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Resumen. Se estudio el efecto del Plomo sobre la morfologia nucleo-
lar en células meristematicas de cebolla (Allium cepa L.), para tratar
de determinar la accién del metal sobre 1a actividad biosintética. Los
bulbos se cultivaron en agua filtrada a 25°C; el tratamiento con PbCl,
se realizd a concentraciones de 5, 10 y 20 ppm por 4, 8, 12 y 24 horas
de exposicion. El andlisis revela variaciones de la morfologia nucleo-
lar, las cuales se hicieron més severas a medida que se aument6 la con-
centracion y el tiempo de exposicion, entre estas se pueden mencio-
nar: segregacion nucleolar, aumento de centros fibrilares y nucléolos
colapsados, considerados manifestaciones morfoldgicas relacionadas
con una disminucién de la actividad biosintética del nucléolo. Tam-
bién se observo condensacion de la cromatina y seudolobulacion del
ntcleo, manifestaciones estas de una necrosis celular. Los resultados
obtenidos evidencian un efecto toxico del metal posiblemente como
consecuencia de un blogqueo de la actividad biosintética del nucleolo.
Recibido: 4 Diciembre 2000, aceptado. 7 Marzo 2001,
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INHIBITION OF BIOSYNTHETIC NUCLEOLAR
ACTIVITY INDUCED BY LEAD IN MERISTEMATIC
ONION CELLS (A/lium cepa L.)

Abstract. The effect of lead on the nucleolar morphology of onion
(Allium cepa L) meristematic cells was studied to determine the
metals action on biosynthetic activity. The bulbs were cultures in
filtered water at 25°C; the treatments with PbCl, were made at
concentrations of 5, 10 and 20 ppm, for 4, 8, 12 and 24 h of exposure.
The analysis shows variations in nucleolar morphology, which were
more severe as concentration and exposition time increased. These
changes include: nucleolar segregation, increase in fibrillar centers
and collapsed nucleolus. These morphological manifestation are
considered to be related to a decrease in the biosynthetic activity of the
nucleolus. Chromatin condensation and pseudo-lobulation of nucleus
were also observed, which might indicate cellular necrosis. The
results possibly evidence a toxic effect of metal as a consequence of a
blockage in the biosynthetic activity of the nucleoli. Received:
4 December 2000, accepted. 7 March 2001.
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INTRODUCCION

Los metales pesados se han convertido en los Gltimos afios en
un serio problema de indole ambiental. Con el desarrollo industrial,
su presencia se ha incrementado considerablemente, hasta tal punto
que la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS 1979) los consi-
dera determinantes en los problemas de salud ocupacional. Entre los
metales pesados considerados como contaminantes ambientales, el
Plomo (Pb*?) presenta gran interés desde el punto de vista de la toxi-
cologia, debido a su gran versatilidad de usos en la fabricacién de
contenedores de alimentos, alambiques, baterias, pinturas, cueros,
aleaciones, etc (Codina et al. 1993, Garcia-Fernandez et al. 1997).
Adicionalmente, con el desarrollo de la industria petrolera, el uso de
compuestos alquilicos como antidetonantes de la gasolina (ej. Te-
traetilo de Plomo), lo ha convertido actualmente en uno de los meta-
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les de mayor riesgo toxico (Saltzman et al. 1985, Ladrén de Guevara
y Moya 1995).

Estudios realizados en Venezuela, reportan que las concentra-
ciones de Plomo en la gasolina oscila entre 700 a 800 mg/L (Grana-
dillo y Romero 1986), lo cual supera siete v ocho veces los niveles
plimbicos permitidos en Europa y Estados Unidos (< 100 mg/L)
(Layman 1983), trayendo como consecuencia que las concentracio-
nes del metal en el ambiente en ciudades como Maracaibo (500 a 600
mg/kg), presente valores comparables a los reportados en ciudades
con mayor densidad de trafico automotor, como Rio de Janeiro (700
mg/kg) y Manchester (970 mg/kg) (Granadillo y Romero 1986, Gon-
zalez et al. 1988).

Una de las poblaciones con mayor probabilidad de contamina-
cién por Pb*? es la infantil debido a su contacto directo con materia-
les manufacturados con el metal tales como, pinturas, juguetes, plas-
ticos, etc. (Granadillo ez al. 1994). Segin la Academia Americana de
Pediatria, de cada tres a cuatro millones de nifios en los Estados Uni-
dos, seis tienen niveles de plomo en la sangre que podrian limitar su
desarrollo (Ernhart ez a/. 1989, Shorten y Hooven 2000).

El aumento de la exposicion materna al Pb*2 ha sido considera-
do significativo en el embarazo, ya que un nivel del metal mayora 10
pg/dL en el cordén umbilical, se correlaciona con una deficiencia del
desarrollo temprano (Lughman 1988, Mata ez al. 1996, Han et al.
2000). En los nifios son caracteristicas de una intoxicacién por plo-
mo: irritabilidad, dolor abdominal, nauseas, ataxia marcada y crisis
convulsiva o pérdida del conocimiento (Ladrén de Guevara y Moya
1995).

La sintomatologia aguda en los adultos a menudo se asocia con
Pb a niveles de 40 pg/dL o mayores (Nriagu 1979, Baghurst et al.
1992); caracterizada por: dolor de cabeza, nauseas, anorexia (pérdi-
da de peso), estrefiimiento, fatiga, cambios en la personalidad y pér-
dida de la audiciéon. Los Centros para el Control y la Prevencion de
Enfermedades consideran que 10 pg/dL es un nivel que requiere
atencion (Shannon y Graef 1992).
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La intoxicacion por plomo afecta practicamente a todos los 6r-
ganos, pero sobre todo, al sistema nervioso central y periférico, los
rifiones y la sangre; niveles altos en sangre (mayores a 70 pg/dL),
puede causar encefalopatia e incluso la muerte (Ladron de Guevaray
Moya 1995); una vez que el plomo ingresa al organismo, se asocia a
los eritrocitos alterando el sistema hematopoyético e interfiriendo
con la formacién del grupo hem con consecuente produccion de ane-
mia (Dietrich ez al. 1987, Shukla et al. 1991); en hombres expuestos
ocupacionalmente, se ha reportado impotencia, teratospermia, hi-
pospermia y astenopermia (Barry ef al. 2000). También se ha involu-
crado la intoxicacion por el metal con la inhibicion del crecimiento
pre y postnatal y la induccién de cancer en animales en experimenta-
cioén y en humanos (Dietrich ef al. 1987, Enviromental Protection
Agency 1989, Shukla er al. 1991). En cultivos de células animales,
se ha demostrado la induccion de lesiones cromatidicas, genotoxici-
dad y apoptosis (Hartwig ef al. 1990, Wise ef al. 1992, Blankenship
et al. 1997). En plantas, se ha reportado: reduccion del crecimiento,
retardo en la division celular, pérdida del potasio intracelular, entre
otros (Romaniuk y Gabara 1988, Steinkellner ef al. 1998).

El'mecanismo de accion intracelular del plomo esta relacionado
con un papel antagénico con iones intracelulares, tales como el Ca*?
y Zn*? donde el Pb*? se une a los grupos —SH convirtiéndolo en un
potente inhibidor enzimatico, entre las cuales las mas frecuentemen-
te inhibidas, son las enzimas encargadas de la sintesis del grupo
Hem, produciéndose alteraciones en los procesos eritropoyéticos
(Dietrich et al. 1987) y la 5-nucleotidasa, responsable de la degrada-
cion del ARN, induciendo la formacién de granulos basofilos en los
hematies (Cook et al. 1987).

Son muchos los trabajos reportados sobre el efecto toxico del
Plomo y su relacion con los problemas de contaminacién y salud
ocupacional, pero el mecanismo molecular basico por el cual el me-
tal ejerce su toxicidad no estd completamente establecido. Funda-
mentado en los reportes que establecen al nucléolo como uno de los
mejores organelos para estudiar la relacion estructura-funcién en or-
ganismos eucariotas, por ser uno de los primeros en alterarse cuando
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se someten las células a inhibidores del metabolismo celular (More-
no Diaz de la Espina y Risueiio 1977, Marcano y Del Campo 1995),
en el presente trabajo se realizd un estudio de las alteraciones nucleo-
lares inducidas por el metal en células meristeméaticas de A//ium cepa
L. con el proposito de evidenciar el efecto téxico producido por el
metal.

MATERIALES Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

Como material de estudio se utiliz6 meristemos de cebolla
Allium cepa L., el cual se considera como uno de los mejores mode-
los biolégicos para el estudio del efecto de los contaminantes am-
bientales (Fiskesjo 1985, Liu ef al. 1995).

Los bulbos de cebolla (4llium cepa L.) se sumergen en agua fil-
trada renovada cada 24 horas, a temperatura constante de 25 £ 0.5°C
y aireacion continua a razén de 10-20 mL de aire por minuto. Una
vez que las raices han alcanzado de 2 a 3 cm de longitud se sumergen
en una solucion acuosa de (PbCl»), a concentraciones de 3.4, 7.4 y
9.9 x 10> M (5, 10 y 20 ppm respectivamente). Se realizaron trata-
mientos de 4, 8, 12 y 24 horas de duracion. Para cada concentracion y
tiempo de tratamiento se realizo un control en el cual la solucion de
plomo fue sustituida por agua destilada. Todos los tratamientos fue-
ron realizados por duplicado, analizando un promedio de dos bulbos,
con seis a ocho meristemos por bulbo y un aproximado de 3000 célu-
las por meristemo.

PROCESAMIENTO PARA MICROSCOPIA OPTICA POR LA TECNICA
DE TINCION CON AgNO,

Con el objeto de observar las alteraciones nucleolares inducidas
por el Plomo se aplico la tincion especifica con Nitrato de Plata
(AgNO;3) (Fernandez-Goémez et al. 1969); para lo cual para cada
tiempo y concentracion se tomaron de 4 a 5 raices de cada tratamien-
to, y se fijaron por separado en una mezcla de formol (10%) - hidro-
quinona (1%) en proporcion 1:1 por un tiempo no menor de 2 horas.
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Luego se transfirieron las raices a una solucion de AgNO3 al 2% por
12-15 horas a 70°C; después de este tiempo se colocaron de nuevo en
el fijador indicado anteriormente (aproximadamente por 2 horas); se
lavaron con agua destilada por 10 minutos, se incluyd en parafina
realizandose cortes de 2 a 3 pm que fueron observadas al microsco-
pio éptico. En el caso de los controles, y con el objeto de observar un
mayor campo, se les realiz6 un squash, agregandole una gota de aci-
do acético al 50%, para su observacién al microscopio.

PROCESAMIENTO PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA DE
TRANSMISION (MET)

Las raices, una vez finalizado el tratamiento, fueron fijadas ini-
cialmente en glutaraldehido al 3% en buffer cacodilato 0,025 M a pH
7, por 1 0 2 horas a temperatura ambiente y luego fueron post-fijadas
en tetradxido de osmio al 1% en el mismo buffer por 1 hora.

Posteriormente se realizo la deshidratacion en etanol y éxido de
propileno para ser infiltrada en la resina poliester Araldita 502. Se
realizaron cortes de 200 a 400 A los cuales fueron tefiidos por la téc-
nica convencional con acetato de uranilo y citrato de plomo (Vena-
ble y Gogesshal 1965), para luego ser observadas al microscopio
electronico Hitachi H-500 operando a 100 KV.

RESULTADOS

ALTERACIONES ESTRUCTURALES

La morfologia de los nucleolos de las células control, en dife-
rentes etapas del ciclo celular bajo la técnica de impregnacién argé-
nica, se muestra en la Fig. 1: en células interfasicas (I), los nucléolos
se observan tefiidos de marrén oscuro, dentro de un nicleo que toma
una coloracién mas clara; estos se presentan como cuerpos esféricos
densos de 2 a 4 mm de didmetro, con sus componentes nucleolares
con caracteristicas de nucleos activos. En las células en profase (P),
el nucléolo toma una forma estrellada o amorfa; en metafase (M) y
anafase (A) no se observa nucléolo, y en telofase (T) se observan los
cuerpos prenucleolares en los nucleos en formacién. En las células
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FIGURA 1. Se muestran nucleolos de células control, por microscopia 6pti-
ca, en diferentes etapas del ciclo celular mediante la técnica de
squash: Interfase (1}, Profase (P), Metafase (M}, Anafase {A)y
Telofase (T). Tincién AgNGs. 100 X.

tratadas con Plomo, para todos los tiempos y concentraciones utiliza-
dos, se observa una redistribucién de los componentes nucleolares
en las células en interfase (Fig. 2), dandose el fenémeno conocido
como segregacion nucleolar. Este fendmeno se ha reportado como
una manifestacion morfoldgica tipica del nucléolo cuando se some-
ten las células a algiin agente toxico (Giménez-Abian et al. 1985,
Marcano y Del Campo 1995).

ALTERACIONES ULTRAESTRUCTURALES

Para observar en detalles los cambios inducidos en el nucléolo
de células expuestas al metal, se realizé un analisis de la ultraestruc-
tura de células interfasicas; la Figura 3 muestra el niicleo de una célu-
la control, obsérvese el nucléolo bien definido, con sus componen-
tes: granular (G) y fibrilar (F) entremezclados, zonas claras corres-
pondientes a las vacuolas nucleolares (1) y lo conocido como cen-
tros fibrilares (Cf) los cuales se asocian con sitios donde se localizan
los genes que no son transcritos, estando relacionados con la activi-
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FIGURA 2. Cortes de tejido meristematico tratado con plomo: se observa
la segregacion nucleolar (), en células interfasicas. Tincion
AgNO3. 500 X.

FIGURA 3. Ultraestructura de célula interfasica control, se observa el ni-
cleo (Nu) con un nucléolo {Nuc) bien definido; componentes:
granular (G) y fibrilar (F) entremezclados, vacuolas nucleolares

() y Centros fibrilares (Cf). 30.000 X.
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dad biosintética de las células, ya que su frecuencia y tamafio varia
de acuerdo a la taza metabdlica. (Risueflo ef al. 1982). En las células
expuestas a 5 ppm por 4 horas (Fig. 4), se muestra en detalle la segre-
gacion nucleolar descrita anteriormente, el componente granular (G)
se dispone periféricamente rodeando al componente fibrilar (F); se
observa también un aumento en el niimero de centros fibrilares (Cf),
en los cuales se asume que esta presente la cromatina de la region del
organizador nucleolar (NOR), en estado inactivo, entremezclado con
una porcion de cromatina (Risuefio ef al. 1982). La Figura 5 muestra
las alteraciones del nicleo en las células expuestas al Pb™ a una con-
centracion de 10 ppm por 8 horas; se observa un nicleo (Nu), con la
cromatina en un estado de condensaciéon mayor al caracteristico de
las células en interfase, el nucléolo (Nuc) con un componente fibrilar
colapsado, ausencia de componente granular y zonas de baja densi-
dad electronicas que podrian ser considerados como centros fibrila-
res (Cf) inactivos.

FIGURA 4. Células expuestas a 5 ppm por 4 horas: Se muestra en detalle
la segregacion nucleolar, el componente granular (G) se dispo-
ne periféricamente rodeando al componente fibrilar (F), se ob-
serva también un aumento en el nimero de Centros fibrilares
(Cf).40.000 X.
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FIGURA 5. Células expuestas a 10 ppm por 8 horas: Se observa el nticleo
(Nu) con cromatina condensada, el nucléolo (Nuc), con un
componente fibrilar (F) colapsado y Centros fibrilares inactivos
(Cf). 30.000 X.

Al aumentar la concentracién y tiempo de exposicion los cam-
bios observados son mas drasticos, la Figura 6 muestra una célula
expuesta a una concentracion de 20 ppm del metal por 8 horas: se ob-
serva el nucleo con cambios en su morfologia y el nucléolo en un es-
tado colapsado similar al descrito anteriormente. La Figura 7 presen-
ta los cambios cuando las células son expuestas a 20 ppm por 24 ho-
ras, obsérvese las caracteristicas de necrosis celular, con seudolobu-
lacién del nticleo (Nu) y degradacion de la cromatina (Chr), el nu-
cléolo (Nuc) toma un aspecto tan colapsado que es imposible identi-
ficar sus componentes.

DISCUSION

Los resultados obtenidos tanto por microscopia dptica como
electrénica, muestran la segregacion nucleolar que se produce cuan-
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FIGURA 6. Celulas expuestas a 20 ppm por 8 horas: Obsérvese el nlcleo
(Nu) con cambios en su morfologia, nucléolo (Nuc) colapsado
sin aparente componente granular. 26.000 X.

FIGURA 7. Células expuestas a 20 ppm por 24 horas: Se observa las ca-
racteristicas de necrosis celular seudolobulacion del nicieo
(Nu)y degradacion de la cromatina (Chr); el nucléolo (Nuc) co-
lapsado. 30.000 X.
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do las células son expuestas al Plomo a 4 ppm por 4 horas (Figs. 2 y
4). Como se puede observar el componente fibrilar toma una topo-
grafia central rodeado por el componente granular. Segin los repor-
tes de algunos autores, la segregacion nucleolar parece ser una res-
puesta fija de las células al ser expuestas a varios inhibidores meta-
bélicos tales como: inhibidores de la sintesis de ARN como la o-a-
manitina (Moreno Diaz de la Espina et al. 1976); sintesis de protei-
nas como la cicloheximida (Marcano y Del Campo 1995) y de agen-
tes fisicos como la hipoxia (Gimenes-Abian et al. 1985). En el caso
del plomo se ha reportado su efecto antagénico con otros metales di-
valentes que participan en el metabolismo celular, al parecer el ion
compite con el Ca*? alterando la funcion del metabolito (Mahaffey ez
al. 1982), por otro lado se une a los grupos —SH convirtiéndolo en un
potente inhibidor enzimatico (Heinz et al. 1983), e interfiere con el
Zn*?, inhibiendo las metaloenzimas (Ladrén de Guevara y Moya
1995); su interaccién con los grupos sulfidrilos y con los atomos de
Zinc presentes en las proteinas que participan en los procesos de
transcripcion del ARN conocidas como “dedos de Zinc”, podrian al-
terar los mecanismos de reconocimiento y unién al ADN por la ARN
polimerasa, bloqueando de esta manera la transcripcion, lo cual
coincide con los reportes de Hartwig et al. (1990), quienes estable-
cen un efecto genotoxico inducido por el plomo producto de una in-
hibicion de los mecanismos de reparacion del ADN; Blankenship e?
al. (1997), sefialan el efecto apoptético inducido por el metal por ac-
tivacién de endonucleasas ¢ inhibicién de enzimas relacionadas con
los procesos de replicacion del ADN; el efecto clastogénico inducido
por el metal también ha sido reportado por Wise et al. (1992). En las
condiciones experimentales expuestas, la segregacion nucleolar ob-
servada se presenta con un aumento en el niimero de centros fibrila-
res, los cuales estan relacionados con un bloqueo de la actividad bio-
sintética del nucléolo (Risuefio et al. 1982, Marcano y Del Campo
1995) y van acordes con la presuncion de que el Plomo podria actuar
ejerciendo su toxicidad por su efecto bloqueador sobre la sintesis de
ARN dependiente del ADN.
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Al aumentar la concentracion y el tiempo de exposicion, las al-
teraciones inducidas por el metal son mas drasticas, la Figura 5
muestra, ademads de un estado de mayor condensacién de la cromati-
na, un nucléolo colapsado, sin aparente componente granular y con
un solo centro fibrilar vacuolizado, estas caracteristicas morfologi-
cas podrian ser consideradas como evidencias de una actividad nu-
cleolar bloqueada segin lo expuesto anteriormente, la cual se incre-
menta conforme se aumenta la concentracion y tiempo de exposicion
al Pb*? (Fig. 6). El efecto se hace relevante cuando se observan los
cambios morfoldgicos caracteristicos de una necrosis celular que se
muestran en la Fig. 7. La necrosis observada cuando se someten las
células a concentraciones altas de plomo (20 ppm) y a tiempo pro-
longado (24 h), van acordes con los reportes establecidos por otros
autores, quienes establecen las propiedades carcinogénicas del metal
en trabajadores expuestos ocupacionalmente (U.S. Environmental
Protection Agency 1989, Hartwig et al. 1990, Wise ef al. 1992, U.S.
Department of Health and Human Services 1992).

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten corroborar la extrema toxici-
dad inducida por el plomo en los cultivos celulares expuestos, el
efecto toxico podria ser consecuencia de un bloqueo de la actividad
biosintética del nucléolo, inhibiendo la transcripcién del ARN ribo-
somal.
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