hepes 20X
Hepes 0.,35745 g, Disclvimos en 1.25 ml de agua trides =~
tilada, ajustamos el pH a 7.9, aforamos la solucic;n a 2.5

rJ
ml. La esterilizamos por filtracion, usamos inmediatamente



o la almacenamos en alicuotas de 100 pl oa -70°%.

Hepes 0,1M
Hepes 0,309279 g . Disolvimeos en 8 ml de agua tridestila-
da, ajustamos el pH a 7.9 y aforamos la solucicn a 13 ml.

. , / .
Esterilizamos por filtracion y la usamos inmediatamente pa -

.y . , e
ra la preparacicn del solucidn de ceongelacion modificada,

Tri<-HC1l 0 3M
Tris- HCl1 3,633 g. Disolvimos en 80 ml de agua tridesti-

. . -
1::1(:1a‘l esterilizamos la solucion en autoclave‘ ajustamos el

PH a 7.9 y aforamos la solucidn a 100 ml. Ba usamos inmedia-

tamente ¢ la almacenamcs a 4°C.

NaCl 0.1M
NacCl 06,0584 g. Disclvimos en 9 ml de agua tridestilada

esterilizamos la solucion en autoclave y la utilizamos inme-

. o
diatamente o la almacenamos a 4 C,

L
Mezcla Cromica

Dicromato de pectasio 1C0 g, Disolvimos en 750 ml de a -
gua bidestilada y depositamecs la sclucidn en un recipiente
colccado scobre hielo. Despue’s adicionamosJ agitando lenta -~
mente 250 ml de acido sulfudrico concentrado. Finalmente al-

s .
macenamos la mezcla cromica a temperatura ambiente en un re-

cipiente de polipropilenc (Nalgene},

19
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Liquido de Bray

Naftaleno 60 g, PPO 4 g y POPOP 0.2 g, Disolvimos los
componentes en 100 ml de metanol, 20 ml de etileén glicol y
500 ml de dioxano., Aforamos la solucion a 1 1 con dioxano ¥y

la almacenamos a temperatura ambiente en un pippetor (Ox -~

ford).
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I1II. METODOS
A, Aislamiento de nucleos de cotiledones de placenta humana.

En la fig 1 esguematizamos el me todo que utilizamos, el
cual describimos a qontinuacio’n: colectamos las placentas in-
mediatamente despue’s de partos y alumbramientos con produc -
tose normales por operacic;n cesa’rea. Lavamos estas con 55C 11X
separamos los cotiledones 6 los lavamos exhaustivamente con
8§scC 1§J los dividimos en porciones de unos 25 g, en vasos de
polietilenb de 200 ml de capacidad y lo congelamos en un ba -
fio de etanol al 96% a -50° ., Posteriormente los almacena -
mos hasta por un mes a -70%.

En la fig 1 mostramos el esquema de aislamiento gue se -
guimos el cual es una modificacion del metodo de aislamien-
to de ndcleos de placenta humana a baja velocidad previamen-
te descrito por nosotros en 1984 (33). Brevemente: retira -
mos del congelador aproximadamente 50 g de tejido placenta -
rio e inmediatamente despues lo mezclamos con 500 ml de 1la
solucion de homogenizacioln preenfriada a A°c ., Colocamos
la mezcla en una licuadora y la homogenizamos a unas 1000
rpm por un minuto a 4°C. Enseguida filtramos el homogeniza-
do a travez de 10 capas de gasa y cuatro capas de papel mira-
cloth, Centrifugamos el filtrado a 1000Xg por 10 min a 4°¢

en una centrifuga B-20A Damon/IEC para separar la pastilla



denominada sedimentc 1, La cual resuspendimos en 100 ml de
sacarosa 0, 25M y distribuimos en alfcuotas de 50 ml, en tu-
bos Falcon de polietilenoa co’nicos' graduados y con tapo'n de
rosca, Centrifugamos dste material a 400 Xg por 10 min a 4
°C en una centrffuga DPR 6000 , Damcn/IEC, con lo gue obtu -
vimos el sedimento 2, el cual evra una fraccion nuclear mas
enriquecida, Posteriormente resuspendimos ésta fraccion en
dos voldmenes de la sclucidn de congelac:.én‘ agitamos suave -
mente con una plpeta pasteur, Finalmente dividimos la suspen-
sidn en alficuotas de 200 ).11 y la almacenamos a -'J'OOC. Desa-
rrollamos todo e-te proceso a 4OC, Después de cada aisla -
miento observamos los nicleos bajo un microscopioc equipado
con sistema de contraste de fases (Zeiss, Alemania) para com-
probar el buen estado mori:olo’gico de los mfcleos, Posterior-
mente Jlos contamose en un hemat imetro {American Optical Scien-
tifi¢c Instruments Div, } ¥ determinamcs su contenido de DNA

por el metodo de difenilamina descrito per Tsai et al. en

1880 (35).
B. Extraccio’n de acidos nucleicos nucleares totales

Utilizamos el metodo de Ldpez Revilla et al,(34), depo -
si1tamos 1 ml de la suspens.mén nuclear en un tubo Falcon de
50 ml, con tapon de rosca, al cual adicionamos 2.5 ml de TCA
al 10% tr{o‘ agirtamos la suspenslc;'.n con un vortex y la cen -

trifugamos a 2000 Xg por 10 min a 4°c ., Eliminamos el sobre-

22



PLACENTA HUMANA NCRMAL A TERMINO
OBTENIDA POR CESAREA

Lavada con SSC 1X. Disecciép
de Sotiledones y congelacion a
-70°C,

COTILEDONES CONGELADOS

Homogenizados con licuadora.
El homogenizado filtrado por
gasa y Miracloth, .

HOMOGENIZADO

Centrifggado a 1000 Xg por 10
min a 4°C. -

SEDIMENTO 1

Resuspendido en sacarosa 0.25M
Y centréfugado a 400 Xg por 10
min a 4°C,

SEDIMENTO 2
.
(Fracciocn nuclear)

Conteo de nucleos y determina -
cidn de su contenido de DNA .

NUCLEOS ALMACENADCS

A -70°¢C

Fig 1, Aislamiento de nicleos de cotiledones
de placenta humana
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nadante, resuspendimos la pastilla con TCA al 10% frio Yy cen .
trifugamcs nuevamente bajo las mismas condiciones anteriores.
Eliminamos nuevamente el sobrenadante y le afladimos a la
pastilla 2,5 ml de etanol al 95%, frio, Mezclamos bien la
suspension y la centrifugamos a 2000 Xg por 10 min a 4°c,
Repetimos el procedimientc una vez mas, Despue’s de ello re -
suspendimos la pastilla en 2 ml de NaOH 1lN e incubamos la
mezcla a 37°C durante 20 h, Posteriormente neutralizamos y
precipitamos los gcidos nucléicos con 1 ml de TCA al 15% Y
centrifugamos a 2000 Xg durante 10 min, Eliminamos el sobre -
nadante y resuspendimos la pastilla con 1 ml de TCA 0.4N fri-
o, Los productos de este proceso fueron dcidos nucléicos to -
tales, Durante todo el procesco manipulamos todas las mues -

tras a 4°C.

C. Determinacion del contenido de DNA

Para la cuantificacion de la concentracion de DNA proce -
dente de la fraccion enrigquecida con nu’cleos‘ utilizamos el
metodo de difenilamina descrito por Tsai et al, en 1980 (35),
Primeramente preparamos un estandar de DNA de timo de terne -
ra (lmg/mi) en TCA 0, 4N e hidrolizamos en un bafio de agua
por 15 min a 9'1"::’0l tanto el DNA esté’ndar como los acidos
nucléicos obtenidos de suspensiones nucleares de placentas

humanas, Posteriormente centrifugamos el hidrolizado a 2000
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Xg durante 10 min, descartamos la pastilla y conservamos el
sobrenadante gque contenia los productos de hidrdlisis de los
acidos nucléicos,

En tubos de ensayo de borosilicato 13 x 100 mm coloca -
mos muestras por triplicado de 25, 50 y 100 pl del DNA estan-
dar o del que nosotros extrajimos, aforamos a 1 ml con PCA
0.4N y adicionamos 2 ml del reactivo de difenilamina. Des -
pue’s agitameos los tubos en un vci’rtexJ los tapamos con papel
parafilm y los incubamos a temperatura ambiente en un lugar
oscuro, durante 14 h, Posteriormente determinamos la densi -
dad o’ptica a 600 nm del contenido de cada tubo con un espec -
tofotometro (Zeiss, modeloc PMQ III, Alemania), Calculamos la
concentracion de DNA de diluciones variables de acidos nu -
cle'icos de los nu’cleos de placenta humana, interpoclando su

% , . .
Do en la curva estandar obtenida con cantidades varia -

600
bles de DNA de timo de ternera,

/!
D. Cuantificacion de la sintesis de RNA en nucleocs aislados
de cotiledones de placentas humanas
- - ’ - 1] )

En la fig 2 esguematizamos el metodo que utilizamos pa-
ra cuantificar la sintesis de RNA in vitro en nucleos de co -
ti1ledones de placentas humanas, Corresponde al descrito por
Lau et al. en 1980 (36)

Preparamos la mezcla de ensayo completa, la depositamos

por triplicade en alicuotas de 25 Jal en tubos de ensayc 13 x
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100 mm colocados en hielo. Posteriormente afladimos 25 nl de
la suspensio’n de nudcleos antes descrita, que contenia 600 g
de DNA/ml, agitamos la suspensic';n en un 'vo'rtex y las incuba -
mos a 29°c por 150 min., Paramos la reaccion colocando los
tubocs en hielo y adicionando a cada unc de ellos 1.5 ml de
la solucidn para tal efecto (1 ml de SDS 0.1%, 0.1 ml de RNA
de levadura 1 mg/ml vy 0,4 ml de pirofosfato de sodio al 5%
en TCA al 30%), Inmediatamente después agitamos los tubos
con un vo'rtex__ Filtramos el precipitado a trave:s de filtros
de fibra de vidrio GFC de 25 mm de didmetro (Whatman, Ltd.,
Maidstone England) y lavamos el material retenido tres veces
en una soclucion fria de pirofosfato de sodio al 2% en TCA
al 15% y una vez en alcochol et flico al 70% frfo. Secamos
los filtros a 200°C poer una h en frascos de borosilicato
para centelleoc liquido (Packard Instrument Co,, Inc. ILL, E.
U.A.). Ya frios adicionamos a cada uno 5 ml de liqu1do de
Bray para determinar la radiactividad retenida en los fil -
tros con un espectofotémetro de centelleaq 1fquido ( Searle,
mcdelo 6892), ajustado para que trabajase con una eficiencia
del 60s,
E. Sintesis in vitro de RNA nuclear de placenta humana a

tiempos variables de incubacion

Incubamos a 29°C tubos con mezclas de reaccion de 50
pl que contenian nuclecs con un total de 300 ng de DNA/ml

por tiempos variables entre 0 vy 180 min, ¥ cuantificamos la
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NUCLEQOS DESCONGELADOS
A TEMPERATURA AMBIENTE

Mezcla de ensayo
Nucledtidos Glicerol
GTP Tris-HC1 pH 7.6
CTP MgCl2
ATP KC1
3[H]-UTP DTT

v

INCUBACION DE LAOMEZCLA
DE ENSAYOC A 22 °C POR
150 MIN

RNA NEOSINTETIZADO
3[H]-UMP 3[H]—UMP
*

3SaT=ome [H ]~ UMP
3 *

Precipitacién con TCA al 30%

P, RNA retenideo en filtros de fibra de vi-
drio lavados exhaustivamente con TCA

,ﬁf’ al 5% y etanol frios.
(\/J'*
#*

DETERMINACION DE RADIACTIVIDAD ASOCIADA A
MATERIAL INSOLUBLE EN ACIDO TRICLOROACETICO

POR CENTELLEO LIQUIDO

4
Fig 2, Metodo para la determinacion de la sintesis
in vitro de RNA
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cantidad de 3[I-l]— UMP incorporado al RNA como ya describi -

mos en el inciso correspondiente,

F. Relagio’n entre la sintesis de RNA y cantidades variables
de nucleos.
Incubamos mezclas de reacccion de 50 ploa 29°¢ por
150 minj con cantidades variables de nuclecs gue contenian
de 0 a 15 pg de DNa, Despue’s cuantificamos la radiactividad

retenida en los filtros,

G. Inhibicion de la incorporacio’n de 3[Hl—UTP a material
insoluble en TCA con diferenteg concentraciones de cloru-
ro de plomo,

Cclocamos en los tubos mezclas de ensayo con una suspen-
sio’n de nucleos con 15 ng de DNA vy adicionamos concentra -
ciones variables de clorurc de plomo de 0 a 2,5mM . Incubamos

los tubos a 29°C por 150 min. Y finalmente determinamos la

radiactividad retenida en lcos filtros de fibra de vidrio.

H, Cuantificacion de la radiactividad inespecifica atrapa -
da en los filtros de fibra de vidrio,

Preparamos las siguientes mezclas en tubos por triplica-
do: i) Normal.25 pal por tubo, ii) Con clorurc de plomo 2, 5mM.
Sustituimos dos volumenes de la solucidn A (agua tridestila -
da) con cloruro de plcmo 25mM y iii) Sin GCA. Eliminamos la

solucion F (GCA 20X),
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Adicionamos a todos los tubos 25 jpl de una suspension
de nuclecs con 15 JAg de DNA, los incubamos a 29% por 150

min y cuantificamos la radiactividad insoluble en TCaA,

I. Analisis de la solubilidad del cloruro de plomo en la
mezcla de ensayo para la sintesis de RNA

Realizamos los siguientes ensayos:
i) Determinacion de la absorbancia de las mezclas de ensayo
a 700 nm

Preparamos 1 ml de la mezcla de ensayo gue contenia UTP
no radiactivo en vez de3[H]—UTP‘ la dividimos en alicuotas
de 950 pl y a.cada una de ellas le agregamos 50 pl de concen-
traciones variables de cloruro de plomo de 0 a 1 mM. Determi-
namos la absorbancia a 700 nm con un espectofotometro (Zeiss
modelo‘: PMQ III, Alemania) de cada una de las mezclas de en
Sayo
ii) Determinacion de la concentracicon de plomo soluble en

las mezclas de s{intesis in vitro de RNA por espectofotome-
tria de absorcidn atdmica

Pre‘par;mos 1 ml de las mezclas de en;.sayo no radiactivas
tomamos 900 pl de la micma forma antes descrita ¥ adiciona -
mos a cada tubo 100 nl de cloruro de plomo en copcentracio -
nes ftinales de 0 a 2.5 mM. Agitamos las mezclas con un vér -
tex y las centrifugamos a 3000 Xg por una h (en el rotor 870

de 1la centrffuga B-20A Damon/IEC), Tomamos 0.5 ml del sobre-

nadante, agregamos un volumen de agua tridestilada y diluf -
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mos cada muestra en proporciones 1l:4 , 1.8 y 1.16 para deter =-
minar en ellas la cantidad de plomc soluble con un espectofo -

tometro de absorcidn aromica (Perkin Elmer 5000)

J. Obtencion de extractc crudo de Escherichia coli K-12

Incculamos varias asadas de Escherichia coli K-12 en

100 ml de caldo Luria, cultivamcs durante toda la noche a 37
°c Yy ccn agltacio’n a 300 rpm en un agitador de temperatu-
ra controlada (New Brunswick Scientific, Co., Inc. N,3. E. U,
A. ), EBnseguida inoculames 3 ml del cultivo en 100 ml de cal -
do Luria e incubamos a las mismas condiciones durante apro-
ximadamente 2 h. Posteriormente congelamos las bacterias en
un balioco de etanol-hielc seco y cosechamos por centrifuga -
cion a 1000 Xg durante 60 min en una centr{fuga B-20A Damon
/ IEC

Agregamos a la pastilla 0.8 ml de la solucidn A (Tris-
HC1 pH 7.9 60mM NaCl 80mM) e incubamcs a 25°C durante 15
min, Despue’a agregamcs 0,2 ml de la solucion B (Tris-HC1 pH
7.9 300mM Llséz ima 4 mg/ml) e i1ncubamos a 37°C hasta que
la mezcla tuve una consistencia muy viscosa y se habfian lisa-
do 1la mayo.rfa de las bacterias, Dejamos reposar el lisado du-
rante 1.5 min en hielo, despuefs le agregameos 0.8 ml 8¢ la so-
lucio’n C (Deoxicolato de scdio 0,.08%) y le anhadimos 0.7 ml
de la solucidn D (glicercl 89% , Tris-HCl pH 7.9 24mM), Divi-

-
dimos esta suspencion &n al{cuotas de 200 pl y los almacena -



mos a -70°C.

K. Determinaci&h de la
rial insoluble en TCA
adicionada con cloruro
Preparamos la mezcla

mos en porciones de 20 }11

gamos 5 ul del cloruro de
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incorporacio’n de3[H]-UTP a mate -

en la mezcla de ensayo modificada
de plomo

de ensayo modificada vy la dividi -
por cada tubo de ensayo y le agre-

plomo a concentraciones finales de

0 a 2,5mM. Agitamos bien y agregamos a cada tubo 25 pl de u-

na suspensio’n de nudcleos con 15 HAg de DNA © 25 pl de un ex -

tracte total de Escherichia coli K~12 que contenia 15 pg de

DNA auto’geno. Incubamos los tubos a 29°¢C por 150 min y de-

terminamos la radiactividad insoluble en TCA,
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IV, RESULTADOS

A, Adaptac ion de un modelo in vitro para cuantificar la sin -

tesis de RNA

En la primera fase de este trabajo establecimos las con -
diciones para detectar y cuantificar la sintesis de RNA en
preparaciones enriguecidas con niclecs de cotiledones de pla -
centa humana con el método va descrito (Fig 1), 3l evaluar
las preparacicnes nucleares bajo un microscopic de contraste
de fases, observamcos que habia dos poblaciones qe nucleos
morfologicamente diferentes, unos obscuros y otros claros,
lo cual ya habiamos descrito en otro trabajo (33), Dichas es -
estructuras estaban fntegras y bien conservadas (Fig 3).
Los rendimientos nucleares habituales eran de aproxXximadamen -
te 1,76 X lOgn\fcleos per 50 g de placenta, Cuando determi -
namocs la cantidad de DNA encontramos gque contenfa 13. 4 pg de
DNA por nucleo.

Para cuantificar la sf{ntesis de RNA ajustamos las pre -

s
paraciones nucleares a una concentracion de 300 pg de DNA/m1,

i) sintesis in vitro de RNA nuclear de placenta humana a
tiempos variables de incubacion

Cuando analizamos 1la sfntesis de RNA con respecto al

. . . .
tiempo de incubacicon en preparaciones nuclearesJ encontra -

3

. . ‘. : . s
mos una relacion asintotica de la incorporacion de~ [H]}-UMP
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F 4
Fig 3, Nucleos aislados de cotiledones de placenta humana,
Observamos el sedimentc 2 (Fraccic;n nuclear) en contraste de

fases ., Las flechas senalan nucleos claramente diferentes .



a material 1insoluble en TCA, con una regién casi lineal en
tre 0 v 60 min (Fig 4),

Deci1dimos incubar las mezclas de ensayo de los s?iguien-
tes experimentos por 150 min porgue en estas condiciones ¢ -

4
1

I . . . ,
curriria la sintesis de RNA ¢on la mayor eficiencia posi -

ble.
L1) Re.;laci.-o'n.ent_re cantidades variables de nidcleos Yy la
sintesis in vitro de RNA
Una vez gue encontramcs £l tiempo de incubacidn adecua-
do, cuantiricamos la sintesis de RNA in vitro en mezclas de
ensayoc. que contenian concentraciones variables de ndcleos.
Encentramcs gue la radiactividad incorpeorada a material inso-
luble en TCA aumentd linealmente entre 0 y 15 pg de DNA (Fig.
5). Cantidades mayores de nicleos agregados a las mdzclas de
ensayo ne resultarcn en incorporaciones mayores de radiacti -
vidad. Al analizar los resultados por regresic'm lineal en -

. Y
contramos la slgulente ecuacion:

dpm = 181,31 + 237.82 (ug de DNA nuclear)

r®= 1.00 ; p < 0,05

Como 1la ma{xima incorporacién ocurrid con una suspensid’n
gue contenia 15 pg de DNA, Por ello decidimos usar dicha can-
tidad de ndcleos en cada determinacién.

Hasta agui habiamos cbservado gue en las preparacisnes

nucleares de placenta humana la radiactividad asociada a ma -

34
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Fig 4, Determinacion de la sintesis de RNA a tiempos va -
riables de incubacio{n. Incubamos una suspen ion de nicleos
de cotiledones de placenta humana en mezclas de ensayo a 29
©Cc por tiempos variables, entre § y 180 min, Despues cuan-
tr1ficamos la radiactiviad correspondiente alB[H]—UTP incor-
poradc al RNA Los simbolos corresponden al promedio y la
desviacidn estandar de nueve determinaciones y tres experi-

mentos independientes,
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Fig 5. Relacion de la sintesis de RNA y cantidades varia
variables de DNA nuclear, Incubamos en mezclas de ensayo a
29°C cantidades variables de m:'tcleosJ estimados como masa
de DNA, entre 0 y 15 fg. Despue’s cuantificamos la radiactivi-
dad incorporada al RNA, La incorporacic;n correspondié au-~
na relacio’n lineal con respecto a la cantidad de nucleos

ré= 1.00; P< 0,005, Cada sfmboio representa el promedio ¥

. ” ’ , .
lJa desviacion estandar de nueve determinaciones en tres ex-

perimentos independientes,



terial insoluble en TCA dependia del tiempe de incubacidn y
de la cantidad de mfcleos' como era de esperarse (38), Por
ello consideramos gue el método de sintesis in vitro de RNA
estaba bien adaptado y era suficientemente confiable para a-
nalizar el ecrecto del cloruro Qe plomo sobre la sintesis de

RNA L

B. Inhibicidn de la sintesis de RNA por plomo

Una vez gue adaptamos el modelo experimental para cuan -
cificar la si"ntesls de RNA 1n vitroc en preparaciones nuclea-
res de placenta, 1niciamos la segunda fase del trabajo que
consist10 en analizar el etecto de Jdiferentes concentracio -
nes de cloruro de plomo en la sintesis de RNA in vitro. En-
contramos una disminucion asintdtica de la sintesis de RNA
con respecto a la concentracidn de cloruro de plomo , entre
0 y l.5mM , con €eta Ultima concentracion la disminucidn en
la sfrtesi1s de RMA fue del 60%, mientras gue concentracio -
neg mayores de cloruro de plomo no resultaron en una 1nhibi -
ci1cn sensiblemente mayor (Fig 6}, Con 3mM de plomo una con-
centracicn conalderaglemente aita encontramos una retencion
de radiact:vidad en los filtrcs de fibra de wvidrio eguivalen-
te al 30-40% ccn respecto al RNA de las mezclas sin plomc,
Comc elloc se reprodujo en experimentor consecutivos,'decidi-

Mmos investigar si1 la radiactividad retenida correspondia al

37
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Fig 6, Inhibicion de la sintesis de RNA con concentracio-
nes variables de clorurc de plomo. Incubamos las mezclas de
ensayc con una cantidad de nucleos equivalente a 300 ug de
DNA/ml y concentraciones variables de cloruro de plomo entre
0.02 y 2.5mM ., Cvantificamos la radiactividad insoluble en
TCA al 5%, en cada unc de los tubos de ensayo. Los simbolos
corresponden al promedio de seis determinaciones en dos expe-

rimentos independientes,



producto de una RNA polimérasa resistente & plomo o a alguna
otra causa.
C. Cuantificacion de la radiactividad inespecffica retenida
filtros de fibra de vidrio
La radiactividad ascociada a material inscluble en TCA
en mezclas de alto contenido de plomo. (Fig 6) podrfa deber -~

. 7 . .
se a la retencion inespecifica de’

[H}=- UTP -no incorporado
a RNA- en los filtros de fibra de vidrio. Descartamos €sta
posibilidad cuando eliminamos de la mezc¢la de ensayo los
tres nuclecdtidos sin marca radiactiva y no encontramos ra -
diactividad en los filtros de fibra de wvidrio (Fig 7). Por
lo tanto solo nos gquedaban dos posibilidades por explofar:
i} la existencia de una RNA polimerasa resistente a plomo o
ii) la falta de accesibilidad del plomo al mecanismo de

transcripcio’n en las mezclas de ensayo. Decidimos analizar

esta ultima posibilidad,

D. Pzecipitaci.d'n del plomo en las mezclas de ensayo origina
les
Los resultados antes descritos podr{an deberse a la co-
existencia en las preparaciones de nucleos de dos activida -
des; una RNA polimerasa inhibible por plomo y otra resisten -
te, Sin embargo, la presencia de turbidez en los tubos de en-

sayo con concentraciones de cloruro de plomo mayores de lmM
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Fig 7. Cuantificacidn de la radiactividad inespec{fica re -
tenida en los filtros de fibra de vidrio. Cada barra repre -
senta el promedic y la desviacion estindar de nueve determi-—
naciones independientes de la incorporacion de 3[H]—U‘I‘P a
material inscoluble en TCA en mezclas de transcripcién no tra-
tadas (A); con cloruro de plomo 2,5mM (B) y sin GTP, CTP ¥y

ATP (C).
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nos sugirio’ gque el caticdn podrfa estarse precipitande, En
tal caso la aparente resistencia a plomc de la RNA polimera -
sa placentaria podria deberse en realidad a la no-accesibili-
dad del plomo, Para valorar esta ultima posibilidad, efectua-
mes los siguientes analisis: i) determinacion de la turbidez
a 700 nm en mezclas de ensayo con cantidades variables ae
cloruro de plomo y ii) determinacion del plomo soluble por
espectofotometria de absorcidn atcmica. En la primera serie
de pruebas encontrames un incremento lineal de la turbide:z
en funcidn de la concentracion de la sal entre 0.5 y 1lmM.
Este hallazgo se complementd bien con los resultados de la
determinacicon de plomo soluble por espectofotometria de ab -
sorcicdn atdmica: la cantidad de plomo soluble era escasamen-
te equivalente al 5% del cloruro de plomo adicionado a las
mezclas de ensavo, Ante estas evidencias‘ decidimos modifi -
car la composicion de las soluciones para la sintesis i vi -

tro de RNA, a fin de evitar la precipltacic{n del plomo, Con-

este cbjetivo, primero sustituimos sin €xito el ecloruro de
plomec por nitrato de plomo, una sal mas soluble que la prime-
ra, Determinamos entcncec el efecto de cada uno de los compo-
nentes de la solucicon de sintesis sobre la sclubilidad del
plomo y encontramos gue €ste se precipitaba en las mezclas
gue contenian Tris-HCl, DTT o ambos. Por lo tanto decidimos
sustitufr dstos dos componentes por otros de propiedades qui-

micas equivalentes, pero que no favorecieran la precipita -
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cion del plomo.
E. Disefio de una nueva mezcla para la sintesis in vitro de

RNA

Para evaluar el efecto dél cloruroc de plomo en la sinte
sis in vitro de RNA | necesitabamos una mezcla de ensayo don
de el cloruro de plorﬁo noc se precipitara, Debido a esto sus
tituimos el Tris y DTT originales por i) Hepes Yy mercaptoeta
nol ¢ ii) Repes vy cisteina. Con la primera combinacidn neo
observamos precipitacio’n al adicionar cantidades variables
de clorurc de plomo de 1 a 5mM,

Una vez gque obtuvimos la nueva mezcla de ensayo, la pu -
simos a prueba con preparaciones de nicleos de placenta hu -

mana, Encontramos gue la eficiencia de sintesis in vitro de

RNA placentario era egquivalente a la de la mezcla original

(Fig 8), Por lo tanto estabamos listos para analizar el efec-

to del plomc -ahora soluble- sobre la RRA pelimerasa humana.

F. Inhibicion total por plomo de la sintesis de RNA humana
y de Escherichia coli en las mezclas de ensayo modifica
cadas.

Una vez que modificamos y probamcs el modelo experimen -
tal para cuantificar la sintesis in vitro de RNA analizamos
el efecto de concentraciones variables de cloruro de plomo
en nudcleos de placenta humana, Con 5uM disminuyd’ la sintesis

de RNA en un 50% ¥y en un 90% con 30}1!*1J con respecto al testi -
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Fig 8. Determinacion de la sintesis de RNA en la mezcla

modificada a tiempos variables de incubacion. Incubamos una
suspensio’n de nucleos en la mezcla de ensayo modificada a
tiempeos variables de incubacicn a 29°C entre 0 y 180 min.
Cuantificamos la radiactividad insoluble en TCA al 5% en ca -
da uno de 1los tubos de ensayo, Los simbolos corresponden al

promedic de tres determinaciones en un experimento,
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go no tratado. Concentraciones del catidn entre 60uM y 0.5mM
produjeron una ligera pero reproducible recuperacic;n de la

sintesis in vitro de RNA, correspondiente aproximadamente a

un 16%., Finalmente con 2,25mM €sta se inhibic completamen -

te (Fig 9),

Analizamos tambien el efecto de conceatraciones va_r—ia
bles de clorurc de plomo en la sintesis in vitroc de RNA en
extractos totales de E.coli K~-12. Como evidencia de la cali
dad experimental de nuestro trabajo sobre la RNA polimerasa
humana, porque el efecto inhibitorio del plomo sobre esta ac
tividad va estaba descrito y por lo tanto era predecible. En
contramos una clara inhibicicdn de la sintesis de RNA bacte
riano, dependiente de la dosis de cloruro de plomo. Con 40pM
la inhibicidn fue del 50%, Pero ademas con 0.5mM observamos
una ligera recuperacio’n en la sf{ntesis de RNA de aproximada -
mente un 33%. La adicidn de 2.25mM de la sal resultd en la

inhibicidn del 80% de la sintesis in vitro de RNA (Fig 9).
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Fig 9, Relacit;n de la inhibicidn de la sintesis de RNA

con respecto a la concentracidn de piomo anadido a mezclas
de ensayo modificadas. Incubamos nucleos con concentracio -
nes Adliferentes de cloruro de plomo en mezclas de ensayo don -
de sustituimos Tris 30mM y DTT 6mM por HepesS y mercaptoeta -
nol a las mlsmas concentraciones respectivamente, Después de
incubar a 29°C durante 150 min, cuantificamos la radiacti -
vidad retenida en los filtros de fibra de vidrio correspon -
diente a cada una de las diferentes concentraciones de PbCl2,
Cada s imbolo representa el promedio y la desviacion estandar
de nueve determinaciones en tres experimentos independientes

con placentas humanas (e) © nueve determinaciones con extrac -

extracto total de E. coli K 12 (o)
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V. DISCUSION

La placenta humana desempeha una funcidfn determinante
en el desarrolloc normal del o de los fetos (27), Una de sus
multiples e importantes funciones es la produccio’n de diver -
versas hormonas gue permiten la permanencia estable en el a -
tero y el desarrollo armdnico del producto, Estos 6rganos
son ideales como medelo de estudioc de diversos aspectos rela-
cionados con la biolog {a molecular de las célulae humanas
por diversas razones: i) scn de. facil obtencidn Y manejo,
1i) estan disponibles en granaes cantidadesl porgue en la ma-
voria de los heospitales hay diariamente numerosos alumbra -
mientos y estos tejidoes se desechan,6 iii) estan constituf-
dos por tejido normal y son biclogicamente activas en el mo -
mentc del parto y iv) los exper:menteos realizados con ellas
no implican vicilaciones a los cé'dig;:s morales © iegales gque
norman la conducta cientifica en el mundo, Por todas estas
razones elegimeos tales érganos para realizar dste trabaijo.

Para asequrarnos de la calidad del matezf:ial biolr.:';gico
vy de la confiabilidad de nuestros resultados colectamos ex -
clusivamente las placentars de embarazos normales y a térmi -
mino, inmediatamente después de los alumbramientos. Elegi -
mos adema’s las placentags recuperadas por operacicfn ces_afrea
obtenidas ase’ptlcamente. Elloc ncs permiticf tambien asegu-

rarncs del buen estado mcrfolc;gico del tejldo‘ gue no sufrid
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periodos demacsiado largos de hipoxia u otros incovenientes
inherentes a trabajos de parto de duracion no controlable.

El modelo experiment:’:\l gque desarrollamos en este traba-
jo se basc’ en el descrito por Lau et ai. (36). Consiste en
la cuantificacion de la sintesic de RNA en nuclecs aislados
de placenta humana , ectimada cc;fno la radiactividad pr_ecipita-;
da en TCA al 5% y retenida en filtros de fibra de vidrio des.
pue,s de incubar el material biosinte’tlcc en presencia de
1 1-UuTP:

Realizamcs e'ste trabajc con dos mezclas de ensayo dis.
tintas, con la primera estandarizamoz las condiciones de s{n~
tesis de RNA 1n vitro y con la seéunda reprodujimos cuantita-
tivamente dicha sintesi: ¥y establecimcs las condicicnes de
1nh1b1cio’n pcr pliomc de e€zta actividad, Fué necesario dise -
far esta ultima mezcla porque el plomc se precipitabaA en la
primera y ello podn’a haber invalidado las conclusiones de

LN ' .
este ultimo punto, Las diterencias fundamentales entre el

4 . .
metodo descrite por Lau et ai. (36) y la primera mezcla u -

' r
ti1lizada por ncsotros fuercn dos: 1) el usc de una fraccion
- o . X
enraguecida con nucleos aislados de cotiledones placentarios
’ . . !
en lugar de nucleos puriticados y 11) la eliminacion en la

mezcla de ensayc de forfogulnasa y fosifato de creatina, La

- 0 ., ’ -1 - .
rimera modificacicn fue 1naispensable porgue la purifica -

’ Fa Fé s - ’
cicn de nucleos regquerla ultracentritugacion en una soclucion



48

de sacarosa 2.2_11‘ que no podiamos realizar en nuestro labora -
torio, por falta de una ultracentrffuga. Como nosotros habi -
amos descrito previamente un método para obtener ndcleos me -
diante centrifugac:.o’n a baja velocidad (400 Xg), Y en dse
trabajo postulamos dicho método como una buena alternativa

a falta de facilidades demasiacio ‘costosas, decidimos emplear
ese metodo para obtener el material bioldgico que usamos
en este estudio (Fig 2). Camo en nuestro método obtenfamos
originalmente una poblacidn seleccionada de nufcleos, ¥y la
placenta hpmana tiene dos, de aspecto notablemente diferente
(Fig 3), decidimos hacer una pequefia modificacion al proto -
colo original que consistid en la centrifugacio’n de los nu’ -
cleos en sacarocsa isoto’nic-a a baja velocidad en lugar 2, 62M
{Fig 1). En la segunaa modificacio’n eliminamos de las mez -
clas de ensavyo el fosfato y la fosfoguinasa de creatina por -
gque en nuestros ensayos no encontramos diferencias significa-
tivas en la sintesis de RNA en presencia © ausencia de estos
reactivos,

Una wvez gque nos fueg posible detectar reprfoduciblemente
la sintesis in vitro de RNA en la primera mezcla, fue’ necesa-
rio encontrar las condiciones gue permitiesen la maxima in -
corporacio’n de marca radiactiva en nuestras preparaciones nu-
c:ler:u:es.J usandoB[H]-U'I‘P como precursor . Por lo gque analiza-
mos la relacion entre la sintesis in vitro de RRA y tiempos

variables de incubacion a 29°c y la dependencia de esta
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por la cantidad de nuicleos. Encontramos que dicha actividad
era dependiente del tiempo de incubacion y de la dosis, La
cual era preclecibleJ puesto gue la sintesis de RNA depende
de una actividad enzimatica., Con este analisis obtuvimos dos
ventajas eXperimentales: i) encontramos las condiciones en
las gque la incorporacicn de 3[H]-UTP a material insoluble en
TCA era suficiente para cuantificar con precisicfn y reprodu -
cibilidad la sintesis de RNA cuando determinamos el tiempo Yy
la dosis de nucleos que permitieron que ésta ocurriera con
maxima eficiencia. A los 150 min de incubacion con una can -
tidad ‘de ndcleos equivalente a 15 pg de DNA nuclear, corres -

6hicleos (3500 dpm)(Figs 4 y 5)., EL

pondiente a 1,11 x 10
RNA neosintetizado tenia una radiactividad 70 veces mayor

gque los testigos sin radioiso’topos y por lo taﬁtc considera -
mos gue nuestro mecdelo experimental ya estaba adaptado para

ana’lisis posteriores,

Una vez gque desarrcllamos &l modelo experimental, anali-
zamos el efecto del cloruro d'e plomo sobre 1la sintesis de
RNA 6 como se habia previsto, encontramos que la RNA polime -
rasa se inhibio al afiadir plomo a las mezclas de ensayo. Pe -
ro esto solo ocurric en un 60% con 1; 5mM de cloruroc de plomo.
El resto de la radiactividad no se logro’ abatir a pesar de
haber afiadido dosis del catidn notablemente grandes hasta

3mM (Fig 6), Supusimos entonces que la radiactividad, preci -

/
pitable en acido en las mezclas de sintesis tratadas con plo -
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mo podz.:{a deberse a las siguientes causas: i) una retencidn
inespecffica deB[El_]-UTE en los filtros de fibra de v:i.dric:J

ii) una posible precipitac:.o’n del cloruro de plomo en la
mezcla de ensayo S iii) una‘actividad de RNA polimerasa re -
sistente a plomo. Decidimos analizar primero.la posibilidad
de retencidn inespecifica de3[BI-UTP, Este podria ser arras-
trado por otros componentes nucleares que, como el RNA, tam -
bie€n se precipitan con el TCA: DNA | 1{pidos y protefnas, Si

esto fuese c.iertc:J la radiactividad aparecerfa retenida en

los filtros en mezclas con nucleos y cocn los componentes pa -
ra la sintesis de RNA pero sin precursores no radiactivos

de este ultimo: es decir; sin GTP CTP y ATP: com® hO encon -
tramos radiactividad en los filtros (Fig 7), descartamos un

atrapamiento inespecifico de radiactiviidad en nuestro mode-
lo experimental. Decidimos entonces explorar la posible pre -
cipitacic;n del cloruro de plomo e'n las mezclas de ensayo: No-
sotros habiamos observado que las mezclas de ensayo con con -
centraciones de cloruro de plomo mayores de 1lmM estaban lige-
ramente turbias, Esto nos sugirid una probable precipitacidn
del cation. Por ello determinamos la turbidez a 700 nm en
nuestras preparaciones y encontramos gque ésta se incrementd
sensiblemente con plomc 0.5 a 1lmM , Para asegurarnos de la po-
sible precipitacio’n del metal, analizamos el contenido de
pPlomo soluble, después de sedimentar el precipitado a 30040

Xg. Encontramos que s6lo un 5% del plomo adicionado a las
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mezclas de ensayo permanecic en forma soluble 1o que con -
firmd nuestra sospecha de que el clorurc de plomo se estaba
precipitando., El plomo precipitado, por lc tanto, podrfa es~
tar imposibilitado para interactuar con el sistema de sinte-
sis de RNA in vitro .Esto, a su vez, explicarfa la radiacti
vidad remanente en los filtros (Fig 6).

En vista de lo anterior fue necesaric modificar el mede-
lo experimental, de tal forma gue permitiese al plomc mante -
nerse soluble en la mezcla de ensayec al afadir todos lcs com.
ponentes. Ccn tal objeto sustituimos al cloruro de plomo por
otra sal mas soluble‘ el nitrato de plomo‘ pero el catidn se
segufa precipitando, Entonces decidimos identificar al o los
componentes de las mezclas de ensayo responsables de la pre -
cipi tacicn del metal, Observamos gue al excluir de los ensa-
vos el Tris y el DTT’ el plomo vya no se precipitaba. Por e o
llo decidimos sustitufr estos componentes por otros con pro .
piedades qufmicas similares pero gue no precipitasen el plo-
mo, Encontramcs que el Hepes y el mercaptoetancl eran exce -
lentes sustitutos porque no precipitaba el plomoc y 1la sinte -
sis de RNA fud equi'valente cuantitativamente a la determina-
da en la mezcla original (Fig 8). El plomo no es el dnico me-
tal gque forma precipitados con algqunos componentes de la mez-
cla de sintesis in vitro de acidos nucléicos, En el momento
de estar escribiendo esta discusidn encontramos pn trabajo

publicado por Popence y Schmaeler (32) guienes encontraron



que el Cu(lIl), otro catidn divalente 4 forma un complejo an-
soluble con Tris y mercaptoetancl, Ante esta situacion ellos
tambien sustituyeron el Tris por Hepes y omitiercon ei mer -
captoetanol, al encontrar que este no era necesario para la
estabilidad de la DNA pclimerasa humana,

Cen las modificaciones ante_s discutidas concluimos gue
esta segunda mezcla de sintesis de RNA era adecuada para es-
tudiar el erectc del cloruro de plomo scbre la actividad de
la RNA polimerasa de nucleos de placenta humana, Cuando hi -
cimos los anallsis correspoﬁdientes encontrameos una disminu-
cion equivalente al 90% con respectoc a los testigos no tra -
tados, luego una ligera recuperacid'n y finalmente una dismi-
nucion total de la actividad de la RNA polimerasa (Fig 9),
Este comportamiento de la sfntesié in vitro de KRNA frente a
cantidades variables de plomo fue reproducible. Estos resul-
tados apoyaron nuestra hipc';teSJS de gue el plomo precipitado
no estaba accesible en la mezcla original al complejo de
transcripcion, y que la inhibicidn parcial de la RNA polime —
raca humana' 1lustrada en la Fig 9 correspondia unicamente
al plomo soluble, Ccncluimos que la RNA polimerasa de placen~
ta humana es inhibible totalmente por cloruro de plome, Ana -
Jizamos el efecto del cloruro de plomo en un extracto teotal
de B, coli como testigo de la confiabilidad de nuestrc mode-
lo experimental, porque el ;afecto inhibitorio del plomo so -

bre la RNA polimeraca de esta ecpecie habia sido descrito ¥

52
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por lo tantoc los resultados eran predecibles: La disminucidn
encontrada fue mayor gque la descrita en RNA polimerasa puri -
ficada de E. coli. Lo cual podria explicarse porque la mez -
cla de reaccion usada por Hoffman y Niyogi (20) contenia
Tris, el cual pudc haber precipitado parcialmente el plomo a-
fiadido a las mezclas de s{ntesis‘ ~como ya describimos ant;es.
La actividad analizada por nosotros en E, coli presento’ el
mismo patrdn de inhibicidhn por efecto del cloruroc de plomo
que la de los nicleos de placenta huymana, pero la RNA polime -
rasa humana fue mas sensible al cloruro de plomo que la de
La ligera recuperacion en la radiactividad precipitable
con TCA en las mezclas de ensayo con nicleos de placenta po -
dr{a explicarse como una iniciacion inespecffica de sin -

tesis de RNA por efecto del plomo., Lo cual ya habia sido des

critec por Hoffman y Nivegi en 1977 (20) en la RNA polimerasa
de E. coli gue nosotros utilizamos como testigo y que mos -
tro la misma ligera recuperacio’n de incorporacic;n de la mar-
ca gue la enzima humana. Los mismos autores enccntraron gue
Pb{(II), Cd(II),Co(Il}JCu(II) y Mn(ll) estimularon la inicia -
ciohn inespecffica de la sintesis de RNA de E. goli, cuando
las sales metalicas eran afiadidas a los.ens:ayos en concen -
traciones que inhiben de un 40 a un 60% la sintesis de RNA
aepéndiente de promotores esPec{ficos en el DNA. Lo anterior

’ o
no fue encontrado con otras sales metalicas, por lo que se
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sugiere gue la iniciacio’n de la sintesis de RNA en sitios
inespecff icos podrfian explicar la actividad mutagénica que.
se le ha atribufdo a éstos metales,

Recientemente, en una mezcla de reacccion muy similar a
la nuestra, Popence y Schmaeler (32), encontraron una inhibi _
ciocn del 80-90% de 1la a‘ctividaa de DNA polimerasa humana
con un concentracion de 10}1& ;ie nitrato de plomo.

Los posibles mecanismos de inhibicion de sintesis in
vitro de RNA de placenta humana por efecto del plomo podrfan
ser: i) una interaccicn directa del metal con la RNA polime -
rasa y/o 1i) una interacccian del plomoc con DNA y/o nucles -
sidos trifosfato, La primera posibilidad es la descrita para
la mayoria .de los metales pesados. Estos se combinan reversi -
blemente con los grupos SH y cambian la conformacion tridi -
mensional activa de la enzima (38). Este mecanismo fue des -
critc por Novelo y Stirpe en 1969 (39) en RNA polimerasa de
nu’cleos airslados de hf.ga_.do de rata. Encontraron que el efec -
to inhibitorio del Hg(Il), CA(II) y Ag(I) en la enzima fue
recuperado con la adicion de cist_eina 0 mercaptoetanol en
el sistema de transcripcio’n. El efecto inhibitorio de Cd(II)
se recup'e ro solamente cuandc la concentracion de nucleoti -
dos fue tres veces mayor, Estos resultados indican gue 1la
inhibicidn por CA(II) puede ser atribuida también a la inte-
raccidn de los nucledtidos con el metal, Asimismo Popenoe y

Schmaeler en 1979 (32) encontraron dque la inhibicidn de la
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DNA polimerasa humana con Pb(II), CA(II) y Cu (II) no ocu -~
rrio cuando preincubaron las mezclas de ensayo en presencia
de EDTA o compuestos con grupos SH libres en la mezcla de en-
sayc y mostraron una cin€tica de inhibicidn no competitiva
lineal, no dependiente del DNA templete y de los deoxinucled-
sidos trifosfato. Lo anterior sugiere una interaccicn direc -
ta de e¢stos metales con la enzima, Ademas Eichhorn y Shin
(10) demostraron la interaccion de iones metalicos con aci -
dcs nucle’icos, polinucleo’tidos sinteticos y nuclecsidos tri -
fosfato. Le cual detectaron porgue la presencia de estos me -
tales: i) cambian la temperatura de fusio'nJ ii) desplazan el
punto de absorcion maxima y 1ii) cambian la conformacion es -
térica ¥y el grado de empaguetamiento de 1la molecula de DNA .
El plomc disminuye la temperatura de fusidn del DNA de la
misma forma que lo hacen otros metales. Por lo que sugirie -~
ron que estos metales podrfan inhibir la actaividad de las po-
limerasas formando un complejo gue disminuyese el sustrato e-
ftectivo (complejo de nucledsidos trifosfato), la disponibili-
dad del templete, o bien gue el complejo actuase como el in--
hibidor real,

En nuestros ensayos la actividad de RNA polimerasa huma-
na se inhibio con concentraciones de plomo 20 veces mayores
gue las gue encontramos en la sangre de cordon umbilical de
las placentas obtenidas aparentemente normales, lo cual supo-

ne un margen de seguridad relativamente extrecho, Por otro
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lado una persona expuesta cronicamente al plomo suele alcan -
zar niveles en sangre periférica de 2.5}1_M, Esta dosis de plo -
mo fue’ capaz de inhibir en un 25% la sintesis de RNA en nues -
tro sistema de ensayo. Algunos tejidos blandos suelen captar
el plomo con mayor eficiencia gue la sangre y almacenarlos

b -

por tiempos mas largos (21,625). Recientemente se ha informado

T L Loy - s, .
que los iones metalicos son mutagenicos y carcinogenicos, in-

. ’ ' LA /. f - : .
hiben la sintesis de acidos nuclelcos y disminuyen la fideli

i

dad de la replicacidn (18 , 1% y 32), 8Si la sintesis de ambos
tipos de acidos nucléicos tambien se afectase in vive con do-
sis similares a las que afectan la sintesis in vitro de RNA
la consecuenci‘a directa seria la aparicio’n de prote:fnas de -
fectuosas y/o en menor cantidad, Es posible que las personas
expuestas cronicamente al plomo sufririan transtornos en su
sistema de sintesis de RNA , como consecuencia de una inhibi -
cion generalizada de e’ste, en forma ana’loga a lo observado
por nosotros en éste trabajo, y/o como producto de la inicia-
cicn inespecffica gue se ha sugerido en RNA polimerasa de
E. coli (20) y que aparentemente tambien ocurre en los nu -
cleos de placenta humana (Fig 9). Lo anterior explicar.{a mu —
chos de los transtornos metabolicos vy fisiolégicos que apare-
cen en los casos de lntcxicaciofn. peor plomc. Los mas faciles
de explicar son los siguientes: Exaisten cuando menos cinco

fases en la sintesis del grupo hemo gue son inhibidas por

plomo., Las enzimas sensibles al plomo son hemosintetasa, ALA
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dehidratasa  ALA sintetasa‘ ferroguelatasa y coproporfibiri -
no’geno oxidasa ., De éstas enzimas se ha de mostrado experimen-
talmente gue ALA d es inhibida por interaccidn directa del
plomo con los grupos SH de la enzima (24). Sin embargo en
las otras enzimas no se ha demostrado el mecanismo inhibito -
rio del plomo, el cual pudiese sef explicado -al menos par -
cialmente- por el mecanismo aescrito anteriormente,

Los tejidos de un organismo en gestacio’n estan en repro-
ducccion Y diferenciacion muy activas y constantes, son espe-
cialmente suceptibles al efectec de un agente que inhiba la
sintesis de DNA, RNA y protefnas: Ello explicaria la apari -
c10n de mortinatos y malformaciones congéni.tas en animales
de experimentacion (40) y en el hombre (28 29). Afortunada -
mente en éste l.;ltimoJ la aparicio’n de transtornos congénitos
es relativamente baja (1.3%) a pesar de los elevados indi -
ces de personas cronicamente expuestas al metal (25), La po -
sible explicacio’n de é_sta tasa baja podr{a ser la existencia
en las celulas animales de sistemas de defensa muy efectivos
gue contrarresten los efectos toxicos del plomc y algunos o -
tros metales pesados, que tambien afectan al hombre (43 ,44).
La aparicio’n de mortinatos y malformaciones congénitas podr i-
an ser entonces el resultado de la combinacion del efecto in-
hibitorio del pl‘omo sobre la sintesis y/o funcidn de biomolé‘—_
culas (o la produccio’n defectucsa de ést.as) y el fallo de

N ’ . . 7
los sistemas autogenos de neutralizacion de tales efectos.
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Los principales; mecanismos de neutralizacic;n de los e _
fectos tdxicos de metales pesados que se han descrito hasta
ahora son los siguientes: Cuerpos de inclusidn intranuclea -
res en células de ia corteza de rifidn de ratas intoxicadas
con plomo. Se ha sugerido que la formacidn de estos cuerpos
intl:.rutnlucle'aresJ de naturaleza prote{ca, es inducido por ple -

mo Yy Ssu funcion especffica es guelar éste metal como una fun -
cion protectora en animales de expel;imentacio'n (41). Hidal -
go et al. (42) observaron'que cuando inhibian la sintesis de
RNA de higado de rata con 20pMol /Ky de cadmio, otro cation
divalente, ‘administrado intraperitonealmente, esta se recupe -
raba 11 h después. Cuando analizaron los tejidos de los ani -
males tratados, encontraron que 3 al0 h después del trata -
miento se iniciaba 1la :sfntesis de una protefna C4ABP (Cadmium
binding protein), Esta protei'na se sintetiza aparentemente
cuando la actividad de RNA polimerasa es minima. En higado y
rificn de ratones v en celulas de ovario de himster chino
(CHO) tambidn se describid otra protefna capaz de guelar me -
tales con propiedades similares a la antes descrita. Se le
llama metalotioneina (MT) (43) . Se acompleja con Cd (I1), Zn
(II), Cu(Il) o Hg(II), Estos metales inducen un incremento
en la velocidad de transcrlpcio'n del gene de la metalotionef-

L]

. < . . . ’
na I en diferentes tejidos , gue sugiere un mecanismo autoge -

3

no de detoxificacion de los tejidos por metales pesados (44),
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Conclusiones

1) Desarrollamos un metodo exXperimental para analizar
de una manera confiable el efecto del plomo en la sintesis
in vitro de RNA de placenta humana, |

2) La RNA pclimerasa humana es altamenté sensible a plo
mo e inhibible totalmente, -

3) Las concentraciones encontradas en perscnas expues =
tas cronicamente al plomo son suficientes para inhibir in vi-

tro el 25% de la sintesis de RNA de nucleos de placenta hu -
P

mana .

4) Diversos trastornos producidos en perscnas © fetos
intoxicados por plomo podrian deberse a la transcripci&n de -
fectuosa inducida por el metal y al fallo de los sistemas au-

[ Fd .
togencs especificos de defensa,

Contribuciones y perspectivas

Consideramos que uno de los logros mas importantes de
éste trabajo fue el desarrollo de un modelo experimental
gque permitid .determinar con precisid'n y reproducibilidad el
efecto del plomo sobre la sintesis in vitro de RNA de placen-
ta humana, lo cual no se habfia logradoc hasta ahora. Los re -
sultados gue cobtuvieron Popenoe y Schamaeler (32) y Hoffman
vy Nivogli (20) con diferentes mezclas de ensayc ¥ RNA polime -

. S . N s -
rasa de diferentes origenes fueron cualitativa y cuantitati -
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vamente comparables con los resultados obtenidos por neoso .
tros, Por ellc pensamos gque el modelo experimental descrito
en -este trabajo es util y suficientemente sensible y confia -
ble para analizar el efecto del plomo y de otros metales pe -
sados sobre la sintesis in vitro de RNA,

Debido a lo anterior creemos gue el modelo in vitro pa -
ra cuantificar la transcripcio'n de RNA humana gue desarrolla-
mos y la informacidn que obtuvimos en é’l} abren la posibili -
dad para analizar con detalle el mecanismec inhibitorio del
plomo en la RNA polimerasa humana, Este posible mecanismo po-
drf{a ser: i) una interaccion del plomo con la RNA polimera-
sa o ii) una interaccicn del plomo con DNA y/o nucleosidos
trifosfato, Para analizar éstas posibilidades coasideramos
necesarioc analizar la RNA polimerasa humana, ya que este tra-
bajo fud realizado en ndcleos enteros, por lo gque algunos
componentes nucleares podrfan estar interfiriendo en el ani-
lisis, Una vez realizado lo anterior tratarfamos de recupe -
rar la actividad de RNA polimerasa inhibible con plomo, con
la adicion de agentes reductores como cisteina y mercaptoe -
tanol. Lo ante‘r.ior nos indicaria si un grupo tiol estaria in
volucrado en la inhibicidn por €ste metal, ya que éste meca -
nismo se ha descrito para varios cationes divalentes entre e-
l1los plomo en DNA polimerasa humana (32) vy RNA polimerasa de
higado de rata (39), Ademas podr{amos incrementar la concen -

.
tracion de DNA o nucledsidos trifosfatados o para analizar
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la posible union del plomo con éstas estructuras,

As{ mismo consideramos gque este modelo experimental de-
sarroliado en placenta humana podr.{a utilizarse para anali -
zar el efecto de una intoxicacic;n aguda y crdnica de plomo
en la RNA polimeracsa de animales de experimentacicfn' para ob-
tener evidencias mas solidas sobre la relacicn entre los
transtornos de transcripcidn inducidos por el metal y las fa-
llas estructurales y funcionales en el sistema de sintesis
del grupo hemo y la conduccidn nerviosa.

Este trabajo abre la pcsibilidad de realizar estudios
finos de in;eraccicfn entre el metal v el mecanismo de trans-
cripcio‘fn de c€lulas humanas normales , para un mejor entendi-
miento de las consecuencias biolégicas a nivel bioqu:fmico
por exposicidn 2 metales tc;x1cos. Este problema es especial-
mente importante en nuestro Pafs. pcrgue su poblacu§n es una
de las 'que tienen el mas alto nivel de plomo en sangre  como
lo revelan estudios de la Organizacu:'n Mundial de la Salud

(45),
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