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[En trabajos anteriores los autores (1-2) encontraron meodifica-
ciones en el contenido de Acidos nucleicos, en la actividad ribonu-
cledsica, y en la actividad del inhibidor natural de la ribonucleasa
del tejido cerebral de ratones que habian sido inoculados con una
capa de virus neurotrépico de naturaleza ribonucleoproteica.

Parece bien establecido el hecho de que en diversas condiciones
de estimulacién, la respuesta neurocitolégica se traduce por modi-
ficaciones del metabolismo proteico y de la cantidad y estado de
agregacion, tanto del dcido ribonucleico como de las ribonucleopro-
teinas. Hydén (3) considera a la célula nerviosa como el elemento
somdtico portador de acido ribonucleico “par préference”, ya que
inicamente la célula pancredtica puede igualarla en su alto conte-
nido de este material. Las determinaciones cuantitativas, efectuadas
tanto en neuronas aisladas como en tejido proveniente de diversas
zonas y 6rganos del sistema nervioso, han permitido a Brattgard (4)
sefialar un contenido promedio de 150 a 1000 pg. de 4cido ribonu-
cleico por célula, lo que representa una concentracién media de
0.5-3 a 20% en relacién con la cantidad de proteina seca.

Fs sabido, ademas, que el metabolismo proteico alcanza los més
altos niveles en las células nerviosas y que los fenémenos de croma-
tolisis y la alteracién agregacional de las particulas de ribonucleo-
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proteina que ocurren en coincidencia con el desarrollo, crecimiento
y regeneracién de la fibra nerviosa, justifica la afirmacién de Rich-
ter (5) en el sentido de que ademdis de la produccién de proteinas,
las transformaciones del acido ribonucleico forman parte esencial
de los mecanismos de respuesta y de adaptacion en la célula nerviosa.

La influencia de la luz sobre el contenido de 4cidos nucleicos ha
sido objeto de diversos trabajos experimentales. Brattgard (6) en-
cuentra aumento progresivo en la cantidad de ribonucleoproteina.,
desde el nacimiento hasta la edad adulta, en las células ganglionares
de la retina del conejo, y es evidente que este aumento se produce
en funcién de la edad y en dependencia directa de la luz visible
como estimulo especifico,

El contenido total de 4cido ribonucleico del encéfalo de ratas,
desde el nacimiento hasta el vigésimo noveno dia de edad, va aumen-
tando a partir del momento en que comienzan a ver, en marcado
contraste con lo que sucede en los animales que aiin no han abierto
los ojos, lo que sugiere la posibilidad de que este aumento se pro-
duzeca por efecto de la luz sobre el sistema diencéfalo pituitario (7).

En el campo de la fisiologia vegetal, la luz tiene influencia sobre
el desarrollo de los sistemas foliar-caulinar-radical versus floral-
seminal y son dignos de mencién los trabajos de De Deken (8-9}) y
de Metzner (10) en los que se demuestra que la sintesis de protei-
nas es inducida por la luz y que el acido ribonucleico desempena
un papel definitivo en dicho proceso.

Las modificaciones en el contenido de acide ribonucleico del te-
jido nervioso, provocadas por la luz o por la obscuridad, pueden
légicamente interpretarse en dos formas: 1° La luz afecta los pro-
cesos anabdlicos y determina un aumento efectivo en la sintesis de
dcido ribonucleico en los animales iluminados y, por lo contrario,
disminucién de dicha sintesis en los mantenidos en la obscuridad.
2° Se atentian los procesos catabélicos sobre el dcido ribonucleico en
presencia de la luz y se intensifican en los animales sometidos a la
obscuridad.

En este trabajo hemos querido examinar las modificaciones de
la actividad ribonucledsica y del inbibidor de la ribonucleasa del
tejido cerebral, tanto de animales sometidos a la accién de la luz
como de animales colocados en la obscuridad y de animales con-
servados en condiciones normales, con la finalidad de tratar de esta-
blecer si las variaciones en la conceniracién de 4cido ribonucleico
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son explicables por modificaciones de la actividad de estos agentes
biolégicos.

MATERIAL Y METODOS

Las determinaciones fueron electuadas en dos tipos de ratones:
17 ratones hembra adultos de 25 a 30 gramos de peso, procedentes
todos ellos de la granja del Instituto de Biologia.

2" En ratones sometidos, desde el momento de su nacimiento, a la
accién de la luz o de la obscuridad.

Los ratones fueron subdivididos en tres grupos de ocho animales
cada uno, que recibieron la designacién de grupo iluminado, grupo
obscurecido y grupo normal, de acuerdo con la iluminacién que
habrian de recibir. Cada grupo de ratones fue dispuesto en jaulas
cilindricas de vidrio, con cama de serrin y fueron alimentados ad
libitum con Purina y agua natural.

Los ratones del grupo iluminado recibieron iluminacién intensa
e ininterrumpida (fotoperiodo maximo = a 24 horas diarias), pro-
veniente de una fuente luminosa que emitia luz fria sin produccion
importante de calor. A esta iluminacién artificial se sumaba la luz
natural correspondiente al fotoperiodo normal. El grupo obscure-
cido fue mantenido ininterrumpidamente en completa obscuridad
(fotoperiodo nulo = a O horas diarias), pintando exteriormente de
negro las jaulas y colocéndolas dentro de cubiculos de madera total-
mente cerrados a la luz vy con ventilacién adecuada. El grupo normal
permanecié bajo las condiciones de iluminacién existentes en la
granja de cria (fotoperiodo normal = a 13 horas diarias). Los
animales estuvieron sometidos a estas condiciones experimentales
40 dias para las diferentes series.

Los animales fueron sacrificados por eterizacién. Los cerebros fue-
ron extraidos, lavados, pesados y homogenizados a temperatura de
0 a 3°C. Se prepararon homogenados individuales con agua bides-
tilada al 10% y la separacién del sobrenadante, a 40,000 revolu-
clones por minuto, se efectué de acuerdo con el método descrito en
articulo anterior (11}.

La potencia del inhibidor de la ribonucleasa fue determinada en
sistemas de ensayo que contenian 0.1 ml. del sobrenadante-inhibi-
dor, 0.1 ptg de ribonucleasa pancreatica cristalina disuelta en solu-
cion de gelatina al 0.1% y 10 miligramos de acido ribonucleico
disueltos en amortiguador de veronal-acetato sédico, ajustado a pH
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7.8 v fuerza iénica de 0.1. Los sistemas activos e inhibidos y sus
testigos, fueron incubados durante 30 minutos a 38°C en bafio de
agua. La precipitacién de los materiales insolubles con el reactivo
de acido perclérico-acetato de uranilo helado, la separacién de la
fraccion Acido soluble, su dilucién y espectofotometria, asi como
la cuantificacién en unidades de rihonucleasa, se hicieron de acuer-
do con lo sefialado antes (12).

RESULTADOS

La actividad inhibitoria del sobrenadante de homogenado cere-
bral sobre la ribonucleasa pancreética cristalina a pH 7.8 se expresa
en la tabla siguiente:

TABLA 1

.’\(Z'l']\-’TI)AI) ]NH]]{['I'UR[.‘\ DET. SUBRE\'AUA.\‘T[‘Z DE HUMUIJE,\AI)(D (_EHEBRAL SOBRE
RiponvcLEasa PANcCREATICA CRISTALINA

Ixuiprc1oN % a pH 7.8

10-1 ml SOBRENADANTE 40000 vs. 107 ¢ RNASE
10 mg RNA

Normales Oscurecidos Tlminados
17.7 % 49.0 % 19.8 %
18.7 39.6 19.1
18.7 53.2 2.6
17.7 54.6 0
1.1 39.5 0
6.5 46.3 )]
10,7 416.6 9.1
5.6 40.6 0
15.6 16.3 91
9.0 50.0 19.4
17.0 384 0
9.1 16.6 9.0
6.8 45.0 15.0
Prom, 12.32% 45,8 ¢ 793¢
Error Std. —+ 1.402 = 1.63 =+ 2.16
Desv, Std. =+ 5.05 -+ 5.40 =+ 781

Puede observarse que la actividad del inhibidor en los animales
normales ofrece variaciones muy importantes con error standard y
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desviacion standard elevadas y que otro tanto acontece, en forma
atin mas notable, en los animales iluminados. Por lo contrario, en
los animales obscurecidos la actividad inhibitoria se mantiene muy
uniforme en todos los casos y el error standard y la desviacion
standard son bajas. o sea que tienen valor estadisticamente signifi-
cativo. Es interesante el hecho de que con {recuencia, en los animales
iluminados, la capacidad inhibitoria fue de 0.

A titulo de hipétesis puede pensarse que tanto en los animales
normales como en los iluminados la cantidad de luz recibida pudo
variar por condiciones diversas dependientes de la colocacion pro-
pia del animal, lo que no acontece en el caso de los obscurecidos en
los cuales .independientemente de cualquier colocacién, la ausencia
de la luz era constante. Por lo tanto, v a pesar de las discrepancias
en los valores de actividad inhibitoria en los animales normales y
que se hacen mucho mas notables en los iluminados, la constancia
de estos valores en los animales obscurecidos confiere validez a la
falta total de iluminacién como circunstancia modificadora de la
actividad del inhibidor.

In los cuadros I, II y IIl se senala la actividad ribonucleasica
en los 3 grupos de animales.

CUADRO 1

NURMALES (N)
Unidades RNASA faet, diluc.

sERIE | 11 111 AY v
R 18.0 35.3 40.0 14.0 41.2
5 4.0 4.5 3.5 3.6 1.2 1.5 1.0 4.0 4.0 b 5.0 1.0 04
) 5320 525 515 516 365 368 363 440 440 432 490 480 416
M 430 440 430 425 340 345 325 417 377 396 415 420 388
Ri 9.0 85 3.5 9.1 2.5 3 38 23 6.3 3.6 T 40 28
Rr 390 395 395 389 328 330 315 37.7 337 364 365 380 384
INH 18.7 17.7 177 189 7.1 65 107 it 157 9.0 17.0 90 6.8
Promedio 3.30

Error 5td. == 0.365

Desv. Std. == 1.26

R = Actividad de 167 g RNASE
5 = Actividad de 10-1 ml SOBR 30000
¥ — Suma tedrica de actividades R + S
M = Actividad real de la mezcla 0.1 ug RNASE + 0.1 ml SOBR 40000
Ri = Actividad inhibida de RNASE
Rr = Actividad residual de RNASE
INH == Inhibicion %
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CUADRO II

oBscURECIDOS (0)

sErie | 11 A IV V
R 48,0 35.3 10.0 14.0 11.2
5 4.5 6.5 6.5 4.0 5.5 9.0 7.0 5.5 5.0 67 100 6.7
b 525 545 545 568 408 443 470 455 450 507 540 479
M 302 329 310 370 220 250 285 269 248 303 320 321
Ri 2230206 230 19.0 184 19.3 18.5 18.6 16.2 204 220 158
Rr 25.7 264 245 29.0 16.5 160 21.5 214 234 236 220 254
INH 164 450 490 396 532 546 462 466 406 463 500 383
Promedio 6.73
Error Std. —+= 0.548
Desv. Std. ~+= 1,90

CUADRO 111
ILUMINADBOS (L)

sERIE [ 11 ill v V
R 48.0 353 40.0 4.6 41.2
hl 2.0 6.5 414 5.5 1.2 1.5 3.5 5.0 5.5 5.5 6.5 5.0
N 500 545 397 408 365 398 43,5 455 455 495 505 462
M 40.8 450 388 428 370 410 397 470 377 195 465 100
Ri 9.2 9.5 0.9 0 0 0 3.8 0 7.7 0 1.0 6.2
Rr 388 385 344 353 353 353 632 400 322 340 400 350
INH* 191 198 26 0 4] 0 9.1 0 19.4 0 90 1504

* Por ciento.

Promedio 4.62
Error Std. == (L.464
Desv, Std. == 1:61

Puede observarse que en los 3 grupos de animales existen discre-
pancias sensibles en los resultados, pero que el ndmero de unidades
de actividad ribonucledsica es frecuentemente mayor en los animales
obscurecidos, tal como fue sehalade a propdésito del inhibidor, por
lo cual parece que la obscuridad tiene influencia sobre dicha acti-
vidad ribonucleésica.

Se practicaron 4 determinaciones de actividad ribonucledsica &
pH 8.0, o sea al pH realmente 6ptimo de la ribonucleasa alcalina
del tejido cerebral. Los resultados se sefialan en la tabla siguiente:
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Acrivinan RisoxucLiEAsica A pH 8.0
peE (L1 ml pE soBr

4000q
UNID.
liuminados Obscurecidos Normates
11 1.0 01 7.5 1 60
12 1.0 02 6.5 £ 5.0
13 4.5 03 6.5 % 4.5
14 3.0 04 Tad 4 25
Prom. 2.37 7.05 4.5

Puede observarse que la actividad ribonucledsica es también ma-
xima en los animales obscurecidos y que alcanza, en este caso sus
valores minimos en los iluminados.

En los animales sometidos a la accién de la luz o de la obscuri-
dad desde el momento de su nacimiento, las modificaciones encon-
tradas son sensiblemente semejantes a las sefialadas en los animales
adultos, es decir aumento de la actividad inhibitoria en los obscu-
recidos y disminucién en los normales, siendo mas notable esta
disminucién en los iluminados segiin lo sefialado en los cuadros
sigulentes:

NORMALES

R 52.0

5 1.0 1.8 2.5

> 53.0 53.8 54.5
M 440 7.3 454
Ri 9. 6.5 9.1
Rr 43.0 455 129
INHIBICION 16.0% 12.5% 17.5%

OBSCURECIDOS

R 52.0

5 5.1 4.3 4.6
x 57.1 56.3 56.6
M 441 445 44.5
Ri 13.0 11.8 12.1
Rr 39.0 10.2 399
INHIBICION 25.0% 22.7% 23.29%

TLUMINADOS

R 52.0

5 0.8 1.8 2.3
> 52.8 538 54.3
M 47.1 48.9 474
Ri 5.7 49 6.9
Rr 6.3 47.1 45.1
INHIBICIOX 11.0% 0.5 13.1%
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Por lo que respecta a la actividad de la ribonucleasa alcalina,
ésta aumenta en los animales colocados en la obscuridad y se man-
tiene uniformemente semejante tanto en los normales como en los
iluminados.

Activinap RIBONUCLEASICA ALCALINA

Normales Qbscurecidos fluminados
4.0 6.5 4.5
5.4 7.8 5.6
5.0 8.0 4.6

DISCUSION

Fl hallazgo de notable aumento de actividad inhibitoria de la
ribonucleasa en los animales obscurecidos, conjuntamente con eleva-
ciones frecuentes de la actividad ribonucledsica alcalina en estos
mismos, lo que pareceria paradéjico, hace pensar que la explicacién
probable de estos hechos radica en aceptar que el inhibidor de la
fraccién sobrenadante del homogenado de cerebro se encuentra inti-
mamente unido a la ribonucleasa alcalina que ejerce su accién a pH
6ptimo de 8 y que la presencia de algin factor capaz de separar al
inhibidor de la ribonucleasa, podria explicar tanto el aumento de
la actividad inhibitoria por liberacién de éste, como el aumento de
la actividad ribonucledsica por liberacién de la enzima. Es de acep-
tarse, por lo tanto, que la explicacién de lo observado en estos expe-
rimentos consistiria en aceptar que la falta de estimulos luminosos
trasmitidos hasta los centros nerviosos es capaz de provocar dicha
liberacién v que el descenso en la cantidad de dcido ribonucleico
observado por diversos autores en condiciones de falta de luz, pue-
de ser explicado por disminucién en su sintesis, pero probablemente
también por mayor actividad de la ribonucleasa alcalina.

RESUMEN Y CONCLUSIONES

La actividad de la ribonucleasa alcalina del tejido cerebral del
ratén, fue determinada en animales sometidos a condiciones norma-
les de iluminacién. en animales colocados en obscuridad completa
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y en otros sometidos a iluminacién artificial durante 24 horas
diarias.

La actividad ribonucledsica alcalina de la fraccién sobrenadante
del homogenado de tejido cerebral presenta variaciones en los 3
grupos de animales, sin embargo, frecuentemente es mayor en los
colocados en la ohscuridad que en los iluminados.

Se estudié también la actividad del inhibidor de la ribonucleasa
alcalina en los mismos 3 grupos de animales. En los sometidos a la
obscuridad, la actividad inhibitoria de la fraccién sobrenadante del
homogenado de tejido cerebral, determinada sobre ribonucleasa pan-
creitica cristalina, aumenta sensiblemente y de modo uniforme en
todos los casos. En los animales normales y en los iluminados, los
resultados son variables, aunque e advierte, en general, menor acti-
vidad del inhibidor en los iluminados. Esto sefiala probablemente
que el inhibidor se encuentra intimamente unido a la ribonucleasa
alcalina y que la falta de estimulos luminosos los disocia, causando
elevacién simultanea de la actividad de ambos, pero con predominio
notable de la actividad del inhibidor.

Estos hallazgos, ademaés, es posible que expliquen el efecto que
la luz tiene sobre la concentracién de acido ribonucleico en el tejido
cerebral.

SUMMARY

The activity of the alkaline ribonuclease and the activity of its
natural inbibitor were investigated in brain tissue homogenates ob-
tained from mice submitted to different illumination conditions,
namely: normal daylight period, complete darkness and continuous
artificial lightness.

The activity of the alkaline ribonuclease inhibitor of supernatant
fraction from aqueous whole homogentes was determined on crystal-
line pancreatic ribonuclease. In the animals kept in darkness the
results of all determinations sbowed striking uniformity making
apparent that inhibitory activity is notably increased in their brain
tissue.

In normal and continuously illuminated animals the results showed
larger dispersion, even though the inhibitor activity seemed to be
lower in last condition than in the former.

The alkaline ribonuclease activity of the supernatant fraction and
that of the whole homogenate were different in all three groups ol
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animals, however such activity was higher in darkness than in
normal and artificial continuous illumination.

This fact probably indicates that the inhibitor is closely bound

to the énzime and that the darkness promotes their dissociation, rising
mainly the inhibitor activity.

These findings could explain the increase of the concentration of

ribonucleoprotein exerced by light in nervous tissue, as has been
observed by other authors.
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