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Etilnitrosourea causa subexpresion de la subunidad de
7.6 kDa de la ARN polimerasa |l en ovocitos fetales de
raton y disminuye los niveles generales de transcripcion

Edmundo Bonilla,* Jesus del Mazo**

RESUMEN

ABSTRACT

Etilnitrosourea (ENU) es un agente alquilante que causa anor-
malidades congénitas en los fetos cuando se administra a hem-
bras gestantes. Se ha determinado que ENU es capaz de inducir
apoptosis y detener el crecimiento de érganos y tejidos fetales
inmediatamente después de ser administrado. Aunque las pro-
piedades mutagénicas de ENU son bien conocidas, poco se cono-
ce acerca de sus efectos a nivel de la transcripcién celular. En el
presente estudio se evalud el efecto de este agente en la sobrevi-
vencia de ovocitos fetales de ratén cultivados in vitro, y se ana-
lizaron sus alteraciones en la expresién génica. Una
concentracion de 1 mM de ENU diminuyé la sobrevivencia de
los ovocitos en cultivo al 70% después de 24 h de exposicion. El
ARNM de los ovocitos control y tratados con ENU fue retro-
transcrito, se elongaron los extremos 3’ del ADNc generado con
residuos de desoxiadenosina, y éste fue amplificado mediante
PCR. La cantidad de ADNc formado a partir de 10 ovocitos tra-
tados con ENU fue, en promedio, 5 veces menor a la formada a
partir del mismo ndimero de ovocitos control. El analisis dife-
rencial de la expresién génica a partir de 6,000 clones mostré un
solo clon correspondiente con un gen subexpresado en los ovoci-
tos tratados con ENU. Este resultado fue confirmado mediante
Southern blot, y el clon fue secuenciado e identificado como la
subunidad de 7.6 kDa de la ARN polimerasa Il. Se concluye que
ENU disminuye los niveles generales de transcripcién de los
ovocitos expuestos, probablemente debido a la subexpresion de
la subunidad de 7.6 kDa de la ARN polimerasa 11.

Ethylnitrosourea (ENU), an alkylating agent, induces con-
genital anomalies in fetuses when it is administered to preg-
nant animals. It has been reported that ENU induced
apoptosis and growth arrest in fetal tissues and organs im-
mediately after its administration to pregnant rats. The mu-
tagenic properties of ENU are well documented, but less is
known about its effects on transcription. In the present study
we have evaluated the effect of ENU on the viability and
gene expression in fetal oocytes cultured in vitro. Results
show that oocyte survival decreased significantly to 70% af-
ter 24 h exposure to 1 mM ENU. mRNA from control oocytes
and oocytes exposed to 1mM ENU was reverse transcribed.
Then, the 3’ end of first-strand cDNA was elongated with
deoxyadenosine residues, and cDNA was PCR amplified. In
average, the amount of cDNA generated from 10 ENU oo-
cytes was five times lower than that generated from the same
number of control oocytes. Differential screenings were per-
formed to monitor altered expression of genes in ENU ex-
posed oocytes. Confirmation of the identity of clones
corresponding to deregulated genes was obtained by South-
ern blot. After screening 6,000 clones, only one was found to
be clearly down regulated in oocytes exposed to ENU: the
7.6-kDa subunit of RNA polymerase Il. We conclude that
ENU diminishes RNA expression levels in oocytes exposed to
this agent, probably due to down-regulation of the 7.6-kDa
subunit of RNA polymerase I1.

Palabras clave: Etilnitrosourea, transcripcion, ARN polime-
rasa Il.
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Efecto de ENU en la transcripcion celular

INTRODUCCION

Etilnitrosourea (ENU) es un potente agente mutagé-
nico para un gran namero de células somaticas y ger-
minales de diferentes especies. Es capaz de causar
etilacién de cualquier &tomo de oxigeno y nitrégeno
del ADN, produciendo una gran cantidad de alquilfos-
fotriésteres.?

ENU es también un teratdégeno. En estudios toxi-
colégicos in vivo, utilizando como modelos al ratén y
la rata, se ha determinado que tiene la capacidad de
causar anormalidades en el sistema nervioso central,
tejidos craneofaciales, asi como en 6rganos reproduc-
tores, como consecuencia de una disminucion de la
proliferacién celular y a un aumento en muerte celu-
lar por apoptosis.?®

Estudios in vitro, al igual que los estudios in vivo,
muestran que ENU afecta la proliferacion celular,
causa apoptosis y aumenta la frecuencia de mutacio-
nes en células germinales primordiales, y en lineas
celulares linfoblastoides, entre otras.*®

Aungue las propiedades mutagénicas y teratogéni-
cas de ENU, asi como sus efectos en la proliferacion y
viabilidad celulares han sido estudiadas en profundi-
dad, poco se conoce acerca de los efectos de este agen-
te a nivel de la transcripcién celular. Para obtener
mayor informacién al respecto, en el presente estudio
se evaluo el efecto de ENU en la sobrevivencia de ovo-
citos fetales de ratén cultivados in vitro, y se analiza-
ron los niveles de transcripcion general y los cambios
en la expresion génica en los ovocitos expuestos.

MATERIAL Y METODOS

Los ovocitos fetales de ratdén fueron cultivados de
acuerdo con la metodologia descrita.”® Brevemente, los
ovarios de embriones de ratones hembra de 17 dias
postcoito se sembraron en medio Waymouth (Gibco-
Brl, Alemania) suplementado con sueros fetales de
bovino y de caballo (2.5 y 5%, respectivamente) y se
incubaron a 37°C en una atmosfera con 5% de CO,,.
En el dia 6 de cultivo, cuando los ovocitos alcanzaron
un diametro de aproximadamente 70 umy se aprecia-
ba claramente la zona pellcida y la vesicula germinal,
los cultivos fueron tratados con diferentes dosis de
ENU (Sigma Chemical Co., EUA): 250, 500 y 1,000
uM por 24 h, y durante los siguientes 15 dias se eva-
lué la sobrevivencia de los ovocitos (denominados
ovocitos tratados), contando el nimero de éstos por
placa. Otros cultivos no fueron tratados con ENU.
Los ovocitos que se desarrollaron en estos cultivos se
denominaron ovocitos control.
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En base a los resultados del efecto de ENU en los
cultivos de ovocitos, se seleccion6 la dosis de 1 mM
para tratar a los ovocitos con los que se generaria y
amplificaria el ADN complementario (ADNCc) que se-
ria utilizado para realizar el analisis de los niveles de
transcripciéon general, asi como los analisis diferen-
ciales que nos permitieran la identificacion de algu-
nos genes desregulados por efecto de ENU.

Dadas las limitaciones existentes para obtener ovo-
citos cultivados in vitro partiendo de ovarios fetales,
la generacion y amplificacion del ADNCc se desarrollé
con una metodologia que permite trabajar con un
bajo nimero de células (10 células son suficientes).®
Brevemente, el ARN mensajero (ARNm) de 10 ovoci-
tos fue retrotranscrito a 37°C durante 15 min utili-
zando un oligo(dT),, (Promega, EUA) y la enzima Su-
perscript Il (Gibco-Brl, Alemania). Para poder ampli-
ficar el ADNCc generado, los extremos 3™ de la primera
cadena se extendieron con residuos de desoxiadenosi-
na utilizando la desoxinucleotidil-transferasa termi-
nal (TdT; Roche, Alemania) a 37°C durante 15 min en
presencia de dATP (Promega, EUA). La amplificacién
de las cadenas de ADNCc con extensiones de poli(dA)
se realiz6 por medio de reaccién en cadena de la poli-
merasa (PCR) utilizando la ADN polimerasa Ampli-
taq (Perkin Elmer, EUA) y un oligo (dT) con una dia-
na de reconocimiento de la enzima EcoRI. Las condi-
ciones utilizadas para la reacciéon de PCR fueron:
desnaturalizacion inicial a 96°C durante 10 min; 25
ciclos de desnaturalizacion a 96°C durante 1 min, ani-
llamiento del oligo (dT) a 42°C durante 2 min, exten-
sién a 72°C durante 6 min (con un incremento de 10 s
en cada ciclo); y extension final a 72°C durante 5 min.
A continuacién, se afiadieron 10 U mas de Amplitaq,
y se realiz6 una segunda reaccion de PCR, con las si-
guientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 96°C
durante 10 min; 25 ciclos de desnaturalizacion a 96°C
durante 1 min, anillamiento a 42°C durante 2 min,
extension a 72°C durante 6 min; y extensioén final a
72°C durante 30 min.

Los niveles de transcripcién general en los ovocitos
control y tratados fueron analizados mediante la
cuantificacion espectrofotométrica del ADNc genera-
do, asi como mediante el corrimiento electroforético
en geles de agarosa al 1% en amortiguador TBE (Tris
90 mM, acido bérico 90 mM, EDTA 2 mM, pH 8) de
10 uL de los productos obtenidos por PCR.%

Para poder realizar el analisis diferencial de la ex-
presién génica, se gener6 una genoteca de expresion
utilizando el ADNc de los ovocitos control. EI ADNc
se purificd utilizando el estuche para purificacidon de
productos de PCR (Boehringer, EUA), siguiendo las
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recomendaciones del proveedor. EI ADNc fue digeri-
do con 40 U de EcoRI (Promega, EUA) a 37°C du-
rante 4 h. EI ADNc se ligé a los brazos del vector
ZAP-Express (Stratagene, EUA) previamente digeri-
do con EcoRI con la T4 ADN ligasa a 12°C durante
12 h. La genoteca fue empaquetada con el sistema
Gigapack Il (Stratagene, EUA), segln las condicio-
nes especificadas por el proveedor. A continuacién,
2,000 fagos de la genoteca generada se incubaron con
bacterias XL1-Blue (Stratagene, EUA) sobre cajas
con medio de cultivo LB-Agar'® a 37°C durante 12 h,
hasta que se formaron claramente los halos de lisis
que indicaban la replicacion de los fagos. Estos fue-
ron transferidos a membranas de nitrocelulosa por
duplicado y una de las réplicas se incub6 con una
sonda radiactiva de ADNcs procedente de ovocitos
control, mientras que la otra se incub6 con una son-
da radiactiva de ADNcs de ovocitos tratados con
ENU. Fueron seleccionados aquellos clones que
mostraron sefial con la sonda de ovocitos control,
pero no con la sonda de ovocitos tratados (pudiendo
indicar una disminucién de su expresién debida al
tratamiento), asi como los clones que no mostraron
sefial con la sonda de ovocitos control, pero si con la
de ovocitos tratados (pudiendo indicar un aumento
de su expresion debida al tratamiento).

Los resultados del primer analisis diferencial fue-
ron confirmados mediante Southern blot: los fagos
correspondientes a ADNCcs en los que se observé dife-
rencia en sefal se aislaron, sus insertos se amplifica-
ron por PCR (desnaturalizacién inicial a 96°C duran-
te 5 min; 25 ciclos de desnaturalizacién a 96°C duran-
te 30 s, anillamiento de los oligonucleétidos P y RP
que flanquean al inserto a 60°C durante 30 s y exten-
sion a 72°C durante 1 min; extension final a 72°C 10
min), fueron separados en geles de agarosa al 1% en
TBE por duplicado, y transferidos a filtros de nylon
para un segundo andlisis, en el que fueron nueva-
mente incubados con las respectivas sondas radiacti-
vas de ADNcs de ovocitos control o tratados con
ENU. Los insertos de los clones de interés fueron se-
cuenciados por el método de los terminadores de ca-
dena por didesoxinucledtidos! en un secuenciador
automatico fluorescente (Perkin Elmer, EUA) y com-
parados con las bases de datos del Laboratorio Euro-
peo de Biologia Molecular (EMBL) y GeneBank para
su identificacidn. EI tamafio del inserto secuenciado
fue de 578 pares de bases.

El andlisis estadistico de los valores de sobreviven-
cia de los ovocitos, asi como el de los niveles de trans-
cripcion generales, se llevo a cabo mediante la prueba
U de Mann-Whitney con el programa SAS (SAS Insti-
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tute, EUA). La significancia estadistica se establecid
con un valor de p < 0.05.

RESULTADOS

El efecto de ENU en la sobrevivencia de los ovocitos
fetales en cultivo se observa en la figura 1. La sobre-
vivencia de los ovocitos tratados con una concentra-
cion de 250 uM de ENU no fue significativamente
afectada. Sin embargo, la concentracion de 1 mM
tuvo un efecto significativo a partir de 24 h de exposi-
cion de los ovocitos al agente.

El ARNm de 10 ovocitos control o tratados con
1mM de ENU durante 24 h fue retrotranscrito y am-
plificado por PCR. El andlisis electroforético de ali-
cuotas de 10 uL de los productos de PCR mostr6 una
estela de ADNc entre los 400 y 800 pb (Figura 2). Se
observa que la cantidad de ADNc generado a partir de
los ovocitos tratados con ENU es considerablemente
menor que la producida a partir de ovocitos sin trata-
miento. La cuantificacion del ADNc generado a partir
de ovocitos control mostré un valor promedio de 240
=+ 27 ug, en tanto que en los ovocitos tratados con
ENU este valor fue de 46 & 13 ug, valores obtenidos a
partir de tres experimentos independientes, que indi-
can que la transcripcidon general en los ovocitos ex-
puestos al agente se encuentra disminuida.

El analisis de 6,000 clones mostré un solo clon co-
rrespondiente con un gen subexpresado en los ovoci-
tos tratados con ENU. Este resultado fue confirmado
mediante Southern blot (Figura 3), y el clon fue se-
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Figura 1. Efecto de ENU en la sobrevivencia de ovocitos fetales
in vitro. En el dia 6 de cultivo, los ovocitos se expusieron duran-
te 24 h a diferentes dosis de ENU, y la sobrevivencia se evaluo
enlos dias 7, 11, 16 y 21 de cultivo. Los valores representan los
promedios & DE (barras) de 3 experimentos independientes.
*Diferencia con respecto al control prueba U de Mann-Withney,
p < 0.05.
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de alicuotas de
ADNCc de ovocitos de ratén tras su sintesis y amplificacién. Ca-
rril 1: Marcador de pares de bases (pb). Carril 3: ADNc de ovo-
citos sin tratamiento. Carril 5: ADNc de ovocitos tratados con
ENU. Carril 7: Control negativo (se omitié la transcriptasa re-
versa en la reaccion).

cuenciado e identificado como la subunidad de 7.6 kDa
de la ARN polimerasa Il (acceso EMBL AA208928),
con el que mostr6 98% de homologia en 380 bases.

DISCUSION

La citotoxicidad que ENU mostré hacia los ovocitos
fetales de ratdén en cultivo fue menor que la que han
mostrado algunos otros agentes, como es el anti-
neoplasico doxorrubicina, con el que a partir de una
dosis mil veces menor (1 uM) se obtuvo una disminu-
cion en la sobrevivencia de los ovocitos al 50% des-
pués de 24 h de exposicion.® Sin embargo, ENU
mostré un efecto sobre los niveles de transcripcion
general de los ovocitos que no fue observado con
doxorrubicina® o con el plastificador monoetil-hexil-
ftalato (manuscrito en preparacién).

Para obtener informacion acerca de los mecanis-
mos moleculares del dafio causado por ENU, se rea-
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Electroforesis

Southern blot

Figura 3. Analisis diferencial
de la expresion génica. Un
N g E clon cuyo inserto present6 un
gen diferencialmente expresa-
do en ovocitos tratados con
ENU en el primer analisis dife-
rencial se amplific6 mediante
PCR, se separ6 por electrofore-
sis y se transfiri6 a membranas
de nylon por duplicado. Una
membrana se incub6 con una
sonda de ADNcs de ovocitos
Control (C), y la otra con una
sonda de ADNcs de ovocitos
tratados con ENU (T).

lizaron analisis diferenciales de la expresion génica
a partir de 6,000 clones provenientes de una geno-
teca de ADNc de ovocitos fetales de ratén, y se de-
terminé que ENU causa subexpresion del gen que
codifica para la subunidad de 7.6 kDa de la ARN po-
limerasa Il, enzima responsable de la sintesis de
ARNmM en los eucariontes. Este resultado podria
justificar que los niveles de transcripcién generales
se encuentren disminuidos en los ovocitos tratados
con ENU, ya que la subexpresién de una subunidad
de la ARN polimerasa Il necesariamente afectaria
la eficiencia transcripcional del ovocito, aunque por
supuesto se requieren estudios adicionales para
confirmarlo.
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Estudios previos han mostrado el efecto de ENU
en la expresién especifica de ciertos genes. Kataya-
ma y cols. (2002)*? realizaron un estudio con ratas
prefiadas a las que se les administré ENU en el dia
13 de gestacion, en el que determinaron que la ex-
presion de p53, asi como la de sus genes blanco p21,
bax, ciclina G1 y fas, aumento6 significativamente
en las células neuroepiteliales fetales 6 horas des-
pués del tratamiento. A continuacion se observé
arresto en el ciclo celular y apoptosis, lo que sugie-
re que ENU puede inducir estos eventos celulares
en el sistema nervioso central fetal a través de la
regulacion de p53 y sus genes blanco. EI mismo
efecto fue observado en las células germinales pri-
mordiales de las ratas fetales después de estar ex-
puestas a ENU.® En el presente estudio, se observé
el efecto de ENU en la expresion génica de la subu-
nidad de 7.6 kDa de la ARN polimerasa 11, lo que
claramente muestra que ENU presenta, ademas de
sus conocidos efectos mutagénicos que son hoy en
dia ampliamente utilizados para el esclarecimiento
de la funcién de varios genes, efectos especificos so-
bre la transcripcién génica.

Serd muy interesante determinar los mecanis-
mos moleculares a través de los cuales este agente
modula la expresion génica. Lo mas probable es un
efecto mutagénico sobre las regiones reguladoras
proximales (promotores) o distales (enhancers),
que afectaria la unién de factores de transcripcion,
y por tanto la expresion de los genes que regulan.
Sin embargo, no debe descartarse un efecto directo
sobre las proteinas, en este caso sobre los propios
factores de transcripcion, dado que ENU puede
causar la alquilacién no sdlo de acidos nucleicos,
sino también de proteinas.

ENU ha sido ampliamente utilizado en investi-
gacion debido a sus propiedades mutagénicas. El
hecho de que también presente efectos especificos
en la transcripcion celular abre la posibilidad de
utilizar a este agente para estudiar la regulacion
génica, en especial la que se lleva a cabo durante la
muerte celular programada desencadenada por este
agente.
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