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INTRODUCCIOR

H5TRUCTURA DR TA CELULA:  La célula, como entidad aislada, se puede dividir

un conjunie

preializadas (1),

dnaloD, con
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ien ag

TANRE,
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miclenle (7)., Tr en £l nue
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les: ILa itranscripcion y la duplicacion del DNA, ambos depzndientes de calcio y

(12-19,20), 1a li-
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oy L.
seldo slutamico ¥

TOZE50,




kinzeas dependicntes de caleio (15), De agui la gran versatilidad de este

. 7
cation.
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guinico que se utiliza para la sintesis de LTP 9,30) y el transporte de calcio

al interior de la mitocondria (30-35, 35a). Por otra parie, la mitozondria po-

1a roizeidn HALE/EAD (36)

. 7 . .
12100 42 magneiio el oo
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n (53), ircremon-
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sule endopliz
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{12), Algunos de eStos dependen del potencial de membrans (12,65), mienbras

4 s N . N . .
gue oiras vias de entrada son indepsndientes de dicho potencial (12,65).

lezmente
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no sa conoce (67). Enire loc

el punto de restriccion (67) e

. ’. . cs
toras proteicos de crecimiento

4 . .
tro la precenzia de un
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21 nmecanismo de accion por medio del cual el calcio induce la entrada de la

2, s ry f ry :
celula a la fase 5 e inicia la sintesis de DN4 no se conoce., Posiblemente par-~

I

2sas dependientes de caleio, 4MFc y una
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ticipe la calmodulina, 1as protef

. A
e proweln

. . ~ e - 4 - 3
calcic, e ¥ GPe en lod nucleons de

zate (82).  Tp oun esitudic posierior,

e
L con

en un proc2so de ri-

: L7
Lor protélco no pu-

unidades de re-

cromosomas (£,487).

. . ’ - .
plicuacion, w desde el cual se

D74 en un siil




o la DHA polimerasa (67). Con respecto a ¢5to, se ha comprobado la presencia
de endonucleasas que atacan hebras dobles y sencillas de DRA (67). Algunas de

1
! 5 . P
estas dependan del caleio para su actividad (84-35).

firsccionas, Je constiruven in

una Rllaca
(29,90) ¥
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o =zn la organizacion a nivel molecu~

41 probablemente se correlacions con un car
lar, la de H2a con la condensacion de la hetasrocromatina y la de HIW ¥ H5 con la
S

s . ~ . s 4 -
condensacidn de los cromosonas (97). Dz tal nanwra cue, la fosforilacion de HI,
. ¥

43 '/ 3
*ticion posie-
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ren un papel en el movimiento de los cromosomas (101), iazia y colaboradores

demos traron lz Dresencia de unz 47Pasa dependiente de caleio asociada al apzara-
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to mitdtico (929). Iz astivida
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de rmcledtidos en el genoma (11,105-109).  Varios son los mecanismos por medio

N ‘.

de los cuales irabajan esias senales, Uno de ellos es el utilizado por las hor-

dic dz

une o varios

. con un recepior a nivel de

s - s
nor un mecanisno que todaviz no o2
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cultivo de misculo pectoral de pollo (131),  Kamungo y colaboradores han democ-

s 2 4 ‘ s ) . :
trado la fosforilacion de proteinas no histonas y su modulacion por el calcio

- - 3 . .J 3 + !
(113).  =n 2sie frabajo, el caleio estimula la fosforilacion de las proieinas

. - e . N ’ s :
no histonzs (113). famuyro posinla que 2l ecaleio, a iravss de la fozforila-
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: mucleo, nroponen un papel rerulador de
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PLANTSAMITNTO DRL PROBLZMA

Puesto que el calcio intervienz en procesos espec{ficamenie nuclearss, tales
como la sintesis de DNA (10) y mwa (11,130,131), existe la posibilidad de que el

/’ s
nucleo rzgule su propia conce

pendiente de

retoriz en la msubrani nuclear

v, &n feqmndoe lugar, de gue el

te para la sintesic de AP, como propone Lehninger (9), el transporte de acido

rannzl
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rivomueleico (119} o 1a resulacich del caleio in
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macion al problera de la existencia del transportador de caleio, szr
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rd . - / : . . . !
la sintecis de RNA a través de su interaceidn con 1a calmodulina, activacidn de
/ N s N . ’ N s N
las protein kin2sas dezpandienies de calcio por eéste complejo calcio-calmodulina,

fosforilacion de protefnas no hisiomzs

- ! : 0] - I3 . o N
sobre la sintosis de R4 en mielecs aislados de higado de rasa.
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FPROCEDIMIENTO BXPZRIMENTAL

MATERIAL:  De Rew England Nuclear se obtuvieron el calcio-45, la
glucosa (14-C), el dextran (14-C), =1 agua lritiada y el UTP (2,6~3H). Do Sig-

. . . - . R P
ma, la albwminz de hu=vo, la antimicina, la rotenonz, la marexida, el ATP, GTP,

para los experinmentos, ratas albinzs Wistar, wachos de 170 2 200 g,

’

T AT ‘= e AT ~ s - ’ .
ATSLAMINNIO DI JAICTZ0S: ara 2islar los nucleos de las celanlas que cons—

o

’s . s .
ento basico de ¥idnell y Tata (121),
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. 4
tituyen 21 higado

y 3 -~ Tz ’ . s 2 . 7
con alganas mocificaciones. Ze sacrifico 1z rata por decapiizcidn y se la

- 4 -
o el higado au

3

’ - . Y -
volumenes de asna destilada. al

1 ’ N ~ -
do se coloco sobre 0.5 vol

-~ . I -
700¢, durante 10 minutes, a 0-4 C. Wl paguete se resuspondio con 7-12 ml de sa-

caTona 50 minuioe, C-4 C, Rl precie

izvaron con un amortisvador de fosfaio de

[©]
[
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. 4 s s . VS A
Se insluyeron en Tpon 812, Se hicieron cortes grussos para microscopia oplica

. . .
y cortes finos para mi:roScopiz electronica.

- . . P . 4
LCION DE VOLUMEITES TUCLTARSS: Fara nedir la disiribucion de los

. ’ cnz .
solutos en los volumenss muclezres, Se wiilisc el procedimiento de Hunter y

. i . s ! and
Frierley (122), con algunas modificaciones. Se incubaron los miclzos (#1{cuc-

L]

tzs de 200 nl) por 5 mimitos en presenciz de lo

. P . . <!
ambiente. TraznScurride el tizmpo de incuhacion,

s P . - .
centrifucacion en nicrofuge (3 mimitos). Loz

e a-

en mi-

.7 . Ry
v vaciandolas @ un vial con 10 ml de 1

los primeros zdantes

RIJACTON

aonteniendo caleisz=45 (14 000 cpm) y soncens

. /4 . . - .
inzubandese por otros 10 minutos. Se bommron muesiras de 100 ul para contar

v
%]
O
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midid por espectroscopia (124), utilizando a la murexida como indicador. Las

longitudes de onda con las que se trabajd fueron: 540 y 507 nn,  Tos decremen-—

. N . . y st . s A
t05 en la absorbancia se calibraron por la adiclon de conceniracion=s conocidas

/
w0 a cabo

-
o

r’ : .
sintesis de

reporiado por Schiaffomti y colzbomadores (131). ®1 ense-

- e 2 2 . - ') s
L& agiclion G2 o ml de peido tri-

ocromo oxidasa se deter~

1
K
Q
Ve
-

fnzfatn

P
SDNEZANIER

. k4 . . N . -
mino por el métods de Coospersiein (127) v 1a clucosa &
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RESULTADOS

: : ’
AISLAMIBHTO DB ¥UCLZ03:  Con el fin de conocer la integridad de los nucleos

0} ’ I} 3 a 3
zulo endoplzasmico y mitocondria, se ensaya-

s

. . + 4
y el grado de contaminzeiodn vor ret

e 3 so. . Lr) Ky . 4 L. P )
ron criterios cuimices, enzimiticos y de microscopin Optica y elecironi

. Y . e 2. —rer S )
tabla I muestira los rTesulizdos obiznidos. Ias de RUM/DEL v de proe

teinas/DEA fuszon de 0,19 ¥ 0,02 ¥ 3.77 + 0.21 recpectivemente., Ta actividad

. - W, /4 N - . - . . .
de 1la citocromo oxidaza dio un valor de 19.5 F 3,1 nanomoles de ferrocianuro oxi-

PO | .
dado min  mo <de pro

/ St A 4 . -
serve un 2077 de mueleos rotos (Fig 1). Yo =3

esiruc tura

nuclzolos,
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Parimetros quinicos y enzim&ticos de

los nficleos aislzdos por el mitedo de Widnell, C.C. ¥
Tata, J.P. (115).

<nes por el mdto-
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do e Biuret (125). Citocromo exidesz en base a la

6 fceia-




TABLA I

RNA/DNA 0,19 + 0.02 0.20 = p.oz* ‘

PROTEINA/DNA ) . 3.717 + 0.21 3.74 * 0-2.-&1

CITOCROMO OXIDASA 19150 + 3.1 1.7t

GLUCOSA 6 FOSFATASA 22.80 * 0.72 22.5% -
.

1L MWidnell, C. C. and %ata, J. R. (1964). Biochem. J. 92: 313.
2 Franke, W. W. (L974). ~Pbhil, Trans. R, Soc. Lond. B268: 67.
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Figura 2. Hicrograffa elecctrinica de los nflcleos

gislados de higado de rata. 3 160 x.






Figura 3. Micrograffia electrénica de los nficleos

aislados de higado de rata. 14 260 x.
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ron muestras del sobrenadante y, posteriorinente, del extracto acido del precipi-
tado. Los datos nresentados en la tabla IT establecen que la glucosa penetra
7.07 T 0,94 ul/mg de proteina de los 7.79 T 0,76 ul/mg de protzinma de azma total
que existe eon el precipitado. W1 de xb-an, de reoo molecular enire 60 000 ¥

90 000, yenetrz seolamenie 4.74 3 0.64 ul/ﬁ' de proteina del agua itotal bajo eo-
tas condiciones,  ¥n =ambio, el valor obienido nira el caleio, 340 F 29 ul/ng
de proteina, es demstiado 2lio, %oto siesnifica gue la distribucicn del ecalcio
la membrana nuclear

en los espacios

al calcio, como su Tijacion a lag

estme tures micleares,

que el ras-

arua jnper-

reable a a8 ; AT & in v el resto al

micleoplasma, entonces, bzjo nuesiras

mwelear, toszda como unided, esS permeab
cluzosa.

FIJACION D3 CALCIO 4 USLE0S: % pesar de gue 21 estudic de parmeabilidad

de la membranz nava indizado acleculas pequefias
PR s : N 4 4
taleg como la cluuofz, el eztudio de la fijacidn do saleic 2 nizleos szrufa sien-

en el no .100, LTATBDOTLE
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6n de los solutos marca-

e

TABLA II. Distribuc

dos en los espacios nucleares.

Se incubaren los nfcleos (alicuctas de 200 ul)

por 5 minuteos en un medio de sacavosa 0.25M, Tris-§

res 2mM, pd 7.4, ImM RNgCl,. Agua tritiada y 14C-gluco
2
i se incluyeron zn el radio

se




“TABLA II.

EXPERIMENTAL ul/mg de proteina
s H?O 7.79 4+ 0.76
n Permeable a la glucosa ' 7.07 + 0.94
c Permenble al dextrén h.74 + 0.64
\
D Permeahle al calcio 340.10 + 28.99

CALCULADO

b Agua intranuclear (A-C) 3.05
T Impermeable a la glucosa {(R-R) . 0.72 (23.6%)
G Agua intranuclear

permeable a la glucosa (F-T) 2.33 (76.4%)
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trar sitios de alta afinidad para el calcio. La presencia de dstos sitios en
el nﬁEleo Sugerirfa la existencia de proteinas recepioras de calcio relaciona=-
das con el efecto de dste cation sobre la sintesis de RNA y DNA. Para eStu--
diar la fijacidn de calcio a nﬁcleos, se incubaron en pressncia de caleic-45 y
concentraciones crecientes de calcic {rio durante 10 minutos y se separaron por

medio de centrifugaci idn.  Puesto que el objetivo era danostrar sitios ce alta
afinidad, el rango de concentraciones de caleio varic desde 2,5 nznomoles/mg de
protelna, hasta 100 nanomoles/ms de protefna. o se estudiaron conceniraciones
nas altas que gsta ultima.

Como puede verse en la figura 4, la f;gac1on de calcic a micleos fuf lineal,

pare todas las condiciones, hasta los 60 nznomoles de calclo/ng de proteina. Por

s -

: .’ Ry = ’
arriba de esta concentracion, se pierde la linzaridad, Incubando a los mueleos

. / 3+
~en autencia de tris~hepec y disminmuyendo &l minimo la

(0.16 mf ¥pll ), 52 1leva a cabo 1a nas alta fijacidn de calcio (Fig 4).
se aumenta la concenﬁrﬁcién de tris-hepes hasta 2 m¥, Se inhibe un poco la fija-
cion de calcio (Fig 4). Hay que tomar en concideracion gue el iris es un ca-

tio%, Yy que por ianto, puede compaiir con 21 caleie por los sities de fijacion.

. 4 » . /
Si wdemas de incremezniar la conceniracion

s - : ! : .
sio (Mgl 12, concentracion final de 1 mv),

’

PR i d : R .
ze innibe todaviz mis (Fig 4). 11 poiasie, 2

1lcio cuande se inzudsron en aufencia de inhibido-

incubaron en presencia de ellos (Fig
4).

. . s . 1
zre hallar la alinidad de los nucleos por el caleio y 1z cartidad de los

en crde unz e lac condiciones experimen-
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Figura 4.~ Gr&fica de fijacidn de calcio a nicleos

en funcibn del calcio agregado al medio de incubacidn,

Se incubaron los nGcleos con calcio-45 (14 000 cpm/
tubo de microfuwa) v difcventes concentracicnes de calcio
frio durante 10 minutos, a temperatura ambicnte. Se toma-
ron muestras de 100 ul, por duplicade, para conuco de radiac
tividad. Al finalizar el tiempo de incubacidn, se contvifu-
garon en microfuga, durante 3 miputos. Alicuotas de 100 ul
del sobrenadante se utilizavron para contar radiactividad.

O Prinmero re dejeron los ntGcleos en presencia de sa-

.y

carosa 0.25M, Tris-Uoros 2o, pH 7.4, Lidd MoCl 5 zptimicina

(1 vg/mg prot) y rotencna (1 ug/reg prot) por 2 minutes.  fa

centrifugaron a 700 x g, 5', $-4°C y se vaosurpondieron con
sacerora 0.238, 7 SEovas e, dmd MaCl,. nao ose

CF SRS S U ICHES S SRS r Sl LEe E8-
tenona (1oag/ue proet), an Lot 0. 1émN
s
4@ £ o. 25K,

rot), y roterona (1 ug/mg

prot) por 2 ninutes. Se centvifvearon a 700 x g, 5', 0-4°C

y se resuspendiecon con sacarosa 0.25M, Imd MgClz. Luego

TN con o

P
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medio de sacarosa 0.25M, Tris-Hepes 2mM, pH 7.4, 1mM MgCl,,
rotenona (1 ug/mg prot) y antimicina (1 ug/mg prot). Se

centrifugarcn a 700 x g, 5', 0-4°C y se resuspendieron e¢n

una solucidn de sacavosa 0.254, Tris-Bepes 2mM, pH 7.4, hﬁd
HgCl,. Tuego se preincubacon en sacarosa 0.25M, Tris-lepes
2mM, pH 7.4, ImM MgCl,, antimicina (1 ug/mg prot), rotencna
(1 ug/mg prot), por 2 minutos y se prosiguid con la incuba-
cibn. M Primero se Gejaron los nficleos en prescncia de €a

carcsa 0.25M, Tris-iepes 2md, L MgCl por 2 minutos. Se

2[
centrifugaron a 700 x g, 5', 0-4°C y se vesuspendieron an

sacarosa 0.254, Tris-lepes 2mM,pHd 7.4, LM Mgclz. Posta--
riormente se preincuberon en el mismo medio, por 2 minutos
y se continud con la incubacitn. 1 Frimaro se dejaron les

niclsos en prosenci aroca 0.25M, Tris-ioepes 2, pH

a
7.4, LimM MgCl, wox 2 minuvtos., Se centrifugaven a 700 x g,

con KC1




o
Wil

.

CMLCIOU

40

"

ol

0.16m 3gCL,

0.0 MpClL, +

inhibidores

Oi6m MpCl, + 20N Tris +

inhibidores

Tl MpCl, + 2uM iris
2

Tadd MpCL, + M Tris +

inhibidoi‘es

Tl vpClL, + 2 Tvls +

12,500 KEL

50 100

CALCIO ANADIDO (nmoles/wy protefina)
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: . 1oL s -
tales, los datos fueron amalizados por medio de un analisis de Scatchard (129).
z 2 . . s s
Sn tdrminos generales (Fig 5-10), la grafica de Scatchard da trazos linsales, in-
dicando que los receptores para el calcio son iddnticos y se comportan indepen-
< - . . . - e a4
dientemenie unos de otros. Sn secundo lugar, las constznies de disociacion para

todos ellos son altas, desduciendoze ur de baja afinidad (Fig 5-10

TNy 7 . L .~ . .
tabla I11). Ia Tijacion de calcic a esios probablunente esid diia por
J T
. A . ~ . . N
la interaccion €el calcio con los fos! de memtranz nuclear y con los
y
rupos fosfalo de la moldenla del A nsto, al parecer, demusstirz la
? 2 ]

ausenciz de 2itios de aliz alinidad parz el calcio, o bien la incapaciiad de la
metodologia utilizada para descubrirlos {123). FEn iercer lurar, sobre el esiu-
dio de estos sitios de baja afinidad, se observa la accion competidora del tris,

aumentando la . de 274 w! a 294 w¥, sin alterar o1 total de sition de fijacion
d - r

(Fic € v 7 7 tadla 111} v dsl poiasio, que incremenia la I, de 236 w0 oz 328 uM
(Fig 8 ¥y 10 y tabla II1). TUrn efecto inicresznie cs el del maonesioc. w1 mag-
to-

nesio no altera 1a K, (274 w¥ a 236 uM), vero ={ el total de loz zivioc recep

res/mg de prateina (13,5 nanomolas de :alcio,/mg de proteinz a OF nanomoles de cal-

N /
2s5te [enome-

o
<
o3

cio/ms de proteina), (¥ig 6 y 8 y tabla II1I), Una

/ N - e .
no seria el de postular un eflecto estabilizador del m

estructura se mantiene y los siiios de fijacion diazmi

TIT). La causa de




Figura 5. Gréfica de Scatchard para la fijacitn

‘de calcio a nfcleos.

Se preincubaron los nGcleos en un redio de sacarosa
0.25M, 1mM MgC12 por des minutos. Se centrifugaron a 700 x|

g)SB 4°C y ce

cubaron en una soluciin 3de sacarusa 0.25M,

de 0.16 ¥, por deos minutes.

4
frfo y se inpcuvkaron duranvte 10 minules, a

niente, Se tomaron nuestroas de 100 ul para
tividad total., A los GNn Micro-
tres ninuvteos, tomfine del

nadante, cue se utilizzron para conter radicctividad., Los

puntes experinmentales reprosentan la wedia de tres erperi-



r = 0,986
l(1 = 214 wM
P ¢ [ - o
sitios = 135 mmoles de Ca  /mg proteina

0.5 |

0.4 s L . N .
10 20 30 40

CGALGCTO UNIDO (mmoles/mg proteina)
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Figura 6. Gréfica de Scatchard para la fijacitén
de calcio a nficleos. Efecto de la Rotenopa y Antimicina
sobre la fijacidn.

Se preincubaron los nGcleos en un medio de sacaro-
sa 0.25M, 1mM MgClz, Intimicina (1 ug/mg Prot.) y Rotenona
{1 wg/mg Prot) y 0,16 m cc
trifugaron a 700 x g , 5°Y,

, por des minutos. S

fC y se resusy

sacarosa 0,25, NaCl Se preincuvLavcn en una solucidn

Ge 500 ul a

tubd) v difcronts

frio y =e incubharon durznite 10 minutos, ampien

te. Se tomaron muostres Je 100 vl para clivi
dad total. A los 10 minutos se centrifugzron cn microfusa,

se utilize-

3 minutes. Alicucias de 100 ul de
: rimantales re-

e
s

ron farva oonvar raGisciivid:

i—
)

nedia 8




elnal)

(nmoles/rg prot

B2

UNIDO/LY

0.3

T

K\d

51108

=

-0.988
214 u
. 4
176 nmoles de Ca  /mg protefna

10

20

30

CALCIO UNIDO (nmoles/mg protefna)




= -0,988
Kd = 214 Ul

0.5 - sitios = 116 mwwoles de CuM/x.ag proteina
[
0.4 ‘
0.3 : '
10 20 30

CALCIO UNIDO (ninoles/mg proteina)




3

Figura 7. Grdfica de Scatchard para la fijaciSn
de calcio de nficlens. Efecto del Tris sobre la fijacidn
de calcio. ‘

Se preincubaron los nficleos en prescncia de sacaro-
sa 0.25M, Tris-lepes 2nM, pH 7.4, 1n¥ MgC12, Zntimicina

ot.}, Y Retenona (1 ug/img Frot.) por Cos minatos.

carcn @ 700 x g 5', 0~4°Cy se vesuspendieron con

x Se pre-

=H
Trot.)

y 0.16 M MoCl, por des minuteos. S2 reprartieron zlicuotas

de 300 ul a tubes de microfuga con caloic 45 (14 000 um/ -

tuko) v diferesntes concentraciocnes de calcio frfo v se incu

baron & 2 10 rirutos a % . EGe toma-

ron nuestras de 100 nte Tadiactividad total.

A lcos 10 ninutoes co crofufs, tres minutos.

Alfcuctzas

se wtilizaren para con

F R

tary radiz talas sentan




)

protefna

les/mg

T = -0,972
Ky = 296 wM
«

. fs
sitios = 128 mroles de Ca  /mg proteina

0.4 | .

0.35

0.3 .
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Figura 8. Gréfica de Scatchard para la fijacidn
de calcio a nficleos. Efecto del magnesio sobre la fija-

cidén e calcio.
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FPigura 9. Gréfica de Scatchard para la fijacibn de
calcio a nficleos. Efecto dec la Rotenona y antimicina sobre

la fijacién de calcio.
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Figura 10. Gr&fica de Scatchard para la fijacidn
de calcio a nficleos. Efecto del potasio sobre la fija-

cién de calcio.

Se preincubaron los n@cleos en presencia de saca-
rosa 0.25M, Tris-Fepes 2nM, vH 7.4, 1mM MgC12 por dos mi-
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TABLA III. Resumen de las constantes de diso-
ciacidn y las capacidades totales de fijscibn. Las con~
diciones euperimentales se describen en la fig. 4. Las
unidades de las Kd se dan en uM. La cepecidad total de

celcic/wg nroteina.

fijzciln ze mide en




TABLA III

CAPACIDAD TUTAL DE FIJACION

d

“CONDICION EXPERIMENTAL uM - nmoles/mg de proteina.
0.16 i M(_[Clz 214 135
0,16 mM MyCl, + inhibidr)res‘} 214 lle
0.16 mM MgClL, -+ 2 M Tris i
+ inhibidore§. | 296 128

I

H

|

|

‘i
1 mM MgCl.) -2 M Yiris l 272 77
1L omM ML")C]? + 2 W Iris
+_inhibiddres 296 70
1 mM MgCl, + 2 m¥4 Tris
$12.5 mM KCL 328 58
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TRANSPORTE DE CALCIO POR NUCLEOS: Como se puede observar en la figura 4,
los micleos fijaron mas calcio cuando Se incubaron en ausencia de inhibidores
de la cadena respiratoria que cuando se incubaron en presencia de ellos, Esto
daba lugar a la posibilidad de que los nﬁcleos pudieran transportar calcio.
Para averiguar si los micleos trans sportaban calcio, Se incubaron en un medio
de sacarosa 0.25 M, tris-hspes 2 uh pH 7.4, 1 @i de HgCl2, 100 wf de murexida,
0.4 ni% de ATP 2 temperatura ambiente y se midié el transvorte de calcio espacir
fotometricamente (124).  Como puede verse en la fizura 11, 105 micleos no trang
portaron caleio cuando se enreizaron con 4TP,
EFECTO DEL CALCIO Y LA CALMONJLINA SOBRE Li SINTESIS D2 RNA:  Con el obje-
tivo de estudiar el efecto del calecio Sobre la cinstica ae la sintesis de HWA,

se incubaron loS mucleos en presencia de 1.25 mY EGTA o 0.125 mH CaCl, por

tiempos variables. Como se muesira en la fimura 12, la velocidad inicial de

2 . - . ) - : -
sintesis de RWA fue menor en presencia de calcio gue en preserncia de 3GTA, In-

t1

> -~ 3 - . !
cubacionzs por tiempos m ¢ largos no fueron estudiados debido ia reaccion

sy
fl=}
=
@

: 3 PR y: 5 < « g
de incorporacion del UPP("E) no depende unicamentie de la inicizcion de la sinte-

. . . . . o .
sis de AN4, sino tambien de la elongacion de la cadena {131). ¥1 calcio tam-

bien dismimye la incorporacion miximz de UTP(BH) (ver fig 12 y tadla IV),
. . 3 .. . - . s ’
sugiriendo un d=zscenso en el numsro total de sitios aclivos de iniciacion de
U, . - R R
sintesis de RTA. Fuesto gue el caleio particiva en una gran veriedad de pro-

cesos a través dz su union con la calmodulina (13-15), ss estudic tambien el
efecto ds etz proieins sohre la inhibicion de 1a siniesiz de R4 mediada por
calcio. Nos tipos de experimenios fueron hechos. 'En uno de e¢llos, la calmo~
dulina estuvo mpresenis en la mezela de inculacicon.  Zn el otre, e hizo uso
de lz clorpromzzing, un inkibidor esncci{fico de los procesos deperdisnies de

) . - 3 s Py Py )
calmodulina (2€).  Come Se mussirz en lz izblz IV, la inhibicion de la sinte-
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Figura 11: Transporte de calcio Dor nficleos :
aislados de higado de rata. v g
Los nfclaos fueron colocados en un medic de £aca
rosa 0.25M, Tris-lepes 2aM (pH 7.4), LmM MgClz, 0.4 mM
ATP, 100 ul murexida, a una concentracidn de 15 mg de pro
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de incubacidn zlfcuota2s de una solucién
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Tabla IV, Efecto de los lones de calcio Yy la calmodulina
sobre la sintesis de RNA en nficleos aislados
de higado de rata.

Sintesis de RNA

Condiciones de Incubacidn $ actividad

1. EGTA 100

2. ca™t 62.9
++

3. Ca ' m&s Calmodulina 61.2

4, catt m&s Calmodulina- m&s Clorpromacina 63.1

Los nucleos fueron incubados por 20 minutos en presencia de:
1.~ 1.25 mM EGTA,
2.~ 0,125 mM CaClz,
3.~ 0.125 mM CaCl, m&s 1 uM calmodulina,
4,- 0,125 mM CaCl2 m8s 1 uM calmodulina mis 0.25 mM clorpromacina.
La sintesis de RNA se midi6 como se describe en Procedimien-~
to Ixperimental. Los resultados son la media de tres experimen-

tos independientes.



Figura 12, Efecto del calcio sobre la sintesis de RNA.

Se incubaron los nucleos en presencia de 1.25 mM EGTA
(4) 6 0.125 mM CaCl, (@) por diferentes tiempos. La sinte-
sis de RNA se midif como se describe en Procedimiento Experi-
mental. EL valor del tiempo ceroc se sustrajo de los demds va
lores. Los resultados son la media de tres experimentos rea-
lizados en diferentes dfias.
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Figura 13. Efecto de la calmodulina sobre la sinte-
sis de RNA.

Se incubaron los nucleos por 20 minutos en presencia
de 5 uM CaCl2 y diferentes concentraciones de calmodulina.
La sintesis de RNA fué medida como se describif, Los re-
sultados son la media de dos experimentos separados.
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‘sis de RNA por calcio no fue alferada por la presencia de la calmodulina o la
clorpromazina, La concentracion de calmodulina se varid desde 0 a 10 ulf sin
un efecto detectable sobre la inhibicion mediada por calcio (Pig 13).

EFZCTO DI DIFCREINTES CONCEHIRACIONSS DX CALCIO SOBRT LA SINTZSIS DE RMA:
La sintesis de RYA se estudid incubando los nﬂcleos en presencia de diferentes
concentraciones de caleio, Como se muestra en la figura 14, el calcio inhibe
la siniesis de R4 en dos rangos de concentracién, el menor entre 0-10 uM, ¥

el mis alto por arriba de los 0,5 mM.




Figura 14. Efecto de diferentes concentraciones de
calcio sobre la sintesis de RNA.

Se incubaron los nucleos por 20 minutos en presencia
‘de diferentes concentraciones de calcio, La sintesis de
RNA se ensay6®como se describe en Procedimiento Experimen
tal. El valor miximo de sintesis de RNA se obtuvo incu-
bando a los nficleos en presencla de 1.25 mM EGTA. Los re

sultados son la media de tres experimentos.
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DISCUSION

Por criterios qu{micos y enzimiticos, se demostro 1a pureza de los micleos
(tabla 1). o' hubo difereﬂcias significativas entre mesiros resultados y los
reportados en la literaimra (tabla 1),

%1 estudio de microscopia obtica ¥ electronica mosire la integridad de los
micleos (Fig 1,2 y 3). Estos, al estudio de microscopia electrdnica, presente-
Ton uno o varios nucleolos, una dodble membrana con su espacio parimuclear, algu-
nos poros y el micleoplasma con la crom2tina en su interior (Tig 1y 2). Ten-
samos que era importanie comprobazr antes la integridad de los micleos ¥ su pure-
za para 1os estudios subsiguientes, como eran lz distribncion de los solutos mar-
cados en los volumenes nueleares, la fijacidn y 21 transporie de calcio por do-
tos organszlos y la sintesis de RWA.

- R - ‘ )
Tajo muestras condiciones experimenizles, 2.3% ul/ms de proteinz (76.4%)

del agua nuclear es pormeable a la glucosa, y el resto (0,72 ui/me de proteina
23,6%5) es impermeable a ella (tabla II). 3Ssio da lugar & dos volumenes rm=
i se acepta gque el agua impermeable & 1z glucosz mide el espacio o
cisterna perimuclear, entonces el resto (2.33 ul/ag de proteins) corresponde al
mcleopiasma. Imego pues, la membrana nuclear, tomada como unidad funcional,

- ! .
es permeable a psguenas moleculas tales como lz glucosa e imnermeable a grande

N 4 - . N . ’ o~ .
moléeulas, como el davirdn, Indirectmmente, ecvo simifiece gue la membrana mi-
> ’ &

clear es parmeable a2l calcio bzjo nuesirac condiciores experimontales, Estos

datos de permezbilidad de la membrana miclezar confirman los ostudios llevados a

cazbo por Horowitz y colzboradores (135). Por oira parie, la 4i stribucion del

&

calcio en les ecoecios rmclesres se complisz debido a que hay esiructuras mu-

dos de meavrana y grupos fosfato del DNA y
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RNA. Y es esta la causa de los 340 ul/mg de protefna chtenidos para el caleio

en el estudio de distribucioh de solutos en los voldmenes mcleares (tabla II).
Al estudio de fija.cio’n de calcioipor los micleos se hallo que: 1,- Ias

grafficas de Scatchard dan trazos lineales, indicando que los recepiores para

el caleio son identicos y se comporian en forna independiente unos de otros

(Fig 5-10); 2.~ Bstos recepiores son sitios de baja afinidad (tabla III);

=)

3=~ Bl tris y el poiasio compiten con el calcio por estos sitios de baja afini-

dad {tabla ITI), ILa sen~ibilidad del ecaleio {ijado al iris y al potesio sugie-

= an ) ~r o . - £ -
que los sitios de fijacion son los srupos polares de los fosfolipidos de mem~

brana y los grupos polares del DMA y BN (123)s 4.~ Tl magnesio alierz el mu~

y

L

~ cas o s PR . tnm s ! -~
mero de sitios de baja afinidad ({abla IIT). Une posible explicacion a esie

‘ . Cys .
fenouweno se obesa en el pzpel estabilizador del magnesio sobre la estructura nu-

sitioz de alta afinidad. Fin embarpo, eC-

tos sitios de alta afinidad para el calcio existen en el nucleo., Martonosi y

colaboradores, utilizando otre disefo ewperimental, damuesirae la presencia de
sitios de alta afinidad para el calcio en micleos de higado de rata (134);

6.~ La posibilidad de transporie de caleio por los nucleos nue se deriva de la
figura 4, donde se observa la disminucidn de la ;"ij_ar:io’n de calcio en presencia
de rotenonz y antimicina, no se pude demosirar an 2l estudio de iransporte de
caleio (fig 1),

Por otra parte, en esie irabajo nosotros hemes demo:trado una accich inhi~
bitoria del calcio sobra 1a cintssic de R¥A. 52 debe menciona 2Ty, Sin ambargo,
que estos resulizdos estan en desacnerdo con alsunos repories (11,130,131), en
los cuales el efecto opuesto ha cido deserito. Zn este itrabajo, nosotros he-

/ N - . N . 4
mos usado mizleos aislades, cn lusar de rebanades (17), o cultivo de celulas

(130,131).  1las

delos experimentales pueden explicar, en



b2

parte, el desacuerdo de los resultados, Ia aceion activadora del calcio en re-
banadas o cultivo de celulas puede ser un fenomeno mds complejo que la simple in
teraceidn del ion con alguna proteina muclear, como ha sido propuesto por Marto-
nosi y cole (134).

La concentracion ce calcic en el citosol y probablemente en el mucleosol,
es 1w o menos {21). Como se musstra en la figura 14, un primer rango de inhi
bicion aparece usando concentraciones de caleio dentro de dste mismo orden de

X A ST . .
maznitud. Estos datos sugizren que la accion imhibitoria del ealcio sobre la

o

.

sintesis de FNA puede ser significativa in vivo.

Fuesto que el calcio activa una gran variedad de procesos a traves de la
formacion de un complejo con la calmodulina (13-15), nosolros tambien estudizmos
la influencia de ecta protefns y del imbibidor de los procesos dependientes de

calmodulinz, la clornromasing (2£) Los retultzdes obienides muestiran que el

efecto del caleic Tue

niesis de RN4 producida por 2ltas con=-

. P -
Con respecto a2 la inhibicion de la s

- L . .
reporsado gue el dano hepatico producido por la

centraciones de calcio, se ha
falidina depsnde de la presencia de calcio en el medio (135), Por tanto, es po=
§
. cosav st - . fa
sible gue la inhibicicn de la sintesis de RNA a altas concentracionzs de calcio

4 s - /.
Sea uno de los eventos involucrados en el proceso del dano hepatico por agenties
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CONCLUSION

Bajo nuesiras condiciones experimentales, los nﬁcleos Son parmeables a mo-
1dculas pequefias tales como la glucosa, e impermeables a moleculas grandes como
el dextran (E1 = 60 000 a 90 000). Posiblemente, auncue la idenica no lo detec
te, el micleo es permeable al calcio., Rotos resultados concuerdan con los de
la litevatura (133). Por tanto, concluimos que la concentracion de calcio en
el micleo eS un reflejo de la concentracion de calcio en sl citoplasma,

Por otra pzrie, en este estudio no demosiramos la presencia de sitios de al-
ta afinidad para el calcio en micleo celular, L,a causa de esto se dete a la li-

=] 3

: ! 4 N im e 3 -~ .
mitacion de la tecnica utilizada (123). Reed y col. sugieren que aciualmente no

[N
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existe metodolog ates, con la suficienie rrecision, de las
< ’ ’

concentraciones de calcio unido y calcio libre 2 los bajisimos valores regueri-

dos para tales experimsnios (123).  Gin em

zando otro disefo erperine

. / -
dad en 21 micleo (134). ©n ecte ari

arionosi disente 12 posibilidad de

’ . . R} - ~ i
que és5tas proteinas gue fijan calcio con 2ltz afinidad, tensan un pepel en la
sintesis de R4 (i34). |
. : . : r -
Finalmente, en este trabajo demecstramos que el calcio inhibe la sintesis de

-t N s .
RN4 en micleos aislados de higado de rata, y gue este efecto del calcio es inde—

pendiente de la calmodulinz.,
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calcium were not confirmed by our study, wich has show instead that calcium
inhibits RNA synthesis and that this effect (again unlike previous hypothesis) is

not dependent on calmodulin,

2. Material and Methods

3
2.1 HMaterial: (2,6- H)UTP was obtained from Kew England Nuclear. - ATP, GTP, UTP,
CrP, albumin, calmodulin and chlorpromazine were from Sigma. All other reagents were
of analytical grade.

2.2 1Isclation of nuclei: The liver were obtained from male ¥

PNA synthesis ware ¢

3 . .
CTF znd 0.05 mk ( HIUTP? (C.65 Ci/mmel) in & volum

of 0.2 ml. The nixturs was incubated for10 min at 379C. The reaction was stoppet Dy




the initial rate of the RMA synthesis was lower in the prescnce of calcium than in
the presence of EGTA. Incubation for times longer than 20 min were not studied

! . 3 . . 3 s » ] . s
bacause ( H)UTP incorporation rcaction is not involved in the initiation of RNA

synthesis but only during chain elongation (17). Calcium also dimin

3 3 = 3 -
incorporarion of ( HMTP (see Fig 1 znd Tzble I),

number of active initiation sitec. Since caled
processes through its compleming to calmodul]

influence of this protein on the inhibitvion of X

inceration

sent well documentzd (1-5, &), whilst

"y

- on RNL cynthecgis. It should be




1

activating action of caicium in slices or cell cultures could be a more complex
phenomena than the simple.interaction of the ion with some nuclear proteins, &s had
been proposed by Martonosi (11, 20).

The calcium concentration in the cytosol and probably in the nucleosol, is 1 y¥4

or lewzr (21). As shown in figure 3, a

calcium concentrations within the szme order of magnitude. These datad suggest that

the inhibitory action of calcium on the RNA

Therefcre its p

icgical sig

s at high calcium
concentrations could be one of the events involved in the process of hepatic damage

by texic




Figure 1.

Effect of calcium on the RNA synthesis.

Huclei vere incubated in presence of 1.

dirferent times. The synthesis of RNA
Yethods. The zero time value obtained

Rzsults ere the mean of three separate

m4 CaCl, (0) for
under Material and
other values,

25 mM4 EGTA (&) or 0.125
was assayed as described
was substracted from the
axperivents.,

RNA synthesis,
incukzted 20 in presence of 5 uM CaClp end different
concentreticng of calmodulin, The synthesis of RNL was essayed as Gescribed.
Results zre the mran of iwc sgparate b
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Table I. = The effect of calcium ions and calmodulin on RNA
synthesis in isolated nuclei from rat liver cells.

RNA synthzsis

Incubation conditions % activity

1. BCTA 100
2

2. ca’t 62.9
24 .

3.  Ca"" plus cazlmodulin 61.2
24 s e s N .

&, Ca™ plus celpmodulin plus chiorpromazine €3.1

i 20 min In presence o%: 1.- 1,28 mM ECTA,

z L1258 mM CaClz plus 1 pul calmodul

L ip plus 0.23 m¥ ch

B A

T

10%3

nx

!/ mg prote
[
)
.

RNA synthesis

Ltepm

TUAE  {min)
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