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Recientemente se ha formulado 1a hi-
pétesis (1) de que la ribonucleasa alca-
lina (pH 7.8), presente en el nucleo y
citoplasma de la mayoria de las células
de mamiferos, podria regular la canti-
dad de RNA dentro de la célula.

Diferentes estudios en cerebro de ra-
tas han demostrado que la actividad de
esta enzima por célula, aumenta gra-
dualmente manteniendo una relacion
constante con la cantidad de RINA por
célula, durante las primeras semanas de
vida. Malnutricién durante el periodo
prenatal, resulté en marcado aumento
de la actividad de esta enzima expre-

sado por miligramo de RNIA en el cere-
bro de rata.

La ligadura de la arteria uterina en
la rata ha demostrado previamente que
altera ‘el cociente RN'A/DNA di= 1a pla-
centa (2). De ahi que se ha medido la
actividad de la RNasa y se ha relacio-
nado con cambios en el peso fetal, con-
tenido de acidos nucleicos y proteina, a

diferentes periodos después de ligar la
arteria uterina y se tratd de determinar
la intensidad de estos cambios y la in-
terrelacién de estos parametros en ofro
tipo de retardo de crecimiento. |

MATERIALES Y METODOS

Se obtuvieron ratas albinas prefiadas
(Sprague Dawley). A los 16 dias de
gestacién y bajo anestesia ligera se rea-
liz6 laparotomfa y se ligé la arteria
uterina que suple sangre a uno de los
cuernos, el otro cuerpo uterino se dejo
sin tocar y sirvié de control. Se retornd
el Gtero a la cavidad abdominal y se
permitié que el embarazo continue.

Los animales fueron sacrificados: 24,
48 v 72 horas después de la cirugia, las
placentas y fetos fueron removidos, pe-
sados y mantenidos en hielo, luego fue-
ron homogenizados con agua destilada
a 2°C. hasta obtener una concentracion
final del 15%, usando homogenizadores
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de cristal (Kontes - Duall). Se usaron
suficiente numero de placentas control,
para obtener muestras de aproximada-
mente 0.3 gr. Las placentas ligadas se
dividieron en: proximal, intermedias y
distales de acuerdo a la distancia de la
ligadura y se usaron suficiente numero
de placentas para obtener muestras de
aproximadamente 0.2 gr. Se removio
1ml. del homogenizado original para
analisis subsecuente de 4cidos nucleicos
y proteina. En el resto de homogenizado
se midi6 la actividad de la Ribonu-
cleasa, con modificacion del método de
Roth (3).

La mezcla para este ensayo, estuvo
compuesta de: 0.2 ml. veronalacetato
bufer, 0.1 ml. de 0.01M. p-écido cloro-
merctrico benceno sulfénico, 0,2ml. de
substrato de RNA v 0.1ml. del homoge-
nizado de placenta.

Las muestras se incubaron por 30 mi-
nutos a 37°C. v se terminé la reaccion
anadﬁen&o- 0.6 m!l. acid-alcohol lantha-

num chloride frio. Después de 20 miny.
tos de centrifugacion en frio, se removig
el sobrenadante de las muestras, se di-
luy6é 1:10 con agua destilada y se leyg
a 260 en el espectrofotometro.

Las unidades de Rnasa fueron arhi-
trariamente definidas como: Densidad
Optica x 100. Después de corregir:
dilucién de la muestra durante homo-
genizacién y lectura en el espectrofoté-
metro, los resultados fueron conver-
tidos 2 unidades por gramo de tejido y
por miligramo de DNA, RNA y protei-
nas, de acuerdo a los métodos de Fleeck
and Munro (4), Hutchinson (5), y Biu-
ret (6).

RESULTADOS

En la Tabla I, se demuestra la reduc-
cién de peso placentario después de la
ligadura de la arteria uterina. La mag-
nitud de esta reduccién decrece de pro-
ximal a intermedia y a distal.

TABLA 1

PESO DE LA PLACENTA EN GRAMOS

24 HORAS
Control Proximal Intermediate Distal
Promedio 0.275 0.236 0.201 0.257
D.S. +0.033 +0.034 +0.030 +(.044
n 9 5 5 5
P valor
<0.05 <0.02 N.S. (SIGUD)
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48 HORAS
Control Proximal Intermediate Distal
Promedio 0.344 0.218 0.317 0.342
D.S. +0.016 - #0.040 +-(.026 220,022
n 10 4 Jo4 2
p valor <0.001 < 0.05 - NS-S.
72 HORAS
Promedio 0.424 0.294 | 0.346 0.374
DS. " 0072 +0.057 +0.007  =+0.002°
n 10 5 5 e
p valor | <0.005 N.S. - N.S.

D.S.: Desviacion estandar

n: Numero de observaciones

p: Valores entre grupos ligados y grupos control
N.S.: No significante

El contenido de DNA placentario no | bargo a las 48 horas sé notd una dismi-
fue afectado durante las primeras 24 nucién significativa en las placentas

horas de ligadura (Tabla 2). Sin em- * proximales que persistié a las 72 horas.

. TABLA II

PARAMETROS DEL CRECIMIENTO CELULAR PLACENTARIO
24 HORAS

DNA RNA Proteina RNA .Proteina

(mg) (mg) (mg) DNA DNA
Control
Promzdiio 0.599 1.430 15.0 iaher 4 221
D.S. +0.087 -+-0.200 #H3 §roisaivesti): 29 +4.3
n 10 10 10 10 10

(SIGUE)
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24 HORAS
RNA Proteina RNA Proteina
8@% (mg) (mg) DNA DNA
Pﬁﬂo - 0.688 1.046 19.2 1.54 29.8
D.S. +0.120 +0.200 =4 .2 +0.26 +T7.0
o 5 5 5 63 5
p valor N.S. <0.005 <0.025 <0.001 N.S.
48 HORAS
l
B e SN RN Wy - 259 297
+B.S. +0.121 +0.27 +4.4 +-0.47 +3.8
n 10 10 . 10 10 10
Proximal
Promedio 0.500 0.924 12.0 1.82 23.2
D.S. +0.041 +(0.188 s 0 -+0.26 +4.79
n 4, 4 4 4 4
p valor <0.01 <0.001 <0.02 <0.02 <0.05
72 HORAS
Control
Promedio 0.747 1.93 25.8 2.7 34.2
D.S. +0.165 +0.32 =517 +0.334 +4.6
n =2 9 9 9 9
Proximal
Promedio 0.538 1.23 19.0 2.3 35.8
DS.  +0.077 =+0.198 +3.8 -+0.28 +6.2
n 6 6 6 6 6
p valor  <0.005 <0.001 <0.05 <0.05 N.S.

DS.: Dgsvia-ci(m estandar
n: Nimero de observaciones

p: Va.lo1.*es entre grupos ligados y grupos control
N.S.: No signifieante

—
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El contenido de RNA y proteinas
ademas del cociente RNA/DNA estuvo

disminuido en todos los diferentes tiem-

pos estudiados. La actividad de RNasa

total, por gramo de tejido estuvo marca-
damente elevado en las placentas proxi-

males en todos los periodos estudiados.
Tabla 3.

TABLA 1II1I

ACTIVIDAD TOTAL DE LA RNASA EN PLACENTA
24 HORAS

Unidades Unidades Unidades Unidades Unidades

Organo  Gramo mg DNA mg RNA mg Proteing
Control
Premedio 3148 11277 5270 2254 215
DS.  :pee £4285; 1780 1051 5602 L -+4T
n S 10 10 210 10
Proximal
Promedio 4016 17974 6382 4200 229
DiS. 00000 h4BFCL 453 1460 068457
S S Wil 5 2L 5
p valor <0.005 <010 <0.001 <0001 N.S.
Porcentaje de Control 121 186

ACTIVIDAD TOTAL DE LA RNASA EN PLACENTA

48 HORAS
-Pg%nr::géio 4741 13781 7190 2691 248
DS. 41139 - 32620 %2161 ) 2484 =T9
a S | 10 10 IR T - .10

" (SIGUE)
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48 HORAS

da Unidades Unidades Unidades Unidades
Uggﬁ? &amo mg DNA mg RNA mg Proteing

Promedio 6899 31891 13923 7592 633
DS. 862  +3262 =781 668 90
n 4 4 4 4 4
R, <001 <0001 <0001 <0.001 <0.001
194 282

Porcentaje de Control

" ACTIVIDAD TOTAL DE LA RNASA EN PLACENTA

72 HORAS
' P%n":dm - 5927 16384 9505 3649 281
D.S. 19380 1881 651 =651 =65
n 9 9 9 9 9
Pi?ggﬂo 7745 23598 12216 5417 @ 142
D.S. +1392 2562 3096 =+1139 --198
TR 5 5 5 5 5
p valor <010  <0.001 <0.10 <0.005 =0.05
Porcentaje de Control 129 148

D.S.: Desviacién estandar

n: ‘I\;ﬁlmero de observaciones

p- valores entre grupos ligados y grupos control
N.S.: No significante

Este aumento fue menos notable en las placentas intermedias y en las
placentas distales, se noté una ligera diferencia al comparar con el lado no
operado. Figura 1.
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ACTIVIDAD TOTAL DE LA RNASA EN PLACENTAS DE RATAS
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Fig. 1: Cambios en la actividad de la RNasa en placenta de rata después de 24, 48 y 72
horas de haber sido ligada la arteria uterina. Noitese que la actividad de la enzima,
aumenta inversamente con la distancia de la ligadura. _

Cuando los resultados se expresaron
¢como unidades por miligramo de pro-
beina, elevaciones significativas fueron
aparentes solo a las 48 y 72 horas des-
pués de la ligadura, cuando se expre-
saron los resultados por célula o mili-
gramos de DINA, elevaciones significa-

tivas fueron vistas sélo a las 48 horas.
La elevaciéon de la actividad ocurrio
con caida del contenido de RNA por
célula, de manera que la actividad de
RNasa por miligramo de RNA fue mas
grande que el aumento de actividad de
RNasa, por célula. Tabla 3.
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DISCUSION

Este estudio demostré que la liga-
dura de la arteria uterina a los 16 dias
de gestacién, tiempo en que sintesis de
DNA todavia ocurre en placenta de
rata, fue asociada ¢on disminucién del
nimero de células (DINNA por célula).
Estos cambios celulares fueron acompa-
fiados de reduccién del contenido de
RNA por célula, ejemplo: cociente
RNA/DNA y contenido de RNA por
gramo de placenta, especialmente mar-
cado durante las primeras 48 horas.

Después de 72 horas, muchas de las

anormalidades retornaron cerca de la
normalidad, sugiriendo que la circula-

cién colateral desde el ovario, podria
estar aliviando la insuficiencia vascu-

lar.

Desde que el contenido de DNA pla-
centario a las 48 y. 72 horas después de
la ligadura es igual al valor obtenido a
los 16 dias, se concluyé que no habia
ocurrido muerte celular a comsecuemcié.
de la ligadura. Esto estuvo de acuerdo
con lo reportado por Wigglesfoth (7)
quien no. encontré. evidencia de anor-
malidades - histolégicas o destruccién
celular en placentas ligadas por 5 dias.

Este trabajo describe también las al-
teraciones que ocurrieron con la acti-
vidad de RNasa placentaria. Uno de los
cambios més tempranos fue la elsvacién
de la RNasa con concomitante dismi.
nucién de RNA de los tejidos. Estos
cambios en el metabolismo del Acido
Ribonucleico, precedieron a cambios en
el contenido total de DNA y son mu-

cho més marcados que las reduccciones
en peso placentario o contenido de pro-
teinas.

En este estudio no se determiné 1l
tasa de degradacion de RNA. Sin em-
bargo, los cambios en la actividad de
RNasa y el cociente RNA/DNA en las
placentas ligadas, pueden ser conside-
rados como evidencia que soporte el
concepto del papel que juega la Ribo-
nucleasa en el metabolismo celular.

La elevacién de la actividad de esta
enzima parece presentarse como un
cambio temprano y podria ser utilizado
como medida de malnutricién celular
temprana.

RESUMEN

Se protujo retardo de crecimiento
intrauterino en ratas albinas, ligando
la arteria uterina que suple sangre a
uno de los cuernos del ttero, a los 16
dias de gestacién. El otro cuerno ute-
rino se dejé sin tocar'y sirvié como con-
trol. |

Los animales fueron sacrificados: 24,
48, 72 horas después de la ligadura y
las placentas fueron divididas en: pro-
Ximal, intermedia y distal del sitio de
ligadura.

En todos los paridmetros estudiados,
el grado de anormalidad fue inversa-
mente proporcional a la distancia de la
placenta del sitio de ligadura.
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Fetos y placentas fueron mas peque-
fios en el lado ligado. La actividad de
1a Ribonucleasa total, fue mas elevada
en los fetos “ligados”, expresado por
gramo de tejido o milligramos de acido
;ibonu-cLiC*o. La elevacién de la enzima
se asocié con reduccién del contenido
total de RNA y el cociente RNA/DNA.

Estos resultados favorecen la hipd-
tesis de que la Ribonucleasa juegue un
papel importante en la regulacion de
los niveles de RNA. Ademas, sugiere
la posibilidad de usar la actividad de
la ribonucleasa alcalina, como marca-
dor del retardo fetal intrauterino.
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