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I INTRODliCCIO~ i 

V CO!lCLUSlON ~3 



mrRODUCCION 

eJSTRUC'l'Ui1A D"J LA CSWLA: La cél\lla 1 como entid?.d aislad?., se puede dividir 

en tlo~ cornpartimi:;ntos, el n'Jclr;ar y el citop12:~~r:"iÍ<JO (1). 

I 
rjel nv~lS'O ce bí:ill:"!.11 ad.~1e:rid::>S ;.~i"r1oso:~iJ.S (!L:.r: y .. .:~-<L:n ~-:i n~.!·.'~,·~7::_r E.!':'1ie{;.;~s ;v 7.:ran::.-

nuc:.i:a.::- (5, 7). 

e:. 
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lcls: La tnnscripcio'n y la. duplicr<cio'n del ])NA, ambos dep~ndientes de calcio Y 

r::s (1~·-1~). 

' " :(:!: ~:é-~'l:;ie: ( .. ¡~' ~~,,?/1 ), ce;: 1.::.:-. ;:.:-~r,:~>-i C:·: 1Ct: 1:-
1 

(~~). 

, . 
c3·¡;:>3 lon::s 

. . 
, .... :;... !'e;..'.:, ~-- ~::.:-;:,:: 
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ki:i::.s~s dop2ndient.cs de calcio (15). De aqui la eran versatilidad de este 

catio'n. 

"tic2. 

y la otra e::t~rn~. 

·- ·~ ! ... ·~· .. --· · . .. : . ,,-,, 

' 

-· .-.,.- - ,,. ..... . '. ..... 
\ .... - ~ --'··-

~.:.:-: ~ ~·-· 

Fuesto que el c'!lcio llev2. a cabo pa-

:ss en b. 

·-~· €: l 12.Y .. !iE'·-

;.. 
i 
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qu.{1.iico que se utiliza· p~ra la sínt~sis de .i:.TP (9,30) y el trar;Gl)Orte C~ calc.io 

al inL•arior de la mitocon:lria (50-35 1 )53), 

t.riz mi t0c:ond rial (·'tí). 

:>odio 5::i:·~ ( 41) • 

. ' r ¡. 

Por otra p::1..:rte, la !:'li toJo:v:lria po-

As! pu~s, se c:ca 
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!'.'":ice (; ?-1:9). 

, . 
E. ~:.:·;~·:!'.~· :_; ,:-.:.-~ pne-

(53). 

I 
?~.n?.l!!t?n-:-::-. ~-(.l·::.c (:l ~?..1cio que entr2 c. la c2-

, 
·..:.e ~::;.1..,!:: c. ~~.ion 
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(12). Alcunos de éstos dependen del potencial de rr.er:1brana. (12,65), r.if:ntras 

que otras vfas de entmda. son indep2n1ientcs de dicho potcnciü ( 12 ,65). 

, 
2. :_ :";:~·:.;:;;:: 

..,\,., .. ·-· 
~,_ _ ... ~ ·- .. 

':1.Findo nn!l c~lula .lle_:;~ a la fas~ G1 t se onc:u~nt!·a an~e 

. , 
C:.C!~lOn 
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no se conoce (67), :Snt1~e los fact.0Z-"1;s q_ue influ~_:en p;!.ra. ciue una célula cruce 

el punto de restricció'n ( 67) e ini.cie la 3Íntesis de nr: .. \, ¡;.~ en:;ur:ntran los f;-..,(!-

(?l ~alcio. 

:no (10), 

. ~·. \ 

cio ( 76). 

(76). 

célula a la fa::;e S C9i c~iclo ni t.Ótica (77). 
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31 1"ecanismo de accio'n por medio del cual el calcio induce la entrada de la 

c~lula a la fase S e inicia. la sfnt<:sis de DNA no se conoce, Posiblemente par-

ticipe la cal1"!;odulin:i, las prvteín kin~sa:; <l1?p·2ndienLi:s d~ calcio, .. l.J.~.?c ·:l una 

.:;,:.-

e :n:. 
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o la DNA polimr:rasa (67), Con respecto a r/sto, ne ha. comprobado la presencia 

de endonucleasas que atacan he"ora.s dobles y c.endllas de DJ:A (67), Algunas de 

b~s c!.ireccior:·:;.;. 

s;:i,9r,97). 

1 :;. 

se-



10 

~1 probr .. ble::ient~ se correlaci.one con un c~ibio on la or~7a.ni::aciÓn u nivél molecu-

la!' 1 la de H2a con la condensación de lci heterocro:n'2. tinci y la de H\; y H) con la 

conden::?.ció'n de los c:ro:no;~o;:i.J.s (97). De tal ::::s..n~r:::.. c~u~, la fosforil::tcic~n d~ H1.u .., 

e) ··.-¡,~: '·. , 

c~lul?- a G2 (._:;), 
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ren un p:>pel en el inovirniento de los cromosomas (101). i·:azia y colaboradores 

demo$ tra.ron la presen::ia de un~ ATP.:.sa dependiente de calcio aso'.'.!iada. al ? .. p?-ra-

to nit6tico (99). La actividad de ~st~ enzina. c::.~cce r:mcho durant0 la mitosis 

en ciertos tipos c!lul~res (103). 

ille a la mi t.osis ( í, 67). 

d) 

.-... :: 
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de nucleo'tidos en el cenoma (11, 105-109), Varios son los mecanismos por m?dio 

de los cuales trab:ijan éstas señales, Uno de ellos eo el utilbado por las hor-

mon~s esteroidcas (105-103). 8Stas CT'U~a.n la ;~8~nbrana. pla~i:i.{t:i.ctl debido ?. SU 

t~s ('?), 

~:e 7 ·•• pe:- cc.lcic :~r. teji:!:- ~;.2~::.::-:cul~Y ~.;: r:i:.-~!::.~2~e.::-o (.._ í ), c~lult:.s :;::= ("'130) y 
.1 
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cultivo de músculo pectoral de pollo (131), Kanungo y colaboradore3 hR-n denoG-

trado la. fooforilaciÓn de protefrias no histonas y su nodulacio'n por el c1ücio 

( 113). Bn ?ste ·:.raba.jo, el cr.lc:i.o ~stir:::nla l~- .fosforilaciÓn <le las pro~.e{!"ins 

no histo!1as {113). 

hada de c?..l::1::duJ. i::~ ~!'; z:~5~1 r:!o, ~r·o.;io: :.·3n u.n :r-i=qi~ 1 re~-~ll?.dor Cel c-.. ~lcio r.o"'nre l.'3. 

sírr:.esis C.e rt:;.t;. (9í ). 
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PLANT.O:AMISNTO DSL PROTJL:CViA 

Puesto que el calcio interviene on pro~csos espr;cÍficari!ente nucleBrcs, ta.lgs 

como la síntesis de DNA (10) y RNA (11, 150, 131), existe la. posibilidad d.e que el 

n~clco regtile su propia con~E:rrt.r_;.~ió'n r!e .;~lcio ~ ~!·:.:.':{s cie un t:::',~:-¡spor·t~do-:- d.s:-

caso, la hipo'tssis altern;.. p:>stula que l~ con~::n~.!~a.~it~.'1 d;:; c.<".:lcio s-n el rn~clr:o 

n\Ícleo es per:-~·'32.hle -'3. e:t-? c~t~¿n. 

dio y los de pot=,-~·-io; y, ' r:·~1sleo v~.ilice f:I'i:.~1.1Sr.-

te para la s{ntesic de A/I'P, como propone TJehnir¿;er (9), el transporte de á0ido 

ribonucleico ( 119) o ia recular:ioÍ1 del calcio ',n1.n.nc1~lr:rcr, 

m3.c.io'n al probl'?'I~'.l do 1a existencia del trZ1nDport:-:.wdor de calcio, s~r{a la compro-
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la s{ntesis de HllA a través de su interacción con la calmodul.i.n3., activación de 

las prote{n kin~sas d·::pendientes de calcio por éste complejo calcio-calmodulim., 

fosforilació'n de prote{ng,s no histonas especificas y, fin:;llFit?nt-9 1 desreprcsicin 

del calcio, la cal:~:o:iu1 ir:a jº el in!"!ihido:::- de ·~2 ... c;P..l!r:'Y:uli:-!-:.: la. c1o:rp!."0:.::1zin8.., 

sobre la sín:.~sis de ?..~~A en nl{Gl=:?os aisl¿:¡.dos ele h{¿;:-tdo de r~ :.a. 

i 
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PROCi'lDIHIEN'I'O EXPSRIMEN'PAL 

HAl'SRIAL: De m~w England !luclear se obtuvieron el calcio-45, la 

glucosa (14-C), el de:dr;{n (1t,-~), •?l ac;ua t.ritiada y el U'I'P (2,6-3H). ~ Si¡;-

glicol, el et2.nol abc3oluto, el xilc:no y el clo~-uro de pot<sio. Se utilizaron 

con alc.lm.S mod.i ficac:l. on~s. 

Eg-Cl 2 a C-4 C. 

,,.';:.. 

;_.~l ho:no;-t.:n~Hio di iui-

700c;, durante 10 minutos, a 0-4 C. ':l paquete se resusp•.ndiÓ con 7-12 ml de sa-

!::','. 1'-""'?_.-.. /7: !"'.:» 

" 

2e l~ .. ·:a.ron con un amorticuadol.'" de fo:;fato de 
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Se incluyeron en ~pÓn 812, Se hicieron cortes er~esos para microscop{a dptica 

y cortes finos p2~ra. mi..:roscop{:... clectrÓn.ica. 

D::JT::;R:.:IHACIO!J DS VOLU'·3?~..;;; '11.ICL":ARSS: ?ar?. nerlir la distribució'n de los 

solutos en los vol~~:¡'?n~s n:1~le?.:tes, se utilizó i::l }-T::>cedimlent.o de Runt&r y 

:Brierley ( 122), con alQ1n-:.s mod.ificacior:.r:s. 

centrifucacio'n en mícrofuca (5 :-r:inutos). 

r-re:::ip:i taños se e::~·.~::-.jr:ron con 50 ni C.e ::~~104 í .. , St?. ciilu;:2ro:i con 50 vl de a

t.~·ua ¿ustilarJ.a y la. proteinr?. d~sn·;.hrr?..llz2~~ .ss ::::-:.:D.'Y..,~i . .; !'C!' centrifu{-7<:.:::i~n en mi-

crofu:;a. 

r?.d i.-.~.~ :i vidacl t.:; 7 .. r>.l. 
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midió por espectroscop{a (124), utilizando a la murexida como indicador, Las 

longitudes ele onda con las que se trabajó fueron: 540 y 507 n'll, J,os dccremen-

ton en la absorbancia. se calibraron por le. adición de concentraciongs conocida.s 

Ce calcio al m~d}o. 

81 '?!1GC.-

'La. me:.cla 

La co~1:::~ntra~iÓn 
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RSSULTADOS 

AISL.4j·íISHTO DE 1'7UCI/::os: Con el f{n de cono~er la integrid~d de los núcleos 

y el grado de con:.:.?.r.:in~·-ciÓn por retí~u.lo cn:lopl{cnico y raito(!ond.:::-ia, se unsaya-

ron criterios c;.ufuiGos, en:~.i::d tic os y de ::11icroscopÍr-:. Óp t.ica y ele-:; ¡:,rÓnicP... L?.. 

t.P...hla I muestra los r::::>ul t.:.i.dos ob: ;;;d iio::. 

teínas/.DHA fueron de 0.19 + 0,02 y 3. 77 + 0.21 i·»32pectiv2-'":lent~. 1.a actividad 

de la citocromo o:.:ida3a diÓ un valor de 19.5 + 3.1 n?..no;:ioles de fo:troci:tnuro oxi-

, 
clci1mlcis- ::.·o;jo:. 



los nGcleos aislaGos por el ~~todo de Widnell, e.e. y 
Tata, J .P. (115). 

5C. 6 :._,_·--f~::.:.~":.. _-:._;:. ~ 



'· 

'l'J\BLJ\ :i: 

HNJ\/DNJ\ o, J.9 + 0.02 0.20 + -

i' HO'i'i;;IN/\/DNA 3.-rl + o. 21 3.74 + 

1 
2 

C I'l'OC i10MO 

GLUCOSA 6 

\'li.dnell, c. c. 
Pranke, w. \'J. 

OXlD1\SA 19:50 + 3.1 11. 71 

t'O S f'i\'l'AS/\ 22.80 + o. 72 22. s2 

élnd 'l'atél, J. H. (l.9Gl1). Biochcm. J. 92: 313. 
(1974). Phil. 'l'rans. H. Soc. Lond. B268: 67. 

0.02
1 

: l 

0.211 

\· t 

:··. 



Figura 1.-

hrgado de rata, vistL)S al ~icro~copio de luz y tc~idos 





!::_f~~1ra_?_:_ !·;icrograHa elc;ctró:'.·nica de los núcleos 

r.islñdos de hígado de rata. 3 160 x. 



¡mrr·.~11 · 
t.;,· 

,¡"':--~:~'· ... ". 
I 

:tf ~f~;¿~'¿,,:@s) 



~ura_l._'... Microgr?.fía el8ctrGnica de los núcleos 

aisla dos de hígado de r¡¡ ta. 14 2GO x. 



1 

. ,-. ..,'

:·: . '~ •'.. . 
. ~ 1 ·,,''.. 

'fp··:·'-:·. ~'.,.·. ,.:; ,.1~ .. '" .. , ., :,. . • .. , 

:f ~;~'t_;;~:\:{~,:~~;J; ; ::' .;· ~.: '; -' .:;} ~ 
~- .. , .. - . .,,..,~ ,. ". , ;, - ' . -1 'ij 

.. <~~f Jz_·t I\f '!·i:~:,f :--~{··0:i ., 
::--~"'~.::.:-~ ... ~~M ~~.: .. ~- i _,- • ., .. 

···-~ 
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ron muestras del sobrenadante y, posteriormente, del extracto a'cido del precipi-

tado. Los datos ~n·esentados en la tabla II establecen que la glucosa penetra 

7.07 + 0,94 ul/in¡; de proteína de los 7. 79 :¡: O. 76 nl/m¡; de protefna de a;:.--ua total 

que e:.:inte en el p1'ecipi tario, 

tas condicionGs, en :::a!lbio, el valor ob!."'nido .V''"ª el c2.ldo, 340 ~¡. 29 ul/L1g 

de proteína, es de::.:.si;:-..do 2_1 to. _se, to si~rii fica q_ue la distribución d0l calcio 

en los esp2.:::io~ nu::::l.s -:.r22 e-s " . , tlc lé. IJe2·~ec:bilidad de la :;~r.1b::;;:.na nucler:..r : u~1.::1 vn 

al calcio, el la l?l Ü.G:.:"t,:r.J.n, de 
, 

la.s C07JO er.: cc,sc de cluco.sa o ,. su i'ijacion a 
" 

Si se n.~ept~ que el espz:.8iO o volu:::cn del pre::i!>itad.o que hs sido penetrado 

nucleoplasms:., e:-~tc!""r~es, b? ... jo nues t:r-a.c co.nd icior...:: s e:·:pP::-i:ri~r~:,al~s, la r.~em1:1rana 

F'IJ A0I011 D~ CALCIO A :m:::v~os: 



~1\BL~_!l. Distribuci6n de los solutos n~arca

dos en los espacios nucleares. 

Se incubaron los nGcleos (al{cuotas de 200 ul) 

por 5 minutos en un medio de sacarosa 0.25M, Tri~-He 

pes 2r~~·1, pH 7.4, 1.i;::·1 J.igCl') •. r~gua tri.t.i.~(J"a y l·~C-gluc~ 

.. ~ 5 •- 1 : r• : •. , ., .• - - - J' sa o .1:;c-.:.~-:::·:t~~~n o cc:.~c10 ..::e J i.cl\_~ 1 C:J.l,n .:..:n <::l !-.::.~(" io 

c0~t2r radi~ctiv~¿~a. Los r0sultadcs cor?-sspon~~n a 

la 1~e·dia de 2 Gx~2J-i1:.01)tcs ~2ra el 45 calcio, 7 ~era la 

gluccsa ( 14c), 7 para el ¿8~tran, + ~~s\riaciGn cst~n-
c:ar. 



"rl\BT,l\ II, 

·EXPEIUMENTl\L ul/mg de pr.ote:lna 

l\ 1120 ';/. 7,9 + 0.76 

·n Pci:menblc a ln glucosn 7.07 + 0.94 

e Pcrmc;:ibJ.c nl dcxtrtm f¡. 7 4 + O. G4 

D Perm0.~bl.c al calcio 
\ 

3'10.10 + 28.99 

Cl\í,CULl\DO 

'E l\guu intr.anucl.ear. (7\-C) 3.05 

.F Imper~cnble a la glucosa (7\-D) O .• 7 2 ( 2 3 • G '/; ) 

G l\gua intranuclear. 
pcrmenble a la glucosn (E-F) 2.33 (76.<\Y,) 

" 
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trar sitios de alta afinidad para el calcio. La presencia de éstos sitios en 

el nticleo sugeriría la existencia de prote{nas receptoras de calcio relaciona-

das con el efecto de éste catio'n sobre la síntesis de RWi y DNA. Para estu--

diar la fijación de calcio a micleos, se incubc>ron en p::-csencia de calcic-45 y 

concentraciones crecientes de calcio f.rio <lu:rn.nt.e 10 minutos y se separaron por 

medio de centrifugación. Puesto que el objetivo era demostrar si ti.os ée al ta 

afinidad, el ran~o de con~r::ntrac1.oncs de ce.lcio varió desde 2.5 nanomolcs/mg de 

prote{na, hasta 100 nanomoles/rnc; de prote{m. No se estudiaron concentraciones 

más altas que ésta Última. 

Como puede verse en la fi¡;ura 4, la fijacio'n de calcio a n~clc:os rué lineal, 

para todas las condiciones, hasta los 60 n:rnomoles de calcio/me- de prote{m.. ?or 

arriba de esta conc.:-=ntrac.io
1
n, se pie:rde la l:i:1.~?~rid;'.ld. ' Incu1):.t.ndo a los nuGle0c 

(0.16 rrl·i ~·ír-:'1 2 ), si: lleYa a cabo la Tw~s alt;,. fi,iación de c? .. lcio (?ic 4)., Si 

se aDs1ent.a la co:ic:r:n.:traci~n de tr.is-h~rcs hJ.sta 2 r:i1·~, se inhi'ne un poco la fija-

ci~n de calcio (Fig 4). na.y que tom::i.r en con,-:iderac.iÓn ql!é el t::"is es un ca-

tio'n, y que por tanto, pu,~de co;npe ti:- con el calcio r1o:r- loe si ti os de fijacj Ón. 

ze inhibe tc-<ia.v{a ;n:fs (Fi¡:: 4), 

compite con el calcio por los sitios de fij·,;ciÓn (Fic 4). 

Los '!"n{~leos fij.;,ron 1'."::lE Cf'¡lcio cu::.!l::in ~e i.n~u~:.ron er: c..·.isencia de inhibido-

res de la cr.:.:Jr::r.a r<;:"::;piratoria cine cua.n'.lo se in~uba..ron en prasencia de ellos (Fig 

4 ). 
, 

'.ie los nucleos por el calcio y l'l cantidad de los 
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!_:!:_g:~ra 4. - Gráfica de fijaci6n de calcio a núcleos 

en funci6n del ca.lcio 2gi.·cyado al ir.ea.lo C:e inct,!J-'lción. 

Se inc1:bJron lo!> núcl.i:,os con c:aJcio-~5 (14 000 cpm/ 

frío durante 10 minutos, a t:c?mperalt!L·a a,,·,bi.cnte. Se toma-

ron inucslras de 10_0 111, por clupJ.ic~do, rara co11t00 rlc radiac 

tiviclad .. '11 fin21.i.<:ar el t.icmpo de incub,'wiGn, se c.~·nti::ifu

garon e!l íllicrofu9a, durR11te 3 l11int1tos. Alfc11otas de 100 ul 

del sobi:enc:";.d.ante se: uti l. J·.2:::.:con i.::-~ra con lar :t:~cliact5.vir:.::d. 

O Prin1e~o Pe dej2~on los ¡1Gcleos··cn [!r0se11cia ~e sil

c?:.ro~:;u. 0.25l1, 7ris·-i:,:.-::_-.::~~ :;:11·~, pH 7.4, J¡,.J·1 ~'~'}Cl 2 , 2ntiFli.ci1~a 

(1 rig/rng prot) y :n . .JL\:.n·~!·1a (1 LJ':]/:t~g p;:ot) l~·or 2 !i"!~~nutC'S. f,G 

~. -·. .. -
•• L'. 1 - U 

-'-.:e:!--:c·::a (i -...::s/:.g ~-·~>: .. -::), ::r¡;:.i.r1:;c5n:::. (l :.~tJ/·.:s .~-,~-·~:i~) :· C1 •• ~t<~~M 

:.~9C1 2 , por 2 !í·i!·i·Jtc:s, y ~2 ~-'.1·u2r.:rlió á ja_ ir.cu'.·:.::c:iD:-1. /( Pr!_ 

~:Gro se ~0j2ron los n~c~0:~s en p1·c~crici2 de ~~c~rosa o.2SM. 

Se ~~ntrífugaron a 700 x g, 5', 0-4'C 

y SP- r(~::;t~sp;-=nr1ie:rc1n con s.~carosa 0.25:·!, :i..1:!.'.·~ ~,;,;:_c1 2 • 1.-;..:ego 

=~ f,r.~-:lr1·:·.~:.·,~::c;1 t:n ~r: ·:::.:-r.~ic. (:o ::-~--:.c . .:::~.-c.--:2 O. :~:·E, ~rit.i.1:!.•'ci..r.1a 

91 "J·:;/;:.9 l-'.:'"1.>t), ·,:.: : .. c.: 1:ir:c ( 1 1 .. ~/i.·S ~·,rc1 t) y O.~ 0::·!~ :-:~Cl 2 !.-iDr 

2 r·1iiJc:tcs y :~e c:.:'1i~·_i;.11Jó <.::<..)n la i~·,c:t::.:1cj(',r!. O ?.c~:;~(8!:0 !.;e 

rc;-::;i.:!s~-.. ::s-it3i.cron C(1n ~-:~c=:~:·;:.a O. 2~~·!, i.~.:-: ·~·JC1 2 • En s(:9uida 

E"·(? r·:r.·eir:ci..:i.-:~::·)n c~n un :-:·?c}jo ·::e s~;r~{:r.1!?.·:=! o.?:;:; y co:icenti:a-
1 

ci.:,n fi:..;:l (;e; ;.; . .;c1
2 

c:c D.1G2~-~' !:-c.r: ·;i··.l]Lcs, y :~e sic:,uió 

con ]2 i;:,;-..:":·,,2ción. 6 l='riiY::?2:0 ~n c~·2j,:;rr..·n J.cs ;·,Gc}eas en un 

i 
'J 



medio de sacarosa 0.25M, Tris-Hepes 2rnM, pi! 7.4, lmM MgC1 2, 

rotenona (1 ug/mg prot) y ;1ntimicina (1 ug/mg prot). Se 

centrifugaron a 700 x g, 5', 0-4ºC y se rcsuspendieron en 

una soluci6n (]e ::2c<uo~a 0.25:·!. Tris-ECFGS 2i:L•I, pH 7.4, 1;'} 
l·~gcl 2 . I..lh:'<JO se pre.incubo ron en SiKA.i:osa O. 25M, 'frL;-!Jc,rcc;s 

2m?1, pH 7.4, l:c.J.í ;.:gc1
2

, onl:i.micina (1 ug/n1g prut), ro\:c¡H;na 

(1 ug/mg pi:ot), por 2 minutos y se prosisuió con la inculli1-

ci6n. ¡\ Pr.i.;;1.2ro se oC!jaron los núcleos en preé,cncia de sa 

carosa 0.25M, Tr.is-;~cpr~s 2rn.M, li:tM MgC1
2

, por 2 I"~nulos. 

contrifusaron a 700 x g, S', 0-4ºC y se rest1spe11dicron ~n 

sacarosa 0.25:-1, Tris-Hepcs 2rnM,pH 7.4, lmM MgC1 2 • 

Se 

riormcnte se prei11cubaron en el lnismo medio, por 2 mi11utos 

y se continu6 con la incub~1c.iGn. ;·a Frir:>.?.ro ~~e c1ejaron los 

7.4, lm:'·1 :·i<JC1
2 

pcir 2 minutc,s. Se cc:ntrjflhJ2ron a 700 x g, 

o.:·S.\i, ·"?r:'..s-::,::r·.::s :¡~~:·~, r:H 7.1:, J~T:i·.! 1.:;;c1
2

, 12.~.::.>~ ·~el. T.,'·Jc

go se !,)rc~incL~ba.:con en ::~~t~e i:·i:f . .=r:io r..c:Clio con KCl :)(1r 2 r.·iinu-

tos y se p~s6 a J.a i!)Cll~3ci6n. 
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tales, los datos fueron analizados por medio de un arBlisis de Scatchard (129), 

'Sn te'rrninos generales (Fig 5-10), la gráfica de Scatchar·d da trazos lin~ales, in-

dicando que los receptores para el calcio son idénticos y se comportan indepen-

dientemente unos de otros. =:n secunio lu:::_~ar, la.s con~t:tntes de di.soc:ia.cicfn para 

todos ellos con altas, deducie~dose unic~nente sitios de haj~ afinidad (Fig 5-10 

y tabla III). 

la intera~cio'n d.~l calcio con los focf0l{pidos d.;: ;::e:11'r•ra.na. nuclea.r y son los 

ausen~ia de sjtios de al-t2. :.;"·~ni:lad p::..r?. el calcio, o P"!en la incap::.c:i.i::i.~ de la 

metodología ut.ili::;ada pan ::escub:-irlos ( 123). 

dio de: es tos si ti oc d~ baja af.inidact, se ol)2er-va la fl.c~iÓn com1v2t.icior~ di:?l tris, 

, 
fi~i:icion 

(Fit: 8 ~· 10 y tFLbla lL), u~ efecto i~t~re~ante es el del o~cn~sio. 

nesio no al -tera la t:d ( 2 í ~ u~-~ d. 236 u~·:), })-?ro oí 121 -~o tal de lo:; :-i ~;i o~ .!'e:::epto

res/mg de proteína (1;,:,. Il:;.n:<~c'll~E de: calcio/ne de p:-otcin::. z .. C~: ~i?d;~;-¡ic>lcF ele cal-

no 3e:!:"{a el de pastula.r un ef~~to estabilizador del rns.~::-is·;;io !:~obre la estructura 

nucl(;2.:- ( i21 ). 

est.ructura se m-1.nti~ne y los sitios de fijación di:;;<1ir;nyen. ~r. cu~rto lu~ar, 

' r0~p.iratoria 3e al :c:r.::.n los ~i ~ias de fij:lG.!.on, si el e.:perir.1ent.o ce lleva. a 

La ca.usa de 

0s~o no la co~ocecos. 



~_u..-a---2_: Gráfica de Scatchard para la fijución 

de calcio a nOcleos. 

Se preincubaron los nGcleos en un raedio de sacarosa 

0.25M, 1~1 MgC1 2 por dos minutos. Se centrifugaron a 700 x. 

g)S~ 4°C y se r~suspcndi~ron ccn el ~i~~o ir.0dio. Se r=r~:i~

cul)aron ~11 \Jna so1uci611 je ~2c~1-l~sa 0.251~, conc011tr2ciGn f! 
nal de FgC1

2 
l1e 0.16 1:-i.M, P·")r r1c.s r:1ir.ut-.'~~s. :.2 1·.:::;.t~rti~rcin 

,~l~cuc:.c.s i::c Sl.•O ul e t~<:.1:·s c~i:; :ric~·o:f:.:._~: ,~_,:; ,_-:-Jcic ~5 

-- • : • ·- ~- ; ~ 1_~ ::. ·- : . _;.:; e_~ 1-:: r_· 2. l e :i O 

bii~r.te. 

tividad total. A los JO inin1ltos se c~ntrifu92 1·0n GJ1 micro-

na¿ante, que se utiliz2ron ~ara co0t~r r~c1i~clivid~:d. Los 

pt::·itcs -:.:xp1::r:.::,eri~.:a.lcs rc-r,rc:.~í.:r¡t,~n la 1r::!.dia Ce t.re:s r.:z1>.:ri-

:: .. ;-ntcs. 

.. ., 
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Fiaura 6. Gr~fica de Scatchard para la fijaciGn 

de calcio a nOcleos. Efecto de la Rotenona y Antimicina 

sobre la fijaci6n. 

Se preincubaron los nGcleos en un rnedio ¿e sacaro

sa 0.25M, lrrJ•l VigC1
2

, l·.nt:imic.ina (1 ug/rng .Prot.) y F.otenona 

(1 ug/mg Prot) y 0.16 ¡;¡;.: 7-'.<~·cJ. 2 , por eles n:i.nutos. Se cc:n

trifugaron a 700 x g , S', 0-4ªC y se re~~5rcndieron con 

Se prcincu~a~on en una soluc:iGn 

(1 t~s/: ~ r:·r.:;t.) y C1 • :e:··~·: :.-~:_·c1 2 ~:1:_)L~ ,_-:c:s ·:r:Lt:)s. fe rc-:· .. r:-:t5::: 

ron aJ ~cuo::z-:.s c:c 5C:O \jl c. t.u~}cs c:c í;-!i.cr1..:,._{"t.:c_;a con c:a1c:io,.~5 

( 1 ~ O O O e i:·i:-:/t 1.:l:Jo) y e: i fe-.:·~.::·. t ·~· s c':-J:;cr.:r. t: 1- ,-: 1; j_ r-.:-~·~S de ca 1 ci o 

frío y se ir1ctfr~,7iron l;'..::·.:-:n~_:o 10 1I1:7nutos, a tc..:::·:.¡:..:t::r.-2tura 21:\bie!:_ 

te. Se :.:cii~-2.rCJn ::·11_::~~~tra.s ,-~e ~~(.iQ ul :~:::ra. <_~C·T1~c:c c:c r:::di_.:-j,ctivi 

dad total. A los 10 rr1i11utos se centrif11g~ron ~n microfuga, 

3 rr.inu 1c0s. Alícuo.:..:as c:c ~! 00 nl ,.:_8 ~c,b:.--1.:-!-:.::c~:1r1te !;e utiliza.-

" '.~. 
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Figura 7. Gr5fica de Scatchard para la fijaci5n 

de calcio de núcleos. Efecto del Tris sobre la fijación 

de calcio. 

Se prei.ncubaron los núcleos en presencia de sacaro

sa 0.2511, Tris··Ee¡,cs 2nM, pH 7.4, lm!1 1•jgC1
2

, ;,nti.inicina 

( 1 u9/:·:g ?:cc}t .. ) , y Re ~.J:·7cona ( 1 ug/rng i='r0t.) p·Jr (2os rniniJtos. 

Se ccntrifu:;:'.'i:ccn a 700 >: g 5', 0-4cC~}' !:.;e rcsu:::;,c~r:c1i1~ron con 

sacarº"ª Q.?5'-', '?r.~.s-ii"2">:os 2~-~·'. !:JH 7.4, li:.::: '·'9Cl 2 . Se p:ée-

y 0.16 10.~·~ n•]Cl
2 

pc1r Ces minutos. S<:: rc:-r:e:J·tj.eron alícuotas 

de 500 ul a tt,;;0:0 c:c ¡r,.ic1·c1:':usa con c.0 )c~0 '5 (l4 000 q:.m/ 

tubo) y d:ife~·c-:ntc:s co1!CC:!ntracicnf?S c~e c~1 .. :io fcío y se inc~ 

ron n~l?3tras d2 100 t1l ¡)~ra co11teo de r2diacliviaad total. 

A los 10 ;Ji!1utos c2r!trifuc_;cron c:n rnicrofu-;a; t~:cs minutos. 

.. 
;~ 
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~- Gráfica de Scatchard para la fijación 

de calcio a nGcleos. Efecto del raagriesio sobre la fija

ción de calcio. 

Se pri.::incubaron los n~cleos en un r.-.c:(i.io de r,acrtrcsa 

"Se cc-:-:t :::!.i'i.:(_;e::::or, a /CJO x r:::) s 1 , e-.; 'C y 
el ;:,:'.~::-.e i>:'."Gio. Se 1_:.rf.:~;:1 1~-,~·:_"-~l-l-·n ~,(-:i.C ·,:-· :,>;1_;1_>, .... ::; ·.::n el r.2-

dio de 1·2susp011si6n y ~e r0?~rti2r0n al~(:uot~s de SOJ 1Jl a 

tu!:ios de rn.icrofuga con cc;.]cio 45 (1~ 000 cf1''\/tt1:!.Jo) y d.-~fE.

=entes co11centr~cioncs de calcio ;r~o y se incubar1)n duJ~an

te 10 r.!ir;utcs a teit1~:.·.:=ratura .-:i.:'!_;i·: Jite. ::.e t0r~.ar0n i:-·uc·st.1-a.s 

de 100 ul r~ra conteo de radi~ctividad totql. A los 10 rni-
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Figura 9. Gr&fica de Scatchard para la fijaci6n de 

calcio a nGcleos. Efecto de la Rotenona y antimicina sobre 

la fijaci6n de calcio. 

Se preincul:.[jron los núclc~os en un r:,edio (1e s.:-ic~ .. rosa 

0.251·~ 1 7.::::.s-i:·-:-::::es :?;:Y, ¡:,H 7.·1 1 lítI·í ~c~(_!Cl 2 , F.otc-::ric!ia (1 ug/r:ig 

?rot) y _7~:--:i.i;1··::~ci.rc. (l ;_j;/ri~q ?1·:it). S2 c·:::ntl·i.::u~21!·cr; a 700 

>: s, 5 1
, C-~eic y;:.:, ~.-c:::_~::::··::<i:-:i::-::-c·n ~n u:--,.e. solucj(1n c~c ~2CC:!'"O 

sa 0.25!·!, ':i'ris·-E•.:::·~~s 2i;,!·~, r:·H 7.4, l:i1~·~ !·~gcl 2 • Se preincuba

ron en !__'.¿"::cc.:::-e-'E'.a 0 .. ~~1!·:, '1'ri.::=-i .. ·:::>::s 2rn1·~, pH 7.4, Jr.M I·~9c1 2 • 

;.otGri·:-iI1a (1 ug/rr:g .rrot.), .~.ri~.i.Ií'·icir:a (1 '~S/Dg Frot.), por 

dos rninu.tos. Se re:¡.-.. a.rt i~r.:in al ícutc;,""::s ,;:e 500 ul li tubos 

de rnicrofuga con calcio 45 (l' 000 e0n/tcbo) y diferentes 

se ccJ)trifugaron 0n n1icro~us2, trc·s rr1i!1~tcs. Alfcuotas de 

100 ul ¿el so~rena~~nlc se util~zaron para contar radiacti

vidad. Les puntos e~~2ri~entales representan la media de 

tres c):peri~~nlos. 
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~ura__!Q. Gráfica de Scatchard para la fijación 

de calcio a ndcleos. Efecto del potasio sobre la fija

ci6n de calci.6.-

Se preincuLaron los nOcleos en presencia de saca

rosa 0.25M, Tris-Eepes 2n,N, !'H 7.4, lmM MgC1
2 

por dos ;;;i

nutos. Se centrifugaron a 700 x g 1 5', 0-4°C y se resus-

pendieron en u~a solucjGn de ~ac61:csa 0 .. 25M, Tris-Eei1cs 

2rc.\l, pH 7. 4, li·~·l E0Cl 
2

, 12. 5 ¡J'l KCl. Se ¡:-r.:-; ncub.-,ron en 

este rt:i.!~.-,o :!··:~c~io ~,ei!.· 2 :;-iir:1:;~.:c.s y s2 ;_-r: si-~.:.::.°t?rí:,n b}Íc:uc,t::-:s 

cu~:.a 1~ on dur :"l :-1t2 l O 1-: ~VJ t C'S, a 1JJ;:· . .:_- ~y;; t l: ~-a c-:.i ~i: :::_ ..:::! · t: e. Se 

tor;·,aron ¡~t·.~r.:st~·;.s G-2 iDO i.~l ;·.:-::cñ cc:r.:7-1.:~o c)e r¿:;c_~j',-:c-li\·j,:=;;:;d 

tres r~inutos. Alfcu0t2s de 100 ul ~21 s~b~~~~5~~t~ se u-

tilizaron pRra contar r~di2ctivid2d. Les 1)u11tos exp~ri-
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!'l>BLA III. Resumen de las const_antes de éliso

ciaci6n y las capacidades totales de fijaci6n. Las con

diciones e:.:perimentales se describen é~n la fig. 4. Las 

unidades ae las Ka se dan en uM. La ca~~cidad total de 

fij::.:.cién 2.e ;~-·iC:e en L;;;~;O:í1C-1lc.s .::e cc'lcic/;¡:s l·:tot('.Ínc. 



'l'ABL/\ III 

J<a Cl\PJ\CIDl\D 'l'C/ll\L DE FIJ/\CION 
-CONDICION EXPERIMENTAL uM - rurol.es/rr9 de prote:Lna. 

1 
1 

1 

1 

0.16 mM rígCJ.
2 1 2H 135 

1 : 

1 1 

O.lG mM MgC1 2 
. l J · 1 1 21.4 1 116 .,. in n )J.C ores 1 

1 

1 

ó.lG mM •'"gel, + 2 ih\1 rrrí r; 1 

1 

·r inhibidores. 
1 

296 128 
! 
' 
1 

1-· 
1 

1 

1: mM MgC1 2 + 2 irM '1'ris 1 272 77 

l. mM MgC.1 2 + 2 m'l 'l'ris 
+ inhibidóres ?.96 70 

1 mM MgC1 2 + 2 m'l 'l'ris 
+- 12. 5 mM i\Cl 328 58 . 

1 
1 

1 
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TRANSPORTE DS CALCIO POR NUCLEOS~ Como se puede observar en la figura 4, 

los rnÍcleos fijaron rn~s calcio cuando se incubaron en ausencia de inhibidores 

de la cadena respiratoria que cuando se incubaron en presencia de ellos, Esto 

daba lugar a In. posibilidad de que los n~cleos midieran transportar calcio. 

I 
Para averiguar si los nucleos transportaban calcio, se incubaron en un medio 

de sacarosa 0,25 l'i, tris-hspes 2 mM pH 7,4, 1 m:·: de ¡;~1 2 , 100 uVi de murexida, 

0.4 rnM: de ATP a tempera tura ambiente y se midicr el tranGporte de calcio espectr.Q_ 

fotométrica<nente (124), Como puede ver3e en la fi5Ura 11, los ni{cleos no t:ron_!! 

portaron calcio cuan:io se enrg-izaron cor. A1.rP. 

EFECTO JEL CALCIO Y LA c.1,.J,i·lüllllMHI> Sü:BRE: LA 5IJIIBSIS D3 ?JIA: Con el obje-

tivo de estudiar el efecto del calcio sobre la cirnÚica de la s{ntasis de RHA, 

se incubaron los mfcleos en presencia de: 1,25 m'.·í EGTA o 0, 125 mM Ca.Cl2 por 

tiempos varin.bles. Co:-no se mu::St!:'a en la ficura 12, la. vt::lo~:dad inicial de 

síntesis de RHA fue menor en presencia de calcio que en preser.::ia de -SG 1rlu In-

cubai::ion~s por tie:npo3 m~s 1:-trgos no fueron estudi;:c.dos debido a q_ue la reacción 

de incorporacio
1
n del lrJ1P( 5H) no depende unicai18n-te de la inici<~cio~ de la síntc-

sis de !'!11.,, sino tambien de fa elon¿raciÓn de la cadena (131). '.~l cr?.lcio tam-

bie
1
n disminuye la incorpora.cio'n rn{-:ir::ia. de llTP( 3H) (ver fi¿-- 12 y t:1bla IV) 9 

I 
suciriendo un d·~scenso en el nwnero total de sitios aclii:os de inicia.e ion de 

E.:i'.ntesis de i-r~.\. fuesto qn~ el c?.lcio pa..rtici!'ª en ·,1.'1:1 Dr;.i_n ·;r..ricdad de pro-

ce sos a tra.ve's di:: ~u unio'n con la cnl8odulin3. ( 1 )-15), ::;.:; er..: :.uri.ió' tam"::.i:i e'n el 

efecto ds esta pro:einr:. sohre l.~ inhibicio'n de l.q. s{n:~sis de R'1~\ :n~diada por 

calcio. ~os tipos de expr:ri!.'lento~ f1ieron h~chos. 

T'":.~ 
...;..\' 

8n uno de 0llos, la calmo-

::r. e 1 otro, se hizo uso 

la irL~ibici~n de la sínt~-



so 

Figura 11: Transporte de calcio por nficlcos 

aislados de hígado de rata. 

Los nficleos fueron colocados en un medio de ~aca 

rosa 0.25Vi. 'I'ris-l:cpcs 2¡;,i·l (pH 7.4), JrrJ·l :·'.gC1
2

, 0.4 n:M 

1~·rP, 100 u!·1 ff1nrc•;.:ida, a una conc('.ntr.:·H.:iÚ!l t:1e 15 r:n:J de pr9-

tGína/3nl. El r:::·:~_·21~ir:-.i::nto ::-~e; rc2l:!_zó a t:t:::·:~-;,-:-~-i:-:t 1~::_-c .::.rr.1:.ie~ 

n1~. El trar:sporte ele ca lcj.o se inició c.ñ2{li0ndo al ~. i::d:io 

de incubaci6n elícuot2s de una soluci6n de CaC1
2

• 

~ j 

i 
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3. 

4. 
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2.-

3.-

4.-

'5.l. 

Tabla IV. Efecto de los iones de calcio y la calmodulina 

sobre la síntesis de RNA en núcleos aislados 

de hígado de rata. 

Condiciones de Incubaci6n 

EGTA 

Ca++ 

Ca++ m&s Calmodulina 

Sfotesis de RNA 

% actividad 

100 

62.9 

61.2 

ca++ m&s Calmodulina- m&s CJ.orpromacina 63.1 

Los nucleos fueron incubados por 20 minutos en presencia de: 

1.25 mM EGTA, 

0.125 mM CaC1 2, 

0.125 mM CaC1 2 m&s 1 uM calrnodulina, 
0.125 mM CaC1 2 rn&s 1 uM calrnodulina m&s 0.25 mM clorpromacina. 

La síntesis de RNA se midi6 corno se describe en Procedimien-

to Experimental. Los resultados son la media de tres experimen-

tos independientes. 



. 
Figura 12. Efecto del calcio sobre la síntesis de RNA. 

/ 

Se incubaron los nucleos en presencia de 1.25 mM EGTA 

( A ) 6 O .125 mM Cac12 ( O) por diferentes .tiempos. La sínte

sis de RNA se midi6 corno se describe en Procedimiento Experi

mental. El valor del tiempo cero se sustrajo de los demás v~ 

lores. Los resultados son la media de tres experimentos rea

lizados en diferentes dias. 
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Figura 13. 

sis de RNA. 

Efecto de la calmodulina sobre la sínte-

Se incubaron los n~cleos por 20 minutos en presencia 

de 5 uM Cac1 2 y diferentes concentraciones de calmodulina. 

La síntesis de RNA fué medida como· se describi6. Los re

sultados son la media de dos experimentos separados. 
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sis de RllA por calcio no fue alterada por la presencia de la calmodulina o la 

clorpromazina, La concentración de calmodulina se varió desde O a 10 uJ.l sin 

un efecto detectable sobre la inhibici~n mediada por calcio (Fig 13), 

El'3CTO IE DIF3RSN'!'ES COJ!C3!E'RACIO!ES DS CALGIO SO!JRS LA srnT'CSIS ns Rl!A: 

La síntesis de ?..!JA se estudió incubando los n~cleos en presencia de diferentes 

concentraciones de calcio, Como ce muestra en la figura 14, el calcio inhibe 

la síntesis de RllA en dos raneos de concentraci~n, el raenor entre 0-10 uH, y 

el rn{s alto por arriba de los 0,5 mM. 



Fioura 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 ensay6ºcorno se describe en Pr~cedimiento E>:perime!!_ 

tal. El valor máximo de síntesis de RNA se obtuvo incu

bando a los núcleos en presencia de 1.25 rnM EGTA. Los re 

sultados son la media de tres experimentos." 
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DISCUSION 

Por criterios quÍmicos y enzim~ticos, se demostro' la pureza de los ni{cleos 

(tabla I). No' hubo diferencias significativas entre nuestros resultados y los 

reportados en la literatura (tabla I). 

31 estudio de microscop{a Óptica y electrónica mostró la inteITridad de los 

nifcleos (Fig 1,2 y 3), Estos, al e"tudio de microscopía electrónica, prenen';;a.-

ron uno o varios nucleolos, una doble membrana con su e3pa.cio p-srinuclear, al¡;u-

nos poroe y el nucleopla.sma con la cro:n?..tina en su interior (:"i¡; 1 y 2). ?~n-

saI:ios que era im1Jort.a.n-Le cornprob2 .. r a.ntes la inteD"idad de los n1~cleos y .su Jlt.i..YC-

za para los estudios subsieuientes, como eran la distribuci~n de los sol u tos m?..r-

cados en los vol~ílenes nucleares, la fijación y el tran~porte de calcio por 
I 

e::;-

tos orDaneloG y la síntesis de R!JA. 

}}ajo nuestras cond.icion-~s expe!.""imentales, 2.33 ul/iiL:; de proteÍrJ!. (7ó.4~!~) 

del ac,ua rnJclear es P'.:r::ieable a la e-lucosa, ·;l el resto (O, 72 ul/m;; de prote:fJ2 

o 2).6%) es i:nper:neiible a ella (tiibla II). ~5to da lUCl"-r a. dos volur;ienes nu-

cleares. Si se acepta que el aei.1a impcroeable a la ¿:-luco:..;a r:1ide el espacio o 

cistern?... perinuclear, entoncec el resto (2.33 ul/::ir; de r•rotc:Í.nJ.) correspond.e al 

nucleoplasma. Luego pues, la membrana nucl_e"r, tom?.da co:10 unidiid funcion.'1.l, 

es permeable a pequeñas mol(culas tc .. les como la. ::lucosa e iDpe;_--;:.cable a c=andes 

cleax eG permeable al calcio b?..jo TI'..les-tras con·iicion:=s e:.:peri:::0nt;:iles. Estos 

datos de pen,9~1-iil:id.~-d de la Irl·~rnbrana m1cle?..r co!~:·ir:-:-.:='..n los r:studioc llevados c. 

c2.bo por l!oro:.;i tz y col;o.boradores ( 133). Por o:ra p~rte, la distribuci~n del 

calcio en les e.:1n~cios rmcle~~::es se cor:i;:1i~::.. 'ii::;bi:io a qu~ hay estr1.1ct.uras rrw.-

clea:r-es que fijan C?-lcio: fosfol{pidos de ::ie::i·G:·ana y frllpos fosfato del DIU~ y 



(.\ 

RNA, Y es esta la causa de los 340 ul/rng de proteína obtenidos para el calcio 

en el estudio de distribución de solutos en los vol~-nenes nucleares (tabla II). 

Al estudio de fijaci~n de calcio., por los micleos se hallo que: 1,- Ias 

' graficas de Scatchard dan trazos lineales, indicando que los receptores para 

el calcio son idénticos j' se co;:,portan en foma imlependiente unos de otros 

(Fig 5-10); 2, - Estos receptores son si ti os de baja afinidad (tabla III); 

3.- El tris y el potasio compiten con el calcio por estos sitios de baja afini-

dad (tabla III), La sen.·· :bilidaá del c;ilcio fijado al tris y al potasio nu¡;ie-

r~ que los sitios de fij?.~ici:J son los S'":llpos polares de los fosfol{ridos de mcIT:.-

brana y los srupos polares del D!:A y !\J!A { 123); 4.- El magnesio altera el nu-

mero de si ti os de baja ?.finidad (tabla III). Dna ponibie explicacio'n a es:e 

fenó'-.neno ne b'.2.Uti en el papel estabilizador del magnesio sobre la estn1ctura nu-

olear (121 ); '.i,- :~o ce tie::iost:raron citio2 ele al t.a a::'inidad. 

tos si tics de al ta afinidad para el calcio existen en el nucleo. 

colaborado!"es, utilizando otro diseño e:.:perir:1ent2 .. l, d·~i.me::·;i,~ar. la prese!'lcia de 

sitios cic 2.lta a.:inidad ;n!:"a el c?..lcio en nticl0os d~ hÍC'.'!.do de rata (134); 

6,- La posibilidad de tr:i.nsporte de calcio por los nucleos o_ue ::;e deriva de la 

figura 4, donde se observa la disr:iinu;:,io'n de la ::'ija.cio'n de calcio en presencia 

de rotenona :-t antimicina, no ce pudo de:nozt~a.r en ~l estudjo ele tra.n$porte de 

calcio (fi¡:; í1), 

Por otra :¡>J.rte, en este trabajo no2otros hemos deroo~ trado una acción inhi-

bitoria del calcio sohr·2 12. 2Í:it2sis de R'TA. ~e debe ~encionar, sin embargo, 

que estos resnl~ados esta.n en dcs~cur:rdo con alG-lnos reportes (11, 130, 131), en 

los cuales el efecto opu~sto h;. sido de:;cri to. ~n er; te t1."abajo, nosotros he-

mos ucado rr.f::leoc: aislados, en b¿-ar ce rebamár~s ( 11), o cultivo de c~lulas 

(130,131). Las diferen~ia~ en los :;odelos e;:periz::entalc:; pueden explicar, en 



part~, el desacuerdo de los resultados. La acción activadora del calcio en re-

banadas o cultivo de celulas puede ser un fenómeno más complejo que la simple i~ 

teraccio'n del ion con alguna prote{na nuclear, como ha sido propuesto por garto-

nosi y col. (í34). 

La concentración C:e calcic en el ci tosol y probablemente en el nucleosol, 

es 1 uJ.l o menos ( 21). Como se muestra en la fif,Ura 14, un primer ranco de inhi 

bici~n aparece usando concentraciones de calcio dentro de ~ste mismo orden de 

r:.a.¿;ni tud. Estos d?.tos 3u:;i0ren que 1'1 accio'n in.'1ibi toria del calcio sob::-e la 

sínte.sis de H~!t\ pueQe Ger sicnificativa ~vivo. 

Fuesto que el calcio activa. una eran va.rJeds.d de procesos a trave's de la 

fo!-n13.ció'n de un co::iplejo con la c?...lfiloduli:rl (13-1 :1), no~•o tras tambien estudi8.;nos 

la influencia cie e~ta prote{;iLl. y del inhibidor ele los procesos {:ependientes de 

Con re:::pecto a la i!ihihiciÓn de la s{n:e::;is de 1H!.4 produci.da por al tas con-

centraciones de calcio, r;e r.r:.. rt;-portado que el dJ.ño hep~tico producido por la 

falitlina depende de la presencia de calcio en el medio ~135). Por tanto, es po-

si ble que la inhibición de la síntesis de HNA a al tas concentracioms de calcio 

Gea uno de los eventos involucrados en el proceso del daño hep~tico por agentes 



CONCLUSION 

Bajo nuestras condiciones experimentales, los n~cl"los son penneables a mo

léculas pequeñas tales como la ¡;lucoDa 1 e impermeables a moléculas srandes como 

el dextra'n (Pi-! = 60 000 a 90 000), Posiblemente, aunque la técnica no lo detec 

te, el ~cl•rn es permeable al calcio, EGtos resultados concuerdan con los de 

la literatura (133). Por tanto, concluimo:i que la concentra.cien de calcio en 

el ni{cleo es un reflejo do la concc:ntraciÓn de calcio en el citoplasma, 

Por otra p.:::.rte, en est9 C3tudio no demos t~a.::1os la prcsen0ia de sitios de al-

ta afinidad para el calcio en rnfcleo celular, IJa causa de esto ne debe a la li-

mi taciÓn de la te'cnica utiliza.da { 123). BeeC. y col. su5iercn que actualmente no 

existe metodolo!:{a cé:.p2.z de o11te!1e!' da.t~:-.:--;, con la suficien~e :.r-:re~isió'n, de las 

concentrñ.cion~G de calcio unid.o y c;~lcio lro~e a los bajisimos ,,~t!lor9ti requeri-

dad en el n~cleo (134). ~n este articulo, ~:artonoGi disr~ute la. po8ibilidad de 

que éstas proteínas que fij2.n calcio con e.lt?. afinidiid, teru:;an un p2.pel en la 

síntesis de RllA ( í 34), 

Finalmente, en este trab3.jo demostramos que el c2.lcio inhibe la s{ntesis de 

fillA en inÍcleos aislados de h{cado de rata, y que este efecto del calcio en inde

pe:'ldfonte de la c3.lnodnl in::c, 
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EFFLCT OF CALCIUM AND CALMODULIN ON THE RNA SYNTHESIS 

IN ISOLATED NUCLEI FROM RAT LIVER CELLS 

J. P. Pardo and f. Fernánde:z; 

Departamento de Bioquimica, facultad de Medicina, Universided 

Hacional Aut6noma de K&xico, 04510 Mfxico, D. F. 

l. In-::roauctior. 

synthes.:is in s:!.ices or V·:?ntr-.-icular ti~sue ( 9), GE 3 cells ( 10) and culturas of chicl:en 

¡.ihospriorylation of non-hisTone pr,,teins ( 13, 14) aid the presence of c"lmodulin ir, 

- ~ ;. ~ :. : .. .:.; ·. :. ·:~ - - -. -:_: ~ ~ ~ -

i't 



), 

c~lcium were not confirmed by our study, wich has show instead that calcium 

inhibits PJ1A synthesis and that this effect (again unlike pP.:?vious hypothesis) is 

not dependent on calmodulin. 

2. ~aterf al and ~ethods 

9 
2.1 l·!;;terial: (2,6- H)UTP 1-:as obtained from !:ew r.ngland JlucJ.ear. ATP, GTP, UTP, 

CTP, albumin, calr.1odulin and chlorppo;Jazine i<ere from Sigma. All oth.?r rca¡;;¿nts wr:re 

of analytical grade. 

2.2 Isolat:ion of nuclei: The lÍ\'Br •:ere obtalned from r.iale r.'istar albino rats, 

i-7idnel1 5nG Ta-ra (15). 

precipitéted :r.aterial 1;c,s col.lected iJy filtration thPough r:hatnan GF/A pa?ers, and 

~ • !'"· ~ :- ._ - ... 



the initial rate of the RllA synthesis was lower in the presonce of calciwn than in 

the presence of EGTA. Incu~atfon for times longer than 20 rnin w;;re not. studied 

because ( 
3
H)U'fP incorporation reaction is not involved in the initiation of RNA 

syni:hesis but only during chain elongation (17). Calcium also dim.inis~.ed tl-.e ¡¡axir-.al 

3 
of ( H)UTF (see Fig l ~nd 1·~ble I), SLf[cstir1s a dec:~?ase in t~e to~~l 

num~er of acti\'e i.niti,.3.tion sitc!:. SiÍlce ci.1c:1u7. pcrtic~;-.,~tcs :in a v,~riety of 

p~ocesses tfir•oueh lts cc.:nple:·:ing LO c?.li:-odul.ln (1-3, 8), \,'C: also f¡::;ve studied the 

influence of this pr.:;te.in on the irifdbition of PJ.iA syr~tric:sis 1;;r ... Ci3.ted. by c2icium. 

?) . 

( ~-ll -, ' -·· ;.::: ~e:. 

-:; ·~.e ::.E'. ~":.s•1j,:s. r::e 



activating action of caldum in slices or cell cultures could be a rnore complex 

phenomena than the simple. interaction of the ion with sorne nuclear proteins, as had 

been pi>oposed by !{artonosi ( 11, 20). 

1he calcium concentration in the cytosol and probably in the nucleosol, is 1 µM 

or lor;¿.r (21). As shol-:n in figu:-e .3, a f:ir1st ranee of jnhib:iticm 2?~e~r ~Jsing 

calcium conc2n~rations w.ithin the same orGer of r.;3gnituCe. TJ.e~.2 Cata su~¿:c-ist -rhat 

the inhibitor>y action of c2lc:ium on the ?J~A synthesis can be s.it;tdf:iccnt in vivo. 

Therefc~e its physiolc·r;.ical siEni:icr:!1ce r,21:12.ins To be s~uG:ieC. 

: -._ -·· .. - _. 
·---·· 

7nt::ie:o~"'e, il: js; pci.ssible that i:-Jhib:ition o: FJ~A s:;nth~~sis at high c;;¡lciui.l 

con~en::·2""L::ions could be one o~ tte ev'2nts involved jn th€ p1 .. ocess of hepa~ic dam::ge 



Figure l. Effect of calcium_on the RNA synthesis. 

lluclei werc incubated in presence of l. 25 mH EGTA ( .i.) or 0.125 mM CaC12 (' ) for 
diiferent times. The synthesis of PJIA i-;as assayed as descr:ibed under :-:.Jterial and 
lfothods. The zero time value obtaine2 i-;as substracted from the other values. 
?..~sul ts are -rhe r:-122.n of t:!ire:e s<:;~2ra~e -.=>:pi:.?!··ii:.ent s. 

!iu:lei \:~~·e incel:;.red fC'!"' 20 1:-:in .in r!"'.:;sence o= 5 µM1 ;Ca?5C::-_,c2~~.:., ª-.: .5s::-c~.· . .r,_·ss~~~·.·,'·c•d. corJc-=r1trcr::c..r.$ cf cc1_;:-. .:idulin. -::~e syn-rr.e~.is o: RJ:.l4 ... :;..-- J'"''"' =- - ~-:· ...... : 

?.esults é..::"'€' iht TI:·:-.:-srJ o: "'.:;.:e E·t::}!é:.=-:~ ~):;>?~··.:::-,E:::-rts. 

r-...i::li::i 'i."'2!"º-2' ~:;c'J~·.¿·~:..=C .fc:r 2(, . .:ir; ..:.r. :•!"·(·3E.!1CE' of Ci::¿:·¿r¡°t (:1:;c-~;1:.!·crie:ns of Cé1ciL:r:-•• 

S:·::-it
0

:!2fi.s-. e: ?2:P. -.:a~. ~-~::z:::~··S 2~ (_( .. ;:::~i:·~·:. T~!r: r-.~:-::ii.u::-: ·.-~~::~~, r:- ?:.:!-. ~--/r,l!]f;·s.1~ ,,-;:.¡s 
- ' .. -.-:-e- .:....· .• r. • 
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l. 

2. 

3. 

4. 

Table I. The effect of calcium ions and calmodulin on RNA 
synthesis in isolated nuclei fpom rat liver cells. 

Incubation conditions 

EGTA 

Ca 2+ plus c3lmodulin 

RllA synth:?sis 
% activity 

------·---------·-------
100 

62.9 

51. 2 

63.l 

J:uc:~::: -.:::~·-= irir'.:::-2~,c..-.: ::--:-- 20 min in I'!'CSénce ')f: 1.- 1.25 J!'J·~ EGTJ-., 
- c.2;: ;·~.: ::·2~J 2 , ~-.- C'.125 rr:!·: car.1 2 plus l 1Jl·~ ca1]7!Qdulir., 

l; - ú.l~~ ¡;~-~ C2:'~ r.li~S .: ~-: c~.l::-~1·::ulin plus 0.25 i:"J·: Chlo:rr~··c;.2::i~·e. 
';'h(: [:Yí;"~:--:·.".:: :.s ::.: ;.~:~. ~.:-!:.: S2.Y2¿ ::;S d·.?S:r:~~::.od -~:1.:-::r-· ~:a: ~:-::2: ·~ne !:2th0Cs. 
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