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La interrelacifn que existe entre las hormonas esteroides y sus

células blanco se ha estudiadc en trabajos anteriores, bajo enfoques

citolSgicos y bioquimicos, qguedandose rezagados los aspectos estruc-—

turales.

Las sustancias estrogénicas estimulan un sinnumerc de fenGmenos
metabblicos y bilasintéticos, los que s2 asocian e eventos ultraestruc

turales en el nfcleo interfisico. Los estrogénos acifian sobre la sin-

tesis de los dcidos nucléicos modificando la expresidn génica durante
la interfase celular, mediante un mecanismo complejc cuyo efecto.prin
é@pal sobre el nficleo, es estinular la transcripcidn de ARNs mensaje-
ros especificos.

En el presente trabajo sc estudiaron y cuantificaron los efectos
del 17 8 estradiol sobre las estructuras ribonucleoproteicas intranu-
cleares talez come: aranulos pericromatiniancs € intercromaltinianos,
fibras intercromatinianas v el nucleolec, en las cé€lulas del epitelio
luminal del {dtero de rata.

El proposito de este estudio fud al de establecer un paralelo
antre las ahservacionoes morfométricas de imageuwes del microscdpio

electrdnico, con algunas ovidencias y hallazgos bieoguimicos,que permi
tan obtener una idea de la significneiédn citofisioldgica de dichas es
tructuras ocomplejos ultraestructurales, gue como partes extracromost-
micas del genoma, son una ranifestacidn de la expresidn génica.

Se emplearon para este fin tres grupos de ratas: normales en es
tro, cvariectomizadag y ovariectomizadas~inyectadas con 20 mg.de 17 8
estradiol a intervalos de 0.5,1,2,12 v 24 hrs., las muaestras del dtero
fucron procesadas por métodos usuales en microscopia electrénica y

contrastadas con la t&enica preferencial del EDTA (dcido etilendiaming

tetracético) de Bernhard 1969 para estructuras ribonucleoproteicas.



Los resultados indicanque la castraci6n disminuye el volumen nu
cleolar relativo, recuperfndose significativamente a las l2hrs. des-
pu&és de la inyeccién, pasando por una fase de disminucién en la pri-
mera media hora.

Los grdnulos pericromatinianos aumentan con la castracién y de-
saparecen a la 1/2 hora de la inyeccifn, lo que se puede explicar co*
mo un posible efecto postranscripcional del estradiol y que consiste

en el aumento de la velocidad de transporte de estas particulas ha--

cia el citoplasma, explicandose asfi la transitoria disminucibn del
volumen relativo del nucleclo.

Las fibras intercromatinianas aumentan mientras que los grinu-
los disminuyen en nmero como respuesta a la ovariectomia, por lo

cual, parece ser gue ambas estructuras son conformaciones de una mig

sarticula.



INTRODUCCION.

A principios del siglo XIX, la cé&lula es considerada la estruc:
ra elemental de todo ser vivo, desde el mis simple hasta el m&s compi
jo ¥ en cuya estructura microscépiqa, constituida por un gel transpi-
rente, se haya un corpfisculo esférico, el nfcleo celular. Desde 1850
se acepta la presencia de nficleoc en las c&lulas, sin embargo sus fun-
ciones son hasta el presente, procesos por definir con exactitud.

Al respecto, son importantes las observaciones llevadas a cabo
por Leeuwenhoek 1770, Fontana 1781, Cavolini 1787, Branca y Verne;
1956. Fontana en 1831 descubre el nucleolo sin determinar su natura-
leza ni constancia. Fueron Brown y Mirbel quienes entre 1831-1833 1~

describen como una "vesicula transparente" y reconocen Ccomo una enti
dad constante de la cé&lula, conocimiento ratificado poco después por
Schleiden y Schwan en 1839 en las cé&lulas vegetales y animales; des-
de 1850 se considera presente en las células superiores .
Las observaciones de Nageli, Von Mohl y Flemming permitieron descri-
bir la desaparicién del nficleo durante la mitosis, en el curso de 1l.
cual una parte de la sustancia nuclear, la crematina, se condensa e:
cromosomas cuyo nGmero es constante para cada tipe celular. Mieaschers
Yy col. en 1897, hacen los primeros trabajos sobre el aislamiento de
una substancia fosfatada particular del nficleo denominada "nucleina"
ﬁue mis tarde se reconoceri como los &cidos nucléicos
En experiencias de microdiseccidén, Chambers en 1917, describe
el ndGcleo como un gel eldstico y viscoso, sin embargo es con Behrens
entre 1932 — 1938 cuando se logra separar 155 componentes nucleares
de la cé&lula y de las fracciones citoplasmiticas Chevrcmont 1956.
Feulgen y Rossenbeck en 1924 demuestran citolbdgicamchte en el

nficleo la presencia de los &cidos nucleicos y del azficar desoxiribo

sa, mediante una reaccibn particular del ADN. Los trabajos de Casper



son y Brachet en 1240, independientemente ponen de manifiesto por
un lado gque el ADN es a la cromatina durante la interfase tal como
lo es a los cromosomas en la mitosis; y por otro lado, demuestran
citoguimicamente, gque el nucleclo y diversos elementos citoplasmi-
ticos contienen AR{. Los trabajos de Iirsky y Pollister en 1946
establecen gque el ARN intranuclear conforma complejos ribonucleo-
proteicos . DuPraw sefiala qgue estos trabajos fueron complementa-—
dos en 1960 por Frenster y col., que demostraron sintesis especifica
relacionada con particulas ribonucleoproteicas activas in vivo e

in vitro Zavala (1980).

Monneron y Bernhard en 1969, usando la tecnica de contraste
preferencial de Bernhard para estructuras ribonuclecprokeicas y sobre
diversos tipos de células de mamiferos, esclarecen la imagen del
nGcleo v de varios de sus componentes ultraestructurales

Miescher, Balbiani, Waldeyer y Xossel citados por Puvion 1967
wfirman gue el nGclec desempera un papel central en las actividades
celulares, apoyvdndoce en sus descubrimientos de que los factores ge-
néticos se encuentran localizados dentro del ndcleo tanto dentro
como fuera de los cromosomas, paralelamente Beadle y Tatum; Avery y
Brachet, llegarcn también a concluir que el material nuclear est&
relacionado con la herencia. Gracias a estos progresos y a los de
la biocgfimica, la imagen del nficleo descubierto por los microanatomis-

tas es una mezcla cada vez mds comprensible.



ENFOQUE.
Es necesario por el enfogue de este trabajo referirnos a COOTINLG
cifn hacia aspectos mfs particulares, como la expresién g&nica.

Los ¢enes gque controlan la herencia y las actividades de una «&in

la se distribuyen a lo largo de los cromosomas, que durante l1a interta
se forman estructuras e intervienen en procesos gue estin ntimamento
relacionados con la expresidn génica.

Cuando se habla acerca de la informacifn génica se piensa en el
orden y secuencia de nucle&tidos del ADN, del mismo modo la transfe-
rencia de informacidén se refiere a los posibles mecanismos per medic
de los cuales las instrucciones codificadas en secuencias de nucle6-
tidos del ADN, son transportadas a otros sitios de la cé&lula, por lo
mismé, la expresién genica podria ser el significado de una secuencia
particular del ADN (gene) gue llega a tener sentido al manifestarse
en algln aspecto del metabolismo celular

Le expresidn génica ¥y su regulacidn en c&lulas eucariontes evo-
lucionadas incluye indudablemente fenfmenos y mecanismos mds comple-—
jos y amplios que los propuestos por Jacob y Monod en {(1961), para
las procariontes, ya que en los eucariontes a diferencia de los pro-
cariontes, el ADN ests separado del resto de la c&lula por un siste-
ma membranoso 6 enveoltura nuclear cuyo significado topolb6gico es el
separar en ambientes diferentes el nucleo y el citoolasma. Esta di-
ferencia posee un significado profundo, yva que separa a los organis
mos vivientes en las dos clases mencionadas, lo gue a su vez estd
acompafiado de un aurento en la cantidad de informacidn; en los cu-
cariontes, por ejemplo en una cé&lula humana existe ADN con un joeso

molecular de aproximadamente 3.6 ¥ 1012 daltones, mientras gque en la

]
bacteria E. coli el ADN tiene un peso molecular de 2.6 X 107 daltones
esta diferencia hace gue los sistemas simples de requlacidén gue son

suficientemente e“ectivos para las bacterias, no lo sean asi para



la magquinaria eucarionte, tan compleja metab6lica como estructural->

mente. En los procariontes la regulacifn se efectfia a un nivel el de
la transcripcién, a diferencia de lo qgue sucede en los eucariontes
los que utilizan una parte importante de la energfa celular en el con
trol cuantitativo de la informacidén en ios niveles transcripcional y
postranscripcional que se presenta como avance suficiente para su
seleccifn en el curso de la evolucifn. Asi mismo cn los procariontes
la transcripcifn y la traduccién son simultaneas, en tanto qQue en los
eucariontes la t:ansc:ipcidn estd relacionada con la produccidn de
moléculas de ARN heterogé&neo nuclear (ARN hn.) del que s6lo una parte
migra en forma de mensajerc hacia el citoplasma en donde se utiliza
para traducir la informacién genica, el resto es degradado dentro del
nGecleo  lo que indica la existencia de regulacién de laﬂgxpr@sién
génica a este nivel, la cual tambien se ejerce entre ié transcriécién
y la traduccifén o sea en el curso del transporte del ARN a traves de
la membrana nuclear.

Sin embargo el control de la expresifn génica en eucariontes pa
rece ser ejecutado por lo menos en parte, a través de 1a_transcrip-
.cifn y/o el control selectivos. Evidencias citoidgicas y bioyufimica
indican que la sintesis de ARNs, en loci discretos est& asociada con
formaciones estructurales definidas en los cromosomas del nGicleo in-
terf&sico. Esta asociacifn es punto de interés originario para des-—
eribir el comportamiento de la morfologfa ultraestructural de la c&—
lula y en particular para estﬁdiar mor fom&tricamente las estructuras
ribonucleoproteicas relacionadas con la expresién génica, tales'éomo
el nucleolo, los grédnulos pericromatinfanos, fibras y granulos intexr
cromatinfanos, fara tratar de determinar su posible papei citofisio-

l6gico.



La efectividad selectiva de los diversos mecanismos reguladores,

tuvo su origen hace 1400 a 1500 millones de afios durante el Precdmbri

co,perfodo geolSgico que marca la aparicién de las cé&lulas en las que

el material genético se haya reunido dentro de un nGcleo bien defini-

do, rodeado poxr una doble membrana y por lo tanto con una mayor ogani
zacifn. Es en estos sistemas celulares que se alcanza un grado tal de
complejidad que s&6lo recurriendo a modelos como el gue se ocupa en es

te trabajo, es posible explicar las manifestaciones morfofisiol&gicas

estructurales del metabolismo celular, asfi comc los efectos obsexrva-

dos bajo tratamientos experimentales.

Como via de explicacifén general hay modelos de regulacién de la
sintesis protéica gue conforman un marco basico para entender los fe
némenos observados a nivel ultraestructural, en dichos modelos se in
terpreta que la regulacién de la transcripcidn del ADN, puede operar
por la variacién de un locus génico o por el nfmero de genes activos
(loci) .

Uno de los focos de atencidn es el mecanismo de la expresién es
pecifica la cual permite la sIintesis de ARN en algunos genes, como
los observados bajo tratamientos experimentales por Wilson 1963 Hamil
ton y col 1965 Cohen y col 1975 y Szego 1965 en los que se dilucida
gque la sIntesis de ARN es uno de los primeros efectos de la inyeccidn
de estrégenos en fiteros de rata ovariectomizada o inmadura. Por otra
parte tambi&n se ha demostrado por Gorski 1964 gque los estrfgenos es-
timulan in vivo la accién de la ARN polimerasa, en este sentido 0O°'Ma-

lley Y Mc Guirre 1969 encontraron una diversificacién cualitativa de

los tipos de ARN luego de la inyeccidn de estr6genos, asf mismo se

sabe que la administracién de estr6genos in vitro causa en pocos minu
tos incrementos de la velocidad de incorporacién de precursores ra-

diocactivos en diversas partfculas ribonucleoproteicas, en cé&lulas de



dteroc de rata. Por lo anterior se piensa que tales c@&lulas son un buen
modelo experimental poara observar y cuantificar a nivel ultraestruc-—
tural los efectos del estradiol sobre la frecuencia relativa de es-—
tructuras y particulas ribonuclecproteicas intranucleares, tales co-
mo @l nucleolo, gré&nules pericromatinianos, fibras y grdnulos inter-—

cromatinianos y su variacidn como resultado de la expresidn génica.



ANTECEDENTES .
Las hormonas esteroides y su accidn.
El término estrfgeno se aplica a aguellas sustancias gue produ-
cen cornificacifn del epitelio vaginal del ratén, en forma similar a
" los efectos de la fase de estro,
Hay una gran variedad de sustancias gue producen dicho efecto,
algunas son naturales como el estrSgeno o el estradiol y otras gue
son sinté&ticas, no presentes en los mamfferos como el estilbestrol,
Sin embargo es el estradiol el estrSgeno més potente gque se presen-
ta en la naturaleza,
Bajo condiciones normales, es el ovario el centro de produccién
de estrbgenos, algunos componentes de este Srgano parecen ser capaces
de producir la hormona, aungue se considera gue son la teca © pared
exterior del folicule de Von Graaf, asi como la teca de los follculos
atrésicos, sus centros productores mis importantes, aparte de estos,
otros tejidos pueden producirlo, por ejemplo la corteza adrenal, gue
produce poce y la placenta gue lo hace en grandes cantidades Streyer (1975)
La accién de los estrdgenos sobre los tejidos de mamiferos se
identifica en respuestas en el tracto reproductivo de las hembras,
incluyendo genitales externos e internos, los cuales dependen de un
contfnuo aporte de aguellos para su crecimiento y manutencién. La
administracis&n de estrdgenos a hembras inmaduras es seguido por cam
bios en el crecimiento y funcién de varios tejidos e incluyen: el
engrosamiento y cornificacisn del epitelio vaginal y cambios en el
desarrollo de las mamas, siendo estos Gltimos dificiles de apreciar
en las diferentes especies de mamiferos, de especie a especie en
las diversas variedades de animales Clegg (1969). .
El desarrollo del dGtero vy las trompas de Falopio depende del
estr6geno, que provoca cambios muy notorios en las paredes muscu-
lares y en las mucosas gue recubren estos 6rganos.
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génica, tanto en la actividad enzimdtica (trascripcidn) como en los
procesos de transporte.

El primer paso en la estimulacidén del crecimiento uterino por
17 beta estradiol, es la unién de esta hormona a un receptor especfi-
fico, en el citoplasma de las cé&lulas blanco (epitelio luminal, glan
dular, o muscular), la unién es muy dé&bil (k2= 10-9 M ), después el-
receptor adquiere una segunda subunidad, éste complejo bivalente hox
mona-receptor migra entonces al nficleo de la cé&lula, en donde posse
una ﬁarcada afinidad por el ADN, no es conocido aGn si el sitio de
unién Toft 1972, Alberga y col. 1971, del receptor del estradiol en
el ADN, es especificado por la secuencia de bases, o por las protei-
nas cvromosomales del tipo no histonas pero se sabe que el compleijo
dimérico del receptor hormona, es especifico de las fracciones AP3
de no histonas, asi como tambi&n se puede decir que posee efectos
sobre la activacién selectiva de tal vez un grupo de genes, semejan-
te a aquellos sistemas estudiados para probar, la activacién de genes
por la progesterona en el oviducto e higado de gallina, los cuales
portan informacifn para la formacidén de fosfovitelina o lipovitelina,
y a los de ecdysona estudiados en las larvas de dipteros (Drosophila,
Chironomus) donde los anillos de Balbiani representan 3dreas de activi

dad génica Harris, 1970.
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Algunos estudios bioguimicos acerca de la accifn de los estrégenos
sobre las células del Gtero de rata.

Las sustancias estrogénicas estimulan fenSmenos metabdlicos y
biosintéticos gue conducen a la hipertrofia e hiperplasia de las cé
lulas blanco (Clark y Peck 1979‘Szego v col 1971). La accitn de los
estrb6genos estf determinada por la unidén con la cromatina (genoma)
donde causan alteraciones en la mdguinaria transcripcional que con-
trola la sintesis de ARN, influenciando de este modo la expresidn
génica.

Las hormonas esteroides como el estradiol, s unen espacifica-
mente a un receptor proteico en el citoplasma de las células blanco,
para después ser transportados al nGcleo donde activan la transcrip
cién del ARN. En el dGtero estos eventos causan la induccidn del
ciclo de crecimiente y desarrollo gue preparan al tejido para la im
plantacidn del Svuio fecundado.

En los 6rganos blanco tales como el dtero de rata {(Toft y Gors
ki 1966) el estradiolse une primariamente a un receptor citoplasmd-
tico especifico. Muchas comunicaciones indican gue el complejo citg
plasmitico receptor-estradiol se transforma en el ccmplejo nuclear
al ser transportado hacia el nidcleco, en dunde se une a los sitice
aceptores especificos de esa estructura (Hamilton 1971)
¥ que la cromatina de las células blanco poseen (Toft 1972; Roche-~
fort y col 1972; Giannopoules y Gorski 1971).

La estimulacién inicial de la sintesis de ARN., gue precede vy
es requisito para el crecimiento uterino ocurren en 3 fases O res-
puestas: una respuesta temprana que ocurre entre los primeros 30
min. despu&s de haber administrado 17 B estradiol a ratas inmaduras
y que corresponde a la estimulacidn primaria de la sintesis de ARN
heterog&neo nuclear uterino (Knowler y Smellie 1973). Subsecuentemen
te entre 1 - 2 hrs. despué&s del tratamiento y debido a la transloca-
¢ién al nidcleo del receptor nuclear estrogénico se estimula la sinte

12



tesis de ARN de transferencia y ARN ribosomal, gue llega hasta un mé
ximo de 10 a 12 veces méds sobre el valor del control a las 2 = 4 hrs.
Asf como las respuestas tardfas entre 6 a 24 hrs. asociadas a la
unién de un segundo receptor nuclear, tanto como a la retenciédn del
receptor estrogénico en el nficleo y gue posibilita que ocurra la fase
de crecimiento uterino efectivo (Azis y Knowler 1978;

1972) .

Luck y Hamilton

También se sabe que las acciones tempranas de estas sustancias
influencian tantc a la transcripci6n génica como a la translacién al
ciﬁbblésma de sus productos como se esperarfa para la siguiente se-~
cuencia hipotética: hormona-genoma -ARN- protefnas. Se ha comunicado
que los estrdgenos estimulan en ratas castradas, preferencialmente
la sintesis dé ARN ribosomal durante su accidn temprana (Haﬁilton Y
col 1965; 1968; Billing 1969; Teng y Hamilton 1965 ciiado por Miller
1972).

Los efectos fisiolSgicos de los estrSgenos en el Gtero de mamfi-~
feros determinan el incremento en la sintesis de diveréas especies
de ARN, la gue provoca un aumento en la sintesis de protefinas. Estos
efectos son consistentes con la hip&tesis de que las hormonas este-
roides actGan al nivel del gene Hamilton 1968 Yy provoca cambios cn
la expresi6n g&nica (0'Malley y Means 1974).

Los efectos de los estrSgenos y en particular del 17 g8 estra-
diol han sido apreciados por estudios de la actividad de las ARN po-
limerasaé { Axnaud col. 1971 ), al parecexr el estradiel incrementa
la tasa de actividad tanto como la cantidad absoluta de esta enzima

Muchos . investigadores han demostrado que este
tipo de hormonas, actfian en el ndcleo de sus c¢cé&lulas blanco, acele-
rando la fo;macidn de ribosomas (Hamilton 1971; Tata 1968 citado por
Luck y Hamilton 1972). Por ejemplo Moore y Hamilton (1964) encontra-
ron gque los estrb6gencos incrementan la concentraci&n citoplasmitica

de los ribosomas en el (terco de ratas ovariectomizadas.

13



Este es el resultado de la aceleracibén de la tasa de forxmacifn
de ARN 45 S gue subsa2cuentemente es procesado para convertirse en —--—
los ARNg 185 y 28S.

wstudios sobre la administracidn de estrbégenos in vitro demues—
tran que causan en pocos minutos, incrementos de la velocidad de in—
corporacifn de precursores radiocactivos en diversas partfculas ribo-—
nucleoproteicas de c&lulas de fitero de rata (Viazgquez-iin y col 1979).
Asf mismo se sabe por datos bioquimicos gque existe un incremento sig
nificativo ae la sintesis de ARN nuclear que va de minutos hasta las
24 hrs. despufs de la inyeccifn de estradiol a ratas inmaduras y que
la incorporacifin de uxidina tritiada en el ARN nuclear de marcado rd

pido es m&s del 500%, 20 minutos después de administrar estradiol —-

(Hamilton 1968).
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NGcleé Interfisico.

Las cé&lulas que se dividen en foxma xregular, presentan un perio
do de tiempo entre dos divisiones celulares sucesivas, durante el -
cual se dice gque la cé&lula se halla en interfase, un estado de acti-
Qidad que depende de su edad, tipo Yy estado fisico.

En las c&lulas de organismos superiores, el genoma posee una es
tructura compleja formada por 5 a 10 millones de genes, en los gque -
intérvienen histonas y otras proteinas gue garantizan una mejor ho—-
meostasis de las funciones genéticas. En estos sistemas celulares la
cromatina permanece aislada en un compartimento separado del rxesto -
del citoplasma, denoninado nficleo celular, en el gue se llevan a ca-
bo fenfmenos relativos tanto a la herencia como a la expresifn g&ni-
ca.

El nficleo es el organelo més conspicuc en las c&lulas en inter-
fase y los fendmenos estructurales asociados al metabolismo transcu-
rren en un orden regular a lo largo de esa fase 1o gue hace que la -
" c8lula, de acuerdo con su estado vital, mantenga su aspecto caracte-
ristico. El estudio de la estructura fina u organizacibn ultraestrugc

tural, provee del punto de vista topolSgico, para el estudio de las
actividades celulares, de tal manera que cualquier exploracidn de la
estructura fina nuclear ap%xece como una esperanza en el estudios del
sustrato de>lo§igenes}'como su tamafio o su longitud y de su expresién
~g&nica en 165 sitios de transcripcidn, procesamiento y transporte dé'
caﬁplejos‘quimicos, visibles coﬁ el microscopio electrbnico.

Los métodos citoquimicos de contraste o "tincién" preferencial,
el uso de varios procedimientos enzim&ticos y guimicos de extraccidn,
asf como la autoradiogxraffia de alta xesolucibn, han sido té&cnicas va
liosas en la investigaci&n de estructuras nucleares tanto en su com-

posicidn quimica como en su fisiologia.
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Hace ya algunos afilos se publicaron excelentes descripciones de
la ultraestructura del nfilceo interf&sico (Monheron y Bernhard 1969;
_Bernhard 1971) y del nucleolo (Bernhard y Granboulan 1968; Bush yA
Smetana 1970; Bouteille 1972), a partir de las cuales se ha podido
conformar la imagen ideal del nGcleo y su nucleolo, asf como de las
particulas ribonucleoproteicas extranucleolares: grdnulos, fibras y
cuerpos nucleares que contienen ARN. La imagen del nficlec en materia
les contrastados con uranilo ¥y citrato de plomo es una mezcla casi
inexplicable de desoxirribonucleoproteinas y ribonucleoproteinas que
merced a las técnicas de contraste preferencial del EDTA de Bernhard
y.del &cido fosfotfingstico (PTA) de Vizquez-Nin y col., se han podi-
do diferenciar y estudiar a lo largo de experimentos gue abarcan un
ciclo bioldgico o bien de diversos estados fisicl6gicos de una célq—
la. Aparte de estas estructuras, la arguitectura nuclear incluye
otros componentes, gue juegan importantes papeles citofisiolbgicos y

gue a continuacidén describiré brevemente.

Envoltura nuclear y componentes anexos.

Como se ha dicho anteriormente en las células eucariGntes el nf
cleo estad separado del citoplasma por laenvoltura nuclear Stevens y
André& (1969), Bouteille Y ¢0l. La microscopia clisica no permitid
determinar la estructura de la membrana nuclear con la certeza con
gue lo ha hecho la microscopfa electrénica. Se trata de un conjunto
formado por dos unidades de membrana; lo que justifica plenamente el
término especial de envoltura nuclear.

Esta envoltura estd constitufda por tres distintos elementos ul
traestructurales: la membrana nuclear propiamente dicha, los poros
que comunican el nucleoplasma con el citoplasma gue desempefian un pa
pel regulador de sus intercambios y la l&mina interna O densa; 16 es

trecha integracidén ultraestructural de estos tres componentes refleja
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Cromatina.

La microscopfa electrénica ha revelado que’la cromatina estd for
mada de fibras de dfametro muy variable y discutible, y que E&ste de-—
pende de los métodos de inclusién, asf como de la composicién del f£i-
jador usados para su estimacién. Sin embargo se admite en general gque
la organizacidn fntima del material genéticd, esta constitufda por un
conjunto heterogéneo de fibras de 250 3 de dfametrxo, con un gran nfme
ro de fibras unitarias de un dfametro de 30 A gue pueden encontrarse
agregadas y enrolladas. La composicién quimica de estas fibras mues-~
tra que estdn esencialmente formadas de ADN asociado a histonas, pe-
quefias cantidades de ARN y protefnas &cidas. Las histonas son protef
nas bidsicas que se unen a los grupos Acidos del ADN, y gue llevan a
cabo funciones especificas. La estructura molecular de la cromatina,
muestra que estd formada por subunidades, llamadas nucleosomas de 135
ﬂ de diametro y 55 i de espesor gue no son entidades estdticas, ya que
sufren cambios con la transcripcifn y la replicacién cromosomica.
Médiante digestidén enzimi&tica suave del ADN de estas particulas, se
obtienen las histonas H2A, H2B, H3, y H4, asi como 140 pares de ba-
ses de ADN.,

La distribucifn intranuclear de la cromatina, presenta una orga
nizacifn precisa y se piensa gue topolfSgicamente esti definida dentro
del nGcleo interfisico; este orden estd sugerido por los acfmulos de
heterocromatina o cromatina condensada localizados en posiciones peri
féricas o marginales adyacentes a la membrana nuclear y por la croma-
tina perinucleolar e intranucleolar, la gue tiene codificado el ARN
ribosomal u organizador nucleolar. Se ha mostrado a través de la téc~
nica de reconstruccién tridimensional de cortes seriados de eritroci-

tos inmaduros que el nfimero de dreas de cromatina condensada asocia-

das a la membrana, es muy cercana al ntimero de cromosomas metaffisi-
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cos, lo que es compatible con la idea de gue cada uno representa un
elemento derivado de un cromosoma mitético el cual es conservado du
rante la interfase (Murray y Davies 1979, citado por Hancock 1982).
Por ejemplo el cromosoma X inactivo (cuerpo de Barr © ¢romatina se-
xual) permanece, durante la interfase en Intime contacto con la 1l&-
mina de la superficie interna de la envoltura nuclear.

Se ha sugerido gue el nucleolo tambi&n estid en contacto con la
membrana nuclear durante la interfase, asi mismo se sabe que los cro
mosomas politénicos y todos los cromosomas meidticos estdn en contacto

con la superficie interna de la membrana nuclear por sus extremidades

for otro lado, estructuralmente la heterocromatina y la eucro
matina no se distinguen a nivel nucleosomal, sino gue la compactaci®n
de la primera, se produce a un nivel de organizacién supranucleosomal,
también se han podido observar diferencias muy conspicuas en el tama-
fio de los acfimulos de heterocromatina, gue dependen del estadc de con
densacifn o dispersién de las fibras.

En muchas células la fibras de cromatina estfn condensadas y Gni
camente del 10% al 20% estdn desenrolladas y dispersas constituyendoc
la eucromatina (cromatina laxa o no condensada).

La microscopfa electrédnica ha confirmado la existencia simultd-
nea de la heterocromatina y la eucromatina se diferencian por sus res
pectivas velocidades de duplicacidn del ADN ya gue la eucromatina la
realiza mis ripidamente. En la transcripeciftn del ARN, la heterocroma-
tina representa una forma inactiva en tanto que la eucromatina es ac-
tiva. La relacién entre eucromatina y heterocromatina se asocia a la
diferenciacién y/o maduracién celular, este cociente es alto en célu-
las indiferenciadas, como las cé&lulas bastoides embrionarias y muchas

células de tumores y usualmente en células cultivadas in vitro vy es



relativamente baja en células diferenciadas, en c&lulas embrionarias
tales como las neuronas y las células plasmaticas y es muy baja en cé
lulas en reposo, tales como pequefios linfocitos y eritrocitos de ave,
donde el nGcleo ha cesado la duplicacién del ADN y la transcripcidn
del ARN. Sin embargo las neuronas y las células musculares estriadas
son células altamente diferenciadas con nidcleos claros, vesiculosos,
que contienen gran cantidad de cromatina extendida (laxa) y muy poca
de compacta. Ese cociente se relaciona m&s con la actividad transcrip
ciopgl, que con la diferenciacidn celular.

La eucromatina es aquella parte del genoma donde puede haber
transcripecidn de ARN en tanto gue la heterocromatina es inactiva pa
ra tal. Existen dos tipos de heterocromatina, una formada exclusiva
mente por secuencias altamente repetitivas presentes en el mismo lo
cus de ambos cromosomas homSlogos en todas las cé€lulas de una misma
especie v ¢ue jamds se expresa, llamada heterocromatina constituti-
va y la otra formada por ADN con secuencias indiferenciables del reg
to del genoma, presentes en uno de los dos homélogos, variable en
los diferentes tipos celulares de un organismo, la gue por lo tanto
puede ser activa en un tejido ¥ en otro no, llamada heterocromatina
facultativa. Trabajos recientes accrca de propiedades especificas de
la eucromatina sugieren que la histona H 1 estd ausente, o bien pre
sente en niveles relativamente bajos, que en vista del papel que 1lle
va a cabo dicha cromatina en la formaci6n de estructuras de agrupé-
-¢ifn nucleosomales, sea plausible que su ausencia provoque el gque
las fibras nucleosomales no se desenrrollen para la transcripcifn.

Los ARN mensajeros son procesados en las c&lulas eucariontes en
forma compleja en la gue intervienen diversas estructuras ribonucleo

proteicas. Estos fenémenos pueden intervenir en la regulacién de la



probablemente una importante interaccién funcional in vivo. Hancock y
Boulikas (1982).

La membrana nuclear sensu strictu, aparece en cortes al M.E. for
mada por dos hojas constituidas por la tfpica unidad de membrana bila
minal de 5 a 7.5 nm de grosor después de la fijaci6n. Ambas unidades
se fusicnan en 1la péiiferia de los poros. El contenido de lipidos es
relativamente bajo en comparacidn con otras membranas celulares, 60
al 85 por ciento son fosfolfpidos, y el patrdn lipfdico recuerda al
de las membranas del reticulo endoplasmidtico, excepto por los nive-
les altos de colesterol esterificado que presenta esta estructura

. Estas caracteristicas por sf solas no parecen defi-
nir un tipo especial de membrana, sin embargo se sabe que el conte-
nido de colesterol tiene importantes efectos en sus propiedades di-
niamicas; también el contenido proté&ico, abundante en glicoproteinas
difiere entre la envoltura nuclear y el retfculoc endopl&smico. Asf
mismo se ha observado que la envoltura nuclear deriva del retficulo
endoplésmico, form&ndose a partir de sus cisternas durante la mito
sis.

Los pores nucleares son estructuras complejas inclufdas y es-
paciadas entre las hojas de la membrana nuclear y cuyo dfametro ex
terno, al observarse en secciones finas, por congelamiento-fractu-—
ra (freeze-fracturing) y por tinciones negativas, es cercano a 10nm.

La 15mina densa es un componente ubicuo de la membrana nucleax
de cé&lulas somdticas, su observacidn depende del procedimiento de
fijaci6n y varfa mucho en diferentes tipos celulares, ya gue las
condiciones Sptimas para que reacciones con los fijadores y colo-
rantes de la microscopfa electrfnica no han sido establecidos con
claridad. Por medio de la citogufmica ultraestructural y de los
efectos de los tratamientos con enzimas digestivas, se ha determi
nado su composicifn proteica tiancock y Boulikas 1982
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expxesifn génica, acelerando, retardandeo y afin deteniendo el transpor
te del ARN al citoplasma, lo que en parte puede explicar la gran fle
xibilidad y diversidad de xreacciones de la cé&lula frente a los cam-
irios del medio.

La tercera parte del nficleo estid formada por espaclos intercro-
matinianos desprovistos de heterocromatina y de componentes nucleola
res, en los 100 a 150 nm. m&s cercanos a la heterocromatina, de esta
zona, los ARN mensajeros son transcritos sobre la eucromatina. Ista
parié del espacio intercromatiniano se denomina zona pericromatinia
na MWMoyne y Puvion 1976 . Probablemente la ARN polimerasa y los com
plejos enzimaticos de duplicacifn del ADN sean excluidos de la hete
rocromatina, solamente por sSu tamafio y la decompactacifn sea condi-
cibn previa a la transcripcifbn y a la duplicacibn.

Con la introduccifn de la t&€cnica de contraste preferencial
Jet IDTA para estructuras ribonucleoproteicas, desarrollada por Bern-
har: . en 1969, se abrieron nuevas posibilidades de estudioc ultraes-—
tructural del nficleo interfisico y se realizaron muchas investiga-
ciones sobre el tema. Este procedimiento de coloracidn regresiva -
se basa en cl uso del EDTA (8cido etilendiaminotetraacético) camo
agente quelante, por medio del cual se blanquea la cromatina y se
mantiene el contraste de estructuras que se sabe contienen ARN y de
la cual se han presentado pruebas de su confiabilidad en el Smbito
nuclear (Fakan y Bernhard 1971). Con ella Monneron y Bernhard des-
cribieron la distribucién y la estructura fina o ultraestructura de
varios componentes del nficleo intexf&sico de algunas c¢&lulas de ma
miferos, complementédndola con métodos citoguimicos de extraccién —

cuimica y enzimitica como procedimientos comparativos.
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Las evidencias directas e indirectas son compatibles con la idea de
que la lamina representa al componente m&s importante del esgueleto
nuclear, a) cual el ADN cromosomal se adhiere durante la interfase.

Las actividades funcionales de la membrana nuclear, se derivan
de la similitud de sus elementos con los de las membranas celulares

en general, lo cual ha permitido sugerir que ofrece una barrera de

permeabilidad para iones y macromoléculas. Los espacios entre las

dos ldminas de la membrana, forman un compartimiento discreto, lla-

mado cisterna perinuclear, en ella se ha demostrado por métodos ci-
toquimicos la existencia de actividad de la enzima glucosa 6 fosfa-
tasa, asf mismo en o cerca de, la l4mina se detecta actividad de la
nucléosido trifosfatasa, que puede desempefiar un posible papel en el
transporte de ARN del nGcleo al citoplasma. In vivo hay una gran es

pecifisidad del transporte vectorial de muchas macromolé&culas, gque
incluyen: partficulas ribonucleoproteicas y sus componentes protei-
cos, histonas, protefnas reguladoras y receptores hormonales libres
y unidos. La ultraestructura de los poros sugiere gue forman un ca-
nal de cierto difmetro a través de la membrana por el cual hay paso
. de Acidos nucleicos, de gencmas de virus que se replican en el nG-
cleo y que pueden pasar en ambas direcciones, asi como de particulas
virales intactas y de particulas de envolturas nucleoproteicas. Sin
embargo la introduccién de microelectrodos en nficleos gigantes como
los que contienen cromosomas politénicos en las gldndulas salivales
de dipteros, demuestran diferencias de potencial eléctrico entre el
compartimiento nuclear y citoplasmdtico; estas diferencias sélo se
pueden mantener si la comunicacifbn entre ellos, a nivei de los po-
ros, no es completamente abierta. Por otra parte los ARN procesados
que ya han salido del n@icleo o vuelven a &l,todo lo cual,hab1; de la

alta selectividad de la envoltura nuclear.

1€



Gréiulos pericromatinianos.

Se encuentran en el ndcleo de las células animales en cantidades
variables, son mucho m&s raros gue los grinulos intercromatinianos y
su dfametro es de 400 a 600 i., rodeados de un hale clarc de 250 R,
se encuentran en la periferia de los acGmulos de cromatina condensa-
da y algunas veces aislados en las dreas intercromatinianas, tambié&n
se les puede observar en los canales de la cromatina cercanos a los
poros nucleares pero no en ellos. Son densos al haz electrénico Yy su
contraste es mayer al emplear el m&todo del EDTA que ha revelado con
mayor claridad su éstructura fina; la cual consiste de fibras torci-
das de aproximadamente 30 a 50 g de di&metro en una matrfz protein&-
cea. Se ha observado gue estas fibras emergen y tienen contactoc con
la cromatina y en las regiones intercromatinianas con otros grénulos
y fibrillas pericromatinianas.

A pesar de que gue Watscon cn 1962, quien las describid por
primera vez pensS que se trataba de particulas virales de ARN., los
resultados obtenidos por Monneron v Bernhard confirmaron gue consis-
ten de particulas ribonucleoproteicas cuyo material fibrilar se ori-
gina de la cromatina.nhsi mismo se ha sugerido gue tienen un posible
papel en el transporte de informaci6n de los genes hacia el citoplas
ma, ya gque se desintegran al llegar a los poros y salen del nficlec en
forma de fibras delgadas. Su ntmero puede variar de acuerdo a diferen
tes estados fisiolSgicos de una misma célula, durante el desarrollo
embrionaric y despufs de la administracién de hormonas, como la corti-
sona y los estrégenos. También varfa en diferentes tipos celulares de
una misma especie y entre c&lulas homSlogas de diversas especies. El .
ntimero de grinuloes pericromatinianos cambia rapidamenté al suminis-—
trar drogas gue afectan varios pasos del metabolismo celular, e inhi-

ben sobre todo el procesamiento postranscripcional. En algunos casos
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se ha observado que se encuentran en gran cantidad en la superficie
de la cromatina y son raros en la vecindad de los poros, por lo que
se ha supuesto que son especies de ARN mensajeros acumulados y que
posiblemente no sean transportados al citoplasma. Las autorradiogra
ffas de alta resqlucidn realizadas en cé&lulas incubadas con uridina
marcada han permit{do localizar los sitios precisos de transcripcidn
en el espacio o regidn pericroﬁatiniana. La secuencia ultraestructu-~
ral de la transcripcidn y de los fenfSmenos postranscripcionales se-
ri; la siguiente: cromatina-fibras pericromatinianas - grdnulos peri
cromatinianos - fibras £ibonucleoproteicas - poros nucleares. En las
células eucariontes la expresifn genética se efectia en dos espacios
celulares diferentes, ei nlcleo y el citoplasma, lo cual determina
etapas suplementarias necesarias para la sintesis de protefnas, tam-
bién llzmados procesos postranscripcionales, tales como el procesa=~
miente zamncenaje y transporte hacia el citoplasma del ARN ribosoma-
les y de ARN mensajeros y/o de los complejos de ARN heterog&neo nu-
clear. Posiblemente dichos fenfmenos se puedan relacionar con estas
estructuras, como lo demuestran los estudios de su morfogénesis en
los puffs de Chironomus, en donde los granulos de los anillos de
Balbiani hom6logos de los grinulos pericromatinianos de mamiferos,
representan hivot&ticamente particulas de almacenamiento y/o trans-—
porte del sistema ARN hn mensajero. Por otra prarte, al analizar su
significado citofisioldgice y en particular su comportamiento frente
a algunas drogas gue aumentan el nfimerc de granulos pericromatinianos
y que producen acumulos de estos alrededor del nucleolo, se ha suge-
rido la existencia de dos tipos de granulos, cuva diferencia cito-
fisiolSgica subyvace a susereianzs morfoldagica, ya qgue alqunos presen_
tan un contenido de ARN preribosomal en tanto que otros contienen ARN

heteronuclear o mensajero.



Granulos intercromatinianos.

Aparecen en todas las cé€lulas animales, como particulas, distri

o
bufdas en la cariolinfa, su diametro promedioc de 200 a 250 A. Poseen
un contraste prominente con el EDTA., estin interconectados con fi-

brillas gque aparecen encadenas en forma de un reticulo. Son diferen-
tes de los polisomas citoplasmiticos y al juntarse algunas veces for
man pequefios bastones del misme didmetro y contraste. No se ha encon
trado ninguna relacifén topogrifica entre estos y el nucleoclo o los
poros nucleares. Se ha demostrado gue presentan resistencia al trata
miento enzimdtico con ADNasa, ARNasa y pronasa y citoquimicamente se
sabe que estan formados de ARN y protefinas, de lo que se deduce que
son una clase especial de ribonucleoproteinas en las cualesvel ARN
estd especialmente bien protegido. No sufren cambios ultraestructura
les, ni en aspecto o localizacidn, bajo diferentes cambios fisiol6gi
cos, aunque su nGmeroc parece ser,se incrementa bajo la accifn de va-
rios antimetabolitos o durante las infecciones virales. Su distribu-

ci6n en el nficleo no ha dado indicacifn alguna de sus significado bio
l6gico, el que permanece sin determinarse. Los gr&nulos aislados han

sido descritos por algunos autores, como "ribosomas nucleares", sin
P

haber presentado similitudes morfolégicas ni bioguimicas convincen-
tes con los ribosomas citoplasmiticos, Asf los "polisomas nucleares"
aislados por Sadowski y Howden 1968 (Monneron y Bernhard op.cit) no
se han podido relacionar con las fibras de mensajeros o con los gr&-
nulos, adem&s las cadenas de gré&nulos interconectados son bastante
distintas de los peolisomas citoplasmiticos.

Smetana y col 1963 y Shankar Narayan y col 1967, mostraron que
los reticulos densos de RNP formados por fibras y particulas es-

t&n relacionados con los grénulos intercromatinianos y sugirieron que

posiblemente representen la via metabSlica del ARN nucleolar migrandoc
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2l citoplasma. Estus cuteores propusieron que lne grfinulos intercroma
tinianos estdn relacionados con la sintesis del ARN 18S.

Moul€ y Chauveau 1968 aislaron de nicleos de c&lulas hep&ticas
una clase de ARN 40 S que contienen 10% en peso de ARN de marcado x&
Pido que sedimenta a 3.4 8. 1 estudiarlos citoguimica y ultraestrugc
turalmente llegaron a la conclusitn de gue se trataban probablemente
de grdnulos intercromatinicos. Estas particulas aisladas, son general
mente esféricas con un diametro de 200 a 300 g, peoseen un nhcleo re-
sistente o envoltura proteica protectiva que representa el 30% del p=2
so de la particula o cual explica la resistcncia a los tratamientos
enzimd&ticos ¥y extractivos de los gréanulos intercromatinianos.

Fibras pericromatinianas.

Esta clase de componentes ribonucleoproteicos, se cobservan dife
renciados de las demds estructuras intranucleares $dlo al emplear el
mé&todo de uranilc -EDTA- plomo. Se sabe gue en algunos casos tienen
relacifn espacial con los grénulos pericromatinianos. Ilepresentan el
primer‘producto de la transcripcifn que se observa en el nGcleo y se
acépta gque son la expresibn morfolbgica de la transcripeidn a lo lar
go de gitios desreprimidos del genoma. Topograficamente esta@n espar-
cidos, por el nucleoplasma, Y con una mayor abundancia en la regién
pericromatiniana o sea la frontera entre la heterocromatina y el nu-
cleoplasma. (donneron y Bernharxrd 1969). Su nGmero representa, junto
con el arreglo de la cromatina dispersa la mejor idea de la activi-
Gad funcional del nficlen. Pueden ser identificadas como un material
fibrilar, o acGmulos contrastados, en la periferia de muchas &reas
de cromatina destefiidas. iZstdn formadas por fibrillas cuyo diametro
Qaria entre 30 a 50 R Y que aparecen en algunos casos como aclmules

jirregulares. Algunas veces son continuas con grinulos intercromati-

nianos en transici6n visible y en otros casos se ha observado cone=
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xXi6n o continuidad estructural entre las fibras y los gr&nulos peri-

cromatinianos.

Es en esta regidn pericromatiniana, donde existen los sitios
sintesis de ARN extranucleolar mds importantes y donde se pueden ap - .
ciar los cambios debidos a manipulaciones experimentales como por
ejemplo: en el niclec de higado sometido a inanicidn- realimentaciodn
(Petrov y Bernhard 1971) o bajo el efecto del cortisol o la alfa -
amanitina (Petrov y Sekeris 1971). Asi mismo ias fibras pericromati
nianas pueden constitulr un sistema excelente, para estudiar las ri
benucleoprotefnas extranucleolares bajo difercontes procesos expori-
mentales con base fisioldgica como las respuestas de los nficleos de

células blanco a la estimulacidn hormonal. Estudios de comparacidn
entre los grdnulos pericromatinianos y los grédnulos de los aniilos -

Balbiani llevados a cabo por VAzguez-Nin y Bernhard 1971, mostraron

una clara relacién estructural antrc ambos tipos de grdnulos y las

fibras.

Cuerpos Espiralados.

Las estructuras llamadas cuerpos espiralados se han mostrado oc.a
sicnalmente en las dreas de intercromatina de los nlicleos de células
de higado, p&ncreas, nerviosas de la corteza adrenaly las Hela, me-
diante el método de contraste del EDTA. Los cuerpos espiralados tie-
nen de 0.3a0.5 pm de dfiametro, estin compuestos por hilos enyollados
cuyo grosor varia entre 400 a 600 R. A mayores aumentos estos apare-
cen como paquetes de fibras delgadas de 50 g de grosor, gue estdn tor
cidos a lo largo del eje del filamento. No se ha observado mds de
una de estas inclusiones por corte de los materiales referidos.

Estas estructuras parecen no tener ninguna relacidn topolbgica

con el nucleclo, pero algunas veces es posible encontrar contiguidad

con la ecromatina blangueada o descontrastada (Monneron y Bernhard 1969).
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Se presentan como entidades morfolSgicas diferentes a otros ele
nentos estructurales tales como los cuerpos nucleares y granulares -
nucleares, pues aparecen en el nficleo de c&lulas normales, descono-

ciéndogse su significado biolbgico.

Zluerpos nucleares.

Hay una diversidad de los llamados cuerpos nucleares que se pxe
sentan como inclusiones y de los cuaies se desconoce su papel en el
metabolismo nuclear. 5in embargo dichos cuerpos, que tienen una cip-
sula proteica contjienen ARN y miden de 0.2 a 1.2um. ,de dfametrxo, son
vistos como componentes nucleares dindmicos y candidatos a ser inclu
siones nucleares. Se clasifican en genéral en simples y complejas
los primeros estan formados por agregados éroteicos filamentosos de
0.2 a 0.5um., que constituyen componentes de los nficlecos normales y
que a st vez son precursores de los filamentosos. ios cuerpos nuclea
res ccmp;ejcs {cuerpos nucleares fibrosos o granulares-fibrosos) va-
rian en tamafio de 0.2 a 1.2 mpy de dfametro y estan constituidos por
una c8psula de proteina filamentosa gue rodea a un nficleo centxral de
grénulos de diferentes tamafios de constitucibn ribonucleopxoteica.

Funcionalmente se han asociado a crecimiento celular, particular
m.nte con hipertr6fia e hipermetabolismeo, esta generalizacidn se
origina de su prevalencia en c&lulas tumorales en cé&lulas con infec
ciones virales y en los experimentos de tipo endocrinolégico.

El nmero y la clase de los cuerpos nucleares se asocia al
sistema de estimulacién y/o variacién tré6fica. Su variacidn en ni-
mero, tamafio y tipo aparece como un indicador funcional de la clase vy
grado de estimulacién hormonal, en los nfclecos de cé&lulas blanco de

hormronas esteroides : Padykula K, y J. Clark 1981:'.
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Nucleolo.

Muchas revisiones exhaustivas han sido dedicadas al nucleolo,

Busch y col 1965; Perry 1962, 1965, 1967; Bernhard y Granboulan 19¢

hiller y Beatty 1969; Busch y Smetana 1970; Smetana y

Busch 1974;

Z1 nuclecolo tiene tres grandes componentes: fibrillas de 50 a

100 i de grosor; dgré&nulos de 150-200 ﬁ de diametro y la parte difus
o matriz amorfa y que estan fIntimamente empaguetados y organizados
con un aspecto m&s o menos reticular (Bernhard y Granboulan 1968).
L1 nucleclonema observado al microscOpic fotdSnico (Estable y Scotelo
1951) ,corresponde a las regiones fibro-gzanulares en tanto gue el

componente difuso constituye la pars amorfa. Asi mismo en muchos ti

pos celulares, existen zonas fibrilares claras llamadas en general

centros fibrilares (Recher y col 1969). Se ha demostrado mediante

diversos estudios citoquimicos, enzimldticos y autorradiogrdficos,

gque el ARN nuclenlar esti contenido en las fibras y en los grénulos

cque componen la mavor parte del nucleolo, en tanto que el ADN activo

estd disperso en los centros fibrilares. Estos filamentos de cromati
na intranucleoclar constituyen el organizador nucleolar y estan en

continuidad con la cromatina perinucleolar ( Bernhard y Granhoulan

“14£1968: Granboulan v Granboulan 1965). A grandes aumentos se ha

observado gue 10s gr&nulos estan formados de fibras densamente empa-
quetadas y también (Marinozzi 1966), la transicifn del componente £i
broso al granular. Ll anillo de cromatina Feulgen positiva gue rodea

al nucleolo, representa las porciones hetercocrom&ticas del o los cro

mosomas asociados a &ste. Los componentes f£ibrilar y granular difie-
ren en su distribucifn de acuerdo con el tipo celular, asi en las cé
lulas vegetales y en las c&lulas de las gl&ndulas salivales de diIpte
ros se ha observado que la parte centfal del nucleolo es fibrilar en

tanto que el componente granular se localiza en la periferia mientras
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que en las cé&lulas de mamiferos ambos componentes estin mezclados. La
astructura nucleolar, puede variar con los estados funcionales de las
c&lulas en un mismo tejido, compactéindose y perdiendo su disposicibn

nucleolonemal en las células endometriales de rata castrada, recupe-

rando su disposicién laxa con la inyeccidn de estradiol, (Vi&zgquez-

Nin 1978, 1979). Asf mismo el nucleolo en los primeros estadios de su

desarrollo (telofase y principios de G-1), presenta esta configura-
ci6én compacta no nucleolonemal encontrada frecuentemente dentro de
las c€élulas en activa proliferacién (Brinkel 1985; Hay 1968 Smetana
v col 1974, 1970; Stevens 1966, 1970)

En muchas c&lulas cancerosas, linfosarcomas indeferenciados, las
del tumor de Ehrlich o en cé&lulas tratadas con sustancias que alteran
la transcripcifén y/o el procesamiento postranscripcional del ARN exis
ten también nucleolos de este tipo de configuracidn compacta (Busch

y Smetana 1970). Por el contrario en las c¢élulas cuya actividad de
sintesis de ARN es baja como el ovocito maduro (Sotelo y Porter 1959,
y los linfocitos circulantes (Smetana y Busch 1974), el nucleolo ad-
quiere la forma de una esfera hueca y sus componentes ultraestructu-
rales son fundamentalmente granulares y generalmente se les llama
"Nucleolos anulares" o en anillo. Algunos de estos estudios nos reve
lan que la morfologia del nucleoclo est& determinada por un balance
entre la sintesis del ARN precursor ribosomal y la migracidén de las
particulas ribonucleoproteicas finales hacia el citoplasma (Studzins
Ky y Gierthi 1972). Esta relacidn entre la morfologia y el eguili-
bric funcional existente entre transcripeifn y la migracidn al cito
plasma de los productos procesados unidos al componente proteico,
presentes en el nucleclo, se encuentra también en el caso de los gra
nulos pericromatinianos y el sistema ARN hn - ARNm (Vizquez-Nin y col

1978, 1979).
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La aplicacién de la técnica de autorradiograffa en microscopia
electrbnica y la combinacifn con el método de tincién de ribonucleo
protefnas de Bernhard, permiti6 relaciconar el estudio de la ultraes
tructura y de la funcidn del nucleolo con los sitios de sintesis de
ARN nucleolar y las estructuras involucradas en el procesamiento
del ARN, llegando a concluir gue el nucleolo incluye las regiones
del genoma responsables de la transcripciftn de ARN prerribosomal,
juqto con sus productos.

En 1965 Granboulan y Granboulan fueron los primeros en demos-—
trar que despu€s de 5 min. de incubacifn con uridina tritiada la ra
diocactividad se acumula preferencialmente dentro del nucleolo sobre

el componente fibrilar localizadeo en contacto con el ADN intranu-

cleolar. Cuando los pulsos radiactivos se prolongan por 10 min.,
las fibras son marcadas fuertemente y algunos grédnulos de plata se
observan sobre el componente granular, en tanto que a los 30 min.
de incubacién el cuerpé nucleolar posee un marcadco homogéneo. Es-—
tas observaciones tempranas fueron confirmadas en una variedad de
c&lulas (Unuma y col 1968; Fakan y Bernhard 1971; Fakan e

1976; rakan 12gg) . Estos estudios
arrojaron dos conclusiones esenciales: 1) La sintesis de ARN nu-
cleolar se lleva a cabo sobre la cromatina intranucleolar y el com
ponente fibrilar es la expresi6n morfoldgica del producto transcri
to unido a proteinas (Fakan y Bernhard 1971} v 2)Las fibrillas son
los precursores morfolbgicos de los gréinulos y su transformacifn en
grdnulos coincide con el procesamiento del ARN nucleolar. Lo ante
rior fu& apoyado por Marinozzi y Bernhard al mostrar que los grinu
los y fibrillas nucleolares, contienen bdsicamente ARN conformando
ribonucleoproteinas. El trdnsito de fibras a grdnulos, evidencia el
procesamiento y el empaquetamiento de los ARN ribosomales. Como lo

mostrS en 1963 X. Scherrer y col. el ADN nucleclar es transcrito
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en forma de una molécula grande de ARN (45 S} gue se asocia inmedia-
tamente a protefnas y forman las fibrillas. Los eventos moleculares
del procesamiento de este precursor en los ARNs 285 y 185 se refleja
en la transformacidén del componente fibrilar en granular gue corres-
ponde a la maduracidén molecular del ARN ribosomal. El empleo de inhi
bidores de la sintesis de ARN y en especial de ARN r como la actino-
micina D ha confirmado el papel del nucleclo en la maduracidén del ARN
ribosomal, este antibidtico provoca una reocrganizacifn estructural
del nucleolso caracterizada por la separacién de sus constituyentes,
denominada segregacifn, que permite apreciar autorradiogr&ficamente

su evolucién.
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OBJETIVO.

Las variaciones de la transcripcién, en el Gtero de mamiferos
han sido estudiadas desde el punto de vista bioguimico, encontrin-
dose que la administracifén de estr8genos causa un gran aumento de
la sfntesis del ARN nuclear. Este se incrementa hasta en un 40% so
bre el control 2 minutos despué&s de la inyeccifn (Hamilton 1968; O
Malley y Means 1974; Means y Hamilton 1966.) y hasta un 500% a los
ZQﬂmin (Hamilton 1968). Tal intensidad y velocidad de cambios, pro
vee de un sistema experimental apropiado para el estudios de la va
riacifn en el nimero de particulas ribonucleoproteicas (RNP) con
el microscépio electrénico (M. E.}
; Los cambios en la tasa de sintesis de ARN de las células del
epitelio luminal de rata producidos por la castracién y la inyeccit -
de estradiol se pueden relacionar con las variaciones del tamafo y
el ndmero de las estructuras ribonucleoproteicas intranucleares. Es-
tas variaciones pueden ser apreciadas y cuantificadas por procedi-
mientos estereol6gicos bien conocidos de la morfometria cuantitativa.

Tal modelo experimental ofrece un sistema en el cual podemos oh
servar y cuantificalr las variaciones reversibles de la expresidn gé-
nic# en respuesta a efectos hormonales en imigenes ultraestructurales
del nfcleo de células blanco, en donde las estructuras ribonucleopro
teicas intranucleares tales como las fibras pericromatinianas, gr&nu
los pericromatinianos e intercromatinianos y el nucleoclo, que repre-
sentan partes extracromosfSmicas del genoma, constituyen el resultado
de la expresién génica.

En este trabajo se observaron y cuantificaron los efectos del

17 B estradiol sobre las estructuras ribonucleoproteicas asociadas a
la expresidn génica de las cé&lulas del epitelio luminal del dtero de
rata normal y castrada. Las variaciones de estas estructuras se deter

minaron mediante andlisis cuantitativo de la imagen para ¢l cual se
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valoxd la difexencia entre control (normal) y tratados (experimental)
por procedimientos estadisticos, en un intento por obtener mayor in-

formacibn de la significacién citofisiolbgica de tales particulas.
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MATERIAL Y METODOS.
Condiciones experimentales.

Fueron empleadas 30 ratas adultas (100 dfas y 200 g.de peso) uvi.
genes, de la lfnea Wistar, proporcionadas por el bioterio de la Facul
tad de Medicina UNAM. a las que se les determiné la fase estral (e=-

tro) mediante la observacifn microscSpica de frotis vaginales fresc

it

al microscopfo de contraste de fases, las ratas que tenfan un cicloe
regular se separaron en tres grupos:
l. Normales en estro.

2. Castradas

3. Castradas- inyectadas a intervalos de 0.25, 0.5, 1, 2,12 y 24 hrs.

con una solucidn que contenia 20mg. de Hemisuccinato de 17 B8 est:.dibl.

Se les mantuvo en jaulas separadas en condiciones higiénicas apropia-

das, suministrindoles alimento y agua ad libitum.
Procedimientos preparativos.

A 29 ratas se les ovariectcmiz6 bilateralmente en condiciones de asep
cia, utilizando eter etilico como anestésico, tres seranas despues de
la operacifn, las muestras de utero de 11 ratas, fueron fijadas, en
tanto que 18 restantes fueron inyectadas con la solucidén de estradiol
vy las mhestras de sus fiteros se fijaron a los intervalos sefalados.
La restante fué sacrificada, en estro, donde se enéuentran altas con-
centraciones de estrogeno endogeno en condiciones normales. .
Se obtuvieron muestras anulares transversales>con respecto al eje

“
principal de los cuernos uterinos, las cuales fueron procesadas para
microscopfa electrfnica de la siguiente manera:
Fijacién.

Las muestras fueron cortadas en fragmentos de aproximadamente lmm. y

sumergidas en glutaraldehido al 2.5% mds paraformaldehido al 4% Adiluf
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dos en amortiguador de cacodialatos al 0.19 M a pH 7.2 - 7.4
Las muestras se separaron en dos grupos, unas gue fueron post-fija-
-das en tetraoxido de osmio al 2% y otras gue fueron deshidratadas
sin post—-fijacidn.

peshidratacifn.

Los cortes se deshidrataron pasindelos por alcoholes graduales; de
70% (dos cambios de 19 min), 80% (un cambio de 20 min), 96% (un cam

bio de 2Z0 min) y 100% (dos cambios de 20 min. c¢/u), para despuss in
troducirlos en &xido de propiléno, como intermediario de la deshidra
tacibn-preinclusién (dos cambios uno de 30 y otro de 20 min.).

Las muestras se preinc¢luyeron en una mezcla de inclusién disuelta en
Sxido de propileno a concentraciones crecientes, quedando durante 12
a 24 horas en una soluci6n de preinclusidn compuesta por 50% de 6xi-
do de propileno y 50% de la mezcla epéxica de inclusién.

Inclusidn.

Se introdujo el material en la mezcla epSxica de inclusién usando
cdpsulas de gelatina o un molde de hule para polimerizarlo (endure-
cerlo) a 60°C. en una estufa.

Microtomfa.

Lbs blogques de material inclufdo fueron cortados con un ultramicroto
mo Porter Blum MT1 de operacifn manual y cuchilla de vidrio, selec-
cionando 1los cortes semifinos (gruesos) de coloy pdrpura -—azul de
aproximadamente 500 ymde grosor para observaciones de microscopfa Spti
ca, para lo cual fueron tenidas con azul de toluidina, en tanto que
los cortes finos de color plateado o dorado claro de 60 a 90 uwm.de
espesor se montaron en rejillas de cobre a las que previamente se

les colocS una membrana de formvar cComo sostén.

Tinci6n (Contraste).

Algunas preparaciones con posfijacién con tetraﬁXidQ de osmio se
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contrastaron por métodos de tincifn general con acetato de uranile
citrato de plomo, en tanto que los procedimientos de tincidn prefe.
cial con EDTA (dcido etiléndiaminotetraacético) para RNPs fueron 1
lizados de acuerdo con Bernhard de la siguiente manera:

Se flotan las rejillas en una sol. de acetato de uranilo al 4% dur -
te 1 min. después de lo cual se lavan en agua bidestilada y se sec
Se ponen sobre una gota de EDTA .2 M a pH aprox. 7 de 18 a 25 min.

se lavan y secan; finalmente se flotan las rejillas sobre una gota

citrato de plomo 0.02% segdn Venakle durante 2 min. al cual se le .

loca en un recipiente gue contliente lentejas de sosa y un algeddn «

agua, gue proporcionan una atmésfera hGmeda.

v
Procedimientos estereolbgicos.
Las imdgenes de los cortes ultrafinos se observaron con un microsch

pio electrfnico EM-9 Carl Zeiss, con el cual se obtuvieron microgr.

ffas electrénicas a un aumento entre 7000 a 8000 las gue fueron am-
plificadas 2.5 y 2.1 veces respectivamente. Estas fotograffas en pa
pel se emplearon para el anélisis morfom&trico tomando las siguien-
tes precauciones: fueron micrografiados lous nfclecs de las células
del epitelio superficial (endometrial), cuyo didmetro no fuera me-
nor que dos tercios de la media de clase del didmetro, para evitar
los cortes tangenciales en los cuales existe mas cromatina y son

mds abundantes, por esta razén, las estructuras pericromatinianas

y menos frecuentes los gr&nulos intercromatinianos. Los cortes nu-
cleares tomados al azar producirian un incremento de la dispersién
dervalores Yy serfa necesario un gran n(mero de observaciones. Para
evitar medir un nlcleo mds de una vez, fueron desechadcs 20 cortes
de 1 um entre una rejilla y otra. Las técnicas de an&dlisis esterep

l6gico empleadas permiten obtener datos que se utilizaron para co

rrelacionar cuantitativamente los carbios del nucleolo de las fi-
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bras, grdnulos intercromatinianos y pericromaztinianos debido al trata

miento con estrSgenos exSgenos.

Las estructuras antedichas fueron estudiadas en imdgenes micro-—

graficas impresas en »napel, usando métodos adecuados para estimar la
fraccién ocupada por la estructura en estudio, del volumen nuclear to

tal. Se utilizs el método de la fraccifn de puntos para grdnulos in-

tercromatinianos y fibras pericromatinianas, superpeniendo a la imagen

impresa, una mica transparente punteada regularmente. Se cuantifics

el nGmero total de intersecciones cue coinciden con estos elementos y

el nfimero de intersecciones en el &rea nuclear utilizando el cociente

rimero e e e © estimacidn relativa de frecuencia.
del i ntre el segundo com t lat de £ encia

Se tomaron como criterios operacionales para diferenciar y asi contar

los grénulos intercromatinianos: 1) que son mas pequefios que los gréa-

nulos pericromatinianos; 2) que no tienen el halo claro caracteristi-

co de estos; 3) gue se agrupan en actimulos.

Para las fibras pericromatinianas se utilizaron los criterios

siguientes: 1) que son elementos 0 estructuras fibrilares:; 2) son ex-

tranucleolares;: 3) son indiferentemente pericromarinianas o intercroma

tinianas

El nGmero total de gr&nulos pericromatinianos en cada corte fué

determinado en relacibn con el &drea nuclear para obtener su densidad

numérica. Se tomaron precauciones pvara estandarizar el grosor de

los cortes, con lo cual no se necesitd hacer ninguna correccidn pa-—
ra estudiar su variacidn relativa en nGmero.
Los resultados del experimento fueron sometidos al anidlisis es-

tadistico por medio de la prueba "t" de Student y la desvicidn estén
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RESULTADOS.
Morfologia.

La figura 1 se muestra una imagen de un ndGcleo de Gtero normal
tefiido con la técnica del EDTA de Bernhard, en el cual se observan
los elementos que se cuantificaron. En general el ndcleo presenta un
ambiente fibrogranulgr que se extiende en la mayor parte del Smbito
nuclear en donde existen pocas &reas de cromatina compacta adherida
a la membrana nuclear, el nucleclo presenta una estructura nucleolo
lemal o de hilo (fibras) nucleclares que se ha perdido en cierta me
dida ;ntre las cuales quedan partes claras gue corresponden a la lla
mada parte amorfa y tiene una estructura granular prominente, puede
-aber unc o dos por cé€lula. Es un nucleolo que evidencia alta activi
dad de sintesis de ARN ya que es grande y con muchos espacios_claros
dentro.

En la regibn central del nGcleo se observan gr&nulos pericroma-—
tinianos de forma esfdrica caracterfstica y mis grandes que los in
tercromatinianos, con un halo claro caracteristico y gque son bastan-—
te zbuzndantes en estas preparaciones, la cromatina compacta estd dis
puesta sobre la membrana nuclear, gue en esta técnica no se distin-
gue, sino como un drea gris, dado que no demuestra desoxiribonuclieo-
proteinas.

En la zona pericromatiniana se observan Sreas de grinulos mez-
clados con fibras que se agrupan en esta zona tanto como en la zona
intercromatiniana, este nGcleo tiene abundantes ribonucleoproteinas
Yy en su citoplasma se advierten polisomas mds o menos distribuidos
a-lo largo de la membrana, aungque no todos est@n adheridos a su hoja
externa.

La figura 2 muestra el ndcleo de una rata castrada
en la gue se ha producido una marcada disminucifn del volumen nucleo

lar, asf como decaimiento vertigonoso de los gr&nulos pericromatinia
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nos y del ambiente fibrilar y la reduccién de las dres ocupadas por

grinulos intercromatinianos en general muestira una escasez de RNP,

Los grénulcs pericromatinianos existen generalmente dispersos, cuan
do son numerosos ¢ les encuentra agrupados en acfimulos que no tie-

nen ninguna relacidén con &l nucleolo. También se observa una marca-

da disminucién del volumen nucleolar, gue no presenta =l aspecto nu

cleololemal gus se observa en la normal y por el contrario aparece

corno una esfera. Se presentan algunos gr&nulos intercromatinianos y

escasas fibras asf como estructuras RNP intermedias gque son mezclas
o continuidades de fibras y grdnuloes intercromatinianos. Las fibras
pericromatinianas scn mis abundantes alrededor de la cromatina més
de 1o gue lo son en las dreas pericromatinianas.

Despuds de 15 min. de la inyeccién de estradiol el cambioc més
sobresaliente es la casi total desaparicién de los acGmulos de gré&-

nulos prericromatinianos. A los 30 min. después de la inyeccidn de

estradiol es frecuente observar grénulos solitarios. Los grénulos

pericromatinianos son escasos y el nucleolo sin embargo es pequefo
y fibrilar., Las fibras pericromatinianas son abundantes alrededor
de la cromatina densa y en icg espacios intercromatinianos (figura
3). Una hora despué&s de la inyeccifn las particulas ribonucleicas
estudiadas estin igualmente distribuidas vy ocupan mucho del espacio
nucleay. Los grdnulos pericromatinianos se encuentran frecuentemen-—
te en peguenos grupos.

Despuds de 2 horas de tratamiento, el nucleclo aparece tan gran
de como en los animales castrados, las ribonucleoproteinas permane—
cen con una dispoesicidn similar al estado precedente.

BEn la figura 4 se muestra gue después de 12 a 24 hrs, el nucleo
lo incrementa su tamano y sus dreas granulares llegan a ser evidentes.

La frecuencia de grinuloes pericromatinianos se increma2nta, aungue no
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estdn particularmente agrupados alrededor del nucleolo. Los granulos

intercromatinjianos y las fibras pericromatinianas ocupan los espacios

intercromatinianos.

Estereoclogia.

De los dfametros nucleares medidos en cortes delgados por me-—
dio de un microsc6pio de luz y micrémetro se obtuvo el dfametro pro-
medio de cada clase, gue fuf estimado de la media de los diametros
de acuerdo con la ecuaci®n de De Hoff 1966, para estimar comparativa
mente el efecto del tratamiento, sobre el tamafio nuclear, se calculd
la desviacifn estandar de la media, los resultados de éstos calculos
se muestran en la tabla I, en la que se aprecia una pequefla pero in-
dignificante diferencia que nc se relaciona con el tratamiento, qui-
2z4s debida a variables no céntroladas (intervinientes)en los proce-
dimientos preparativos. R
Castracién. La castracifn como se muestra en la ﬁabla II produce cam
bios importantes, de los que destacan,el decaimiento del voiumen na-
cleolar relativo, cuantificado en fraccifén de 4rea,asi como el incre
mento del ntimero de grinulos pericromatinianos. Las fibras pericro-
matinianas y los grdnulos intercromatinianos presentan peqguefios cam—
.biOS'reciprocos.

Inyecci6én con 178 estradiél. El tratamiento con estradicl a tiempos
cortos de 15 min. de tratamiento,muestra que el ndmero de grdnulos
pericromatinianos por unidad de &rea nuc¢lear disminuye significativa
mente, permaneciendo asf hasta los 30 min.,incrementindose a niveleg
del normal, entre 1 y 12 hrs. despues del tratamiento con estradidi
(grafica AIAe la fig. 5)y se aproxima en nGmero a los niveles de cag
tracién, 24 hrs. despues de la administracién del estradiol.

La media d&e=1 diametroo pbromedio de estos granulos no cambia sig--
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nificativamente entre el control, el castrado y los grupos experimen
tales estudiados de 0.5 a 24 hrs. despu&s del tratamiento con 17 B8
estradiol.

En la gr&fica de la figura 5-C se puede apreciar qgue la frac-
cién de Srea nuclear aumento a las 2 hrs. La fraccibén de drea nucleg
lar se incrementa a las 2hrs.,despu&s de la inyeccifn, alcanzando a
las 24 hrs. un nivel significativamente mayor gue en los normales.

En las grdficas de la figura 5-B y 5-D se muestra que los grd_
nulos intercromatinianos y las fibras pericromratinianas presentan

peyueiios cambios con el tratamiento.
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DISCUSION.

Los resultados del estudio de la varilacibn de las estructuras
nucleares relacionadas con la expresidn aénica, a lo largo de este
exéerimento, nos muestra que la supresién de las hormonas esteroides
con la castraéibn provoca cambios nucleares gue el tratamiento con
>17 B estradiol, no llega a compensar, para producir un estado normal.

Es necesario advertir,aue deben ser estudiados los efectos

“de tratamientos crénicos con dosis bajas de estradiol con la adminis
tracifn simultédnea de progesterona.

Se ha mostrado gue la ovariectomia inhibe la sintesis de ARN
nuclear uterino (Hamilton y ceol., 1968 ). Asi mismo al medir la acti
vidad de la ARN polimerasa IXI dependiente de Mg2+, que es responsable

de la sintesis de ARN heterog&neo nuclear, Y la incorporacifn de uri-
dina tritiada al ARN, Hamilton encontr8 que los valores m&s bajos de
ambos par&metros se encuentran a los 21 dfas después de la castracibn.

El aumento de los granulos pericromatinianos encontrados en la
presente investigacién en animales tratados en la misma forma sugiere
que estos granulos, son un compartimiento de almacenaje intranuclear
de ARN extranucleolar. Entonces el nfimero de granulos pericromatinianos
esta en equilibrio entre la velocidad de formacién, es decixr la rapidez
de transformacifn de las fibrillas pericromatinianas en grinulos peri-
cromatinianos, y la velocidad de desaparicién de &stos por migracisn
del ARN hacia el citoplasma.

Esta suposicién estd apoyada por resultados experimentales de
interpretacidn menos clara, en donde se encuentran incrementos simila-
res blogueando la sintesis de ARN y el procesamiento, con un choque
hipotérmico (Puvién y col., 1977.), asi como los experimentos de Movne
y col. (1977) utilizando cicloheximida, la cual dificulta tanto la sin

tesis como el procesamiento del ARN y las protefnas.
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Al asocilar las observaciones llevadas a cabo en le presente tra
bajo a las tres semanas despues de la castracifn, con la disminucién
de la tasa de sfntesis de ARN (Hamilton y col., 1968) se puede asumir
que el ntmero de granulos pericromatiniancs, estf en un estado estable
en el gue la tasa de sintesis iguala a la tasa de procesamiento-trans-
porte. Tal incremento de los grédnulos pericromatinianos puede ser in-
terpretado como debido a gue la ovariectomia produce una disminucién
mayor en el transporte gue en la sintesis de APN.

El ré&pido decremento del nimero de gré&nulos pericromatinianos
que sigue al tratamiento hormonal demuestra un efecto postranscripcio
nal muy temprano del esﬁradiél, que consistirfa en un aumento drédstico
de la velocidad del transporte del ARN del nficleo al citoplasma.

Sin embargo a 1 hr. depués de la administracién de estradiol,
latasa de sfntesis se incrementa y contraresta la pérdida, por lo que
el ndmero de grénulos aumenta.

En el material estudiado el incremento en el niimerc de granulos
pericromatinianos se produce en diversas freas nucleares, a excepcifn
de la regifn nucleolar.Esto sugiere que estos granulos estdn relacio-
nados con la sintesis de ARN de algunos genes estructurales especiales
cuya tasa de transcripcifén es regulada independientemente de aquellos
que estfn situados en la cromatina nucleolar. FenSmeno similar a lo
que ocurre en los puffs y en los anillos de Balbiani de cromosomas
politénicos (VAzquez-Nin y Bernhard 1971).

Sin embargo en las condiciones experimentales extremas gue com
prometen seriamente la viabilidad de las células, otros autores (Nash
y col., 1975; Puvién y col., 1977) distinguen dos tipos funcionalmente
diferentes de granulos pericromatinianos: nucleolares ¥ qxfranucleola—
res. Cabe sefialar gue el tipo nucleolar no se ha observado en c8lulas

normales.
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El volumen relativo del nucleolo disminuye con la castracién a partir

de las 2hrs. en adelante hasta el final del experimento. Estos hallas-
gos son consistentes con los cambios de 1la actividad de la ARN poli-

. +
merasa activada con Mg2 producidos en la misma especie biol&gica por

ovariectomia, asf como en las tratadas con la misma dosis de estradiél
(Hamilton y col. 1968) .
Se ha comunicado los efectos de los estrogenos sobre la estruc-

tura fina del nucleolo de las células del epitelio endometrial y del

estroma (Tachi y col. 1974). En estos estudios no se han echo determi

naciones cuantitativas, sin embargo se puede observar que en las cé-
‘ulas del miisculo liso y &del epitelio endometrial hay una diversifica
21i6n ,de sus elementds ultraestructurales y presuntivamente un incre-
mer+o en el volumen nucleolar.

E£] estradiol induce aumentos muy importantes en la incorpora-—
cifn de uridina tritiada al ARN nuclear de marcado répido (Hamilton
y col. 1968). Esta actividad especifica, se presenta por encima del
control despues de 2 min y prosigue asi hasta las 24 hrs despues del
tratamiento hormonal. Dado gque Bachellerie y col. (1975) detectan
ARN hn en las fibras pericromatinianas la observaciftn de gue la fre-
c.encia de dichas fibras no camb..a demasiado durante el experimento,
no estf de acuerdo con los mencionados datos bioquimicos, ni con el
trabajo de Nash y co0l.(1975) que detecta aumentos de las mencionadas
fibras durante reactivaciones s@bitas de la trascripcién total de hepa
tocitos en cultivo.

La ausencia de cambios sistemiticos en el volumen nuclear, con-
trasta con el muy bien conocido aumento que tiene lugar en los linfo-

citos activados con fitohemaglutinina (Milner y Hyhoe 1968), guizis

esto sea debido a que en este experimento existen cambios de la velo-
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cidad de la expresi6n genica en las cé€lulas diferenciadas, en dife

rentes estados metab6licos, mientras que en las transformaciones de

los linfocitos pueden considerarse como alteraciones atn mds dristi-
cas que posiblemente impliquen cambios del estado de diferenciacidn

celular.
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CONCLUSIONES.

El decremento del volumen nucleolar observado despu€s de la
ovariectomia, es producido por'la consecuente inhibici6n de la sin-
tesis de ARN.

I.a acumulacién de granulos pericromatinianos extranucleo-
lares, indica un almacenaje debido a una dificultad en el trans-
porte.

El estradiol estimula independientemente la sintesis y el

transporte de ARNsS al citoplasma.
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Figura 1, NGcleo de cé&lula del epitélic endametrial de ftero
de rata normal en estro. Contraste con uranilo-EDTA-plomo.
Las estructuras ribonucleoproteicas son abundantes y unifor-
memente distribuidas. E1 nucleolo (n) estd compuesto por f£i-
bras y granulos entremezcaldos. Los granulos intercramatinia-
nos (icqg) forman grandes acGmlos. Ios gr&nulos pericromati-——
nianos (flechas) aparecen aislados o en pequefios grupos. Las
fibras pericramatinianas (pf) son abundantes y estan por todo
el nucleoplasma. 34 000 X.
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TABLA I

DIAMETRO NUCLEAR.

No.
Control

Castrado

Tiempo despues de
la inyeccidn.

15 min.
30 min.
1 h.
i20h.
24 h.

de mediciones

184

138

160
136
160
152
153

Media

4.2

Desviaci6n
Estandar

0.6



TABLA II.
EFECTOS DE LA CASTRACION SOBRE LAS ESTRUCTURAS RIBONUCLEOPROTEICAS.

Control Tratado A%
Nucleoleo
N 47 40
Fa 0.105 0.038 -63.81
DS 0.043 0.011
o 0.001
Granulos pericromatinianos
N 40 57
N 1.642 2.835 +72.66
a
DS 0.550 0.534
’ p 0.001
Granulos intercromatinianos
N 20 37
?é 0.094 0.074 -21.28
DS 0.035 0.030
P 0.05
Fibras pericromatinianas
N 20 37
?p 6.376 0.437 +16.22
P 0.05

= nGmeroc de mediciones.
DS8= desviacibn estandar .
probabilidad de que las diferencias ocurran por el cambio.

§;= fraccibn de drea; promedic del drea del corte del nucleolo
por unidad de &rea nuclear.

a promedio del nGmero de granulos pericromatinianos por uni-
dad de drea nuclear;el grosor de los cortes no correctos se

estandarizd,

p promedic del nGmero de puntos gue caen sobre un componente

ribonucleoproteico, dividido por el nfimero total de puntos
de prueba.

A%= porcentaje de cambio definido como:
X X
Ztratados” Tcontrol, .0
xcontrol
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