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Introducción: 

Las primeras observaciones que se hicieron del núcleo celular, las re&liz6 
Leewenhoek en 1770 en los glóbulos rojos del salmón. Bauer en 1802 ya había dibujado 
núcleos de vegetales de célule.s del tejido le.xo, pero sus trabe.jos fueron publicados 
tiempo después. Robert Brown, que conocía. los trabajos de Bauer, con un microscopio 
simple con aumentos hasta de sao diámetros descubrió pequeñll.B partículas que lle 
observaban continuamente en las células de orquídeas y que después de 5 11.ños las 
denominó areola o núcleo. Valentin en 1836 introdujo este término en células de 
anime.les.(Hughes A.,1959.; Albarracín-Teul6n A., 1983.) A partir de estos estudios, 
se realizaron investigaciones más profundl!.S para aclarar su estructura y función, dado 
que se descubrió que este organelo no sólo es importante porque contiene el material 
genético, sino porque es fundamental para la regulación del metabolismo celular. 
(Busch H., 1974.¡ Newport J y Spann T., 1987.) 

En este estudio se pretende analizar un poco más las interrelaciones de 111.S 
estructuras ribonucleoproteicas en el núcleo interfásico, así como su papel dentro de 
los procesos postranscripcione.les por medio de microscopía electrónica y citoquímica 
ultra.estructural. Para poder entender la importancia de estas estructurn.s ribonucleo­
proteicas, es necesario tener un panorama general de lo que se conoce como núcleo 
interfásico, el cual se describe 11. continuación. 

Envoltura nuclear. 

En los organismos eucariontes se separan los procesos de transcripción y 
traducción por medio de la envoltura nuclear, la cual est~ compuesta de dos 

- membranas que son prolongaciones del retículo endoplásmico y están sepa.radas por 
un espacio perinuclear de 20 a 40 nm de espesor, (Alberts B. y col., 1986.} l11.11uperficie 
externa de la envoltura nuclear presenta ribosomas adheridos y la interna. una l&mina 
densa que es una red fibrilar compuesta. por tres proteínas cuyo pe&o molecular va 
de 60 a 75 kd. Presenta propiedades y secuencias de aminoácidos que las relaciono.n 
con los filamentos intermedios. (Aebi U. y col., 1986.) La envoltura. nuclear está 
interrumpida por los complejos de poro, cuyo diámetro aproximado es de 80 nm, 
están constituidos por ocho gránulos proteicos que forman un 11.nillo y con frecuencia 
presentan un gránulo central. 

Matriz nuclear. 

La matriz nuclear está constituida principalmente por proteínas ácidas, Cll.Si en un 
80% y por un pequeño porcentaje de ARN, ADN y fosfolípidos. Lu proteín11.1 forman 
filamentos de 3 a 22 nm de diámetro, orga.ni.sados en una red, la cual puede regular 
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potencialmente la forma nuclear, y se ha sugerido que tiene un papel fundamental en 
funciones nucleares como la duplicación, transcripción y eventos postranscripcionales 
de procesamiento y transporte. (Newport J y Spann T., 1987.; Capeo D.G., Wang 
K.M. ,1982) 

Cromatina. 

La cromatina está constituida por una unidad estructural repetitiva denominada 
nucleosoma. Los nucleosomas están formados por dos moléculas de cada una de las 
histonos conocidas como H2A, H2B, H3 y H4 que forman un octámero, asociado a 
una doble hebra de ADN aproximádamente de 200 pares de bases. Estos se arreglan 
en una forma más condensada por medio de la histona H1 y forman una fibra de 
30 nm de diámetro, a la cual se asocian proteínas con funciones de regulación de la 
expresión génica. (Alberts B. y col., 1986.; Pn.rdoll D. M. y col., 1980.) 

Núcleo interfásico. 

En el núcleo interfásico la croma.tina. se encuentra. tanto en forma compacta, 
considerada transcripcionalmente inactiva., como descondensa.da, en la. que la región 
pericromatiniana. es transcripcionalmente activa y la. de la. región intercromatiniana 
es transcripcionalmente menos activa.. 

El núcleo también presenta estructuras ribonucleoproteicas las cuales se han 
podido estudiar por la innovación de una técnica. de contraste regresivo preferencial. 
(Bernhard W., 1969.) Ya. que estas estructuras son parte importante en este trabajo 
se les presta una. mayor atención en su descripción y pueden ser observa.das en el 
esquema de la figura l. 
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Fig. l. Esquema. del núcleo celular interfá.sico de hígado de ro.ta, realizado por Bernhard 
(1969), en el_aue se muestran lo.s estructurll.B ribonucleoproteic&S. El esquema 
del nucleolo es cortesía de Jiménez-Garcfo. L.F. (Tesis doctor11.l en prepar11.ci6n). 

cr: cromatina.; gpi: gránulos pericrom11.tinia.nos; gic: gránulos intercroma.­
tinianos; -+: fibra.s pericrom11.tinio.nas; nu: nucleolo; f: regi6n fibrilar; 
g: regi6n granular¡ pnc: cromatina perinucleolar¡ fe: centro fibrilar; 
dfr: regi6n fibrilar densa. 



Gránulos Pericromatinianos. 

Fueron descritos por Watson en 1962 y están constituidos por fibras de 1 a S nm 
de grosor {Smetano. K., 1977; Smetana K., 1979.) que forman un gránulo electrodenso 
de 44 nm de diámetro, con un halo claro de 25 nm, el cual es característico de estas 
estructuras pero no se conoce su naturaleza. Algunas fibras salen y se asocia.na otras. 
Los estudios de caro.cterizaci6n y aislamiento mostraron que su composición es ARN 
heterogeneonuclear y proteino.s, tienen un coeficiente de sedimentación de 408. (D11.Bk11.l 
Y., Komaromy L. y Busch H., 1980.; Do.skal Y., 1981.) Por su morfologia. se han 
relacionado con los anillos de Balbiani. (Skoglund U. y col., 1986.) Ambos se localizan 
cerca de los cúmulos de cromatina compacta y algunas veces se encuentra.n a.isla.dos 
en el área intercromatiniana. Se sugiere que funcionan como almacén y/ o tra.nsporte 
intranuclear de ARN pre-mensajero o mensajero (V é.zquez Nin G. y Bernhard W., 
1971.¡ Vázquez Nin G. y col., 1978.¡ Vázquez Nin G., 1979.) 

Fibras Pericromatinianas. 

En 1969, Monneron y Bernhard las describieron como estructuras de 3 a 
5 nm de diámetro. Esto.s se consideran como el sustrato morfológico del ARN 
heterogeneonuclear (Bachellerie J-P., Puvion E. y Zalta. J-P., 1975.), ya que al 
estimular la transcripción con cortisol se observa un incremento en su número. 
Colateralmente se dieron pulsos cortos de uridina tritio.da, lo cual permitió marca.rlas 
y corroborar que algunas se transforman en gránulos pericromatinianos. (Moyne G., 
Puvion E. 1976.¡ Vázquez Nin G. y Bernhard W., 1971.) 

Gránulos Intercromatinianoe. 

Los estudios citoquímicos realizados por Swift en 1963, permitieron evidenciar 
estos gránulos; pero Monneron y Bernhard en 1009 los caracteriza.ron como gránulos 
intercromatinianos y comprobaron su naturaleza ribonucleoproteica. Presentan un 
diámetro de 20 a SO nm que se unen por fibras y forman agregados de varios tamaños. 

Por el uso de drogas que inhiben la síntesis de ARN heterogeneonuclear y 
estimulan la síntesis de ARN ribosomal se sugirió que los gránulos son 11itio1 de 
transferencia o acumulación de ARN nuc!eolar. (Puvion E., 1982.; Puvion E. y col., 
1984b.; Puvion E. y col., 1984a.) 

Se localizan en el área intercromatiniana del núcleo y aún cuando su función no 
ha sido bien definida, se cree que participan en la maduración del ARN prc-menb1 jero. 
(Fakan S. y Puvion E., 1980¡ Fakan S. y col., 1984) 
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Cuerpos EBpiralados. 

Toro y Rohlich en 1966 describieron en células de trofoblasto de rata y rat6n una 
estructura semejante a los cuerpos espiralados que denominaron cuerpo glomerular. 
Posteriormente, Monneron y Bernhard (1969) los caracterizan como un agregado más 
o menos esférico de 0.3 a 0.5 micras de diámetro, compuesto por fibras enrolladas de 
40 a 60 nm de grosor, que son paquetes de fibras de 5 nm de grosor. Estos cuerpos 
presentan un arreglo concéntrico de sus paquetes de fibras, lo cual da una apariencia 
de espiral. 

Se observan en el área intercromatiniana y aún con la utilizaci6n de la técnica 
preferencial para ribonucleoproteinas no se encuentran con frecuencia, lo cual no ha 
permitido conocer su significado biológico. 

Además de estas pll.l'tículas, el núcleo presenta otra estructura de naturaleza 
ribonucleoproteica, denominada nucleolo, que fue descrito por Felice Fontana en 1781. 

Nucleolo. 

Esta estructura produce el ARN ribosomal (de 80 a 90% del ARN total) de la 
célula eucariótica, está constituida principalmente por tres zonas: la región granular 
compuesta por partículas pre-ribosomales de 15 nm de diámetro que frecuentemente 
ocupa la parte más periférica del nucleolo¡ la región fibrilar densa formada por fibras 
de 8 a 4 nm de diámetro que corresponden a los transcritos de ARN pre-ribosomal que 
es el precursor común (458) que posteriormente a través de un complejo procesamiento 
forman los ARN ribosomales (288, 188 y 5.88)¡ y los centros fibrilares laxos que 
contienen el ADN donde están los genes que codifican para los ARN ribos6micos. 
Estos tienen la característica de estar repetidos y dispuestos en hilera a lo largo de la 
cadena del ADN, separados por secuencias espaciadoras que no son transcritas. Todos 
los organismos tienen copias múltiples de los genes de ARN ribosomal, por ejemplo 
las bacterias tienen de 8 a 22 copias y otros como el Xenopu• tiene 450 copias de 
genes ribos6micos.(De Robcrtis y De Robertis H., 1988). 

El ADN ribosomal está contenido en la llamada regi6n del organizador nucleolar 
(NOR) que puede ser visualizada como constricciones secundariu en algunos cromo­
somas metafásicos y, a partir de esta regi6n, el nucleolo es formado después de la 
mitosis. (Jordan E.G. y Cullis C.A., 1982) 

Asociada al nucleolo se encuentra la cromatina densa perinucleolar, la cual se 
extiende hacia los poros nucleares. El nucleolo presenta proteínas características 
conocidas como B23 y 023, las cuales se localizan en la región granular y en la regi6n 
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fibrilar densa y centros fibrilares respectivamente, también son característicos del 
nucleolo la proteína fibrilarina, que se localiza en regiones similares a la proteína 028. 
(Ochs L. R. y col., 1985) y la ARN polimerasa 1 que se ha observado en los centros 
fibrilares. (Scheer V. y Rose K.M., 1984.) En el nucleolo existen además alrededor 
de 400 proteinas, muchas de las cuales no han sido caracterizadas. 

Síntesis de ARN. 

En eucariontes existen tres tipos de enzimas, conocidas como ARN polimerasas 
que catalizan la síntesis de ARN. La ARN polimerasa 1 transcribe los ARN 
ribosomales de la subunidad grande, el ARN polimerasa 11 transcribe los genes que 
se traducirán a proteínas y el ARN polimerasa ID transcribe una variedad de ARN 
estable muy pequeño, que incluye ARN de transferencia y el ARN 5S ribosomal. 

Debido a que el ARN polimerasa 11 transcribe todos los precursores del ARN 
mensajero, la descripción sobre síntesis se enfocará exclusivamente a esta polimerasa. 

Existen sitios específicos de comienzo y término de la transcripción, que definen 
una unidad de transcripción específica. Los sitios específicos de comienzo se conocen 
como promotores y se caracterizan por ser secuencias que se localizan antes de la 
región copiada en ARN y porque ciertas secuencias se conservan a través de las 
especies. Estas secuencias son esenciales para que se una e inicie su función la 
polimerasa II y determinan la eficiencia con la que transcribe, lo cual se refleja 
en tiempos cortos o largos de transcripción. Por regla se s11.be que al menos dos 
secuencias antes del sitio de iniciación, además de la secuencia llamada TATA box, 
que es altamente conservada en el sitio -25, se requieren para una transcripción 
eficiente de cada gen. Algunas veces, la posición y orientación de estos elementos con 
respecto al sitio de inicio es muy importante. Otras secuencias que no son altamente 
conservadas son CCAAT aproximadamente en el sitio -78, el factor de transcripción 
spl y múltiples copias de GC. (Watson y col., 1987) 

Los precursores del ARN mensajero son modificados covalentemente en sus 
extremos, lo cual lo diferenda de los otros transcritos. Al extremo 5' se une un 
capuchón de trimetilguanosina, que posteriormente mediará la unión con el ribosoma, 
esto ocurre antes de que termine la transcripción, el ARN sigue creciendo en dirección 
5'-8' a una velocidad de 30 nucleótidos por segundo hasta llegar a la señal de término, 
que son en promedio 8000 nucleótidos; para completar el transcrito primario del ARN, 
la enzima poli-A polimerasa adiciona de 100 a 200 residuos de ácido adenflico al 
extremo 8', su función es desconocida, pero se piensa que es útil en el proceso de 
maduración y en la salida del ARN mensajero maduro al citoplo.sma. (figura 2) 

5 



ARN 
--- polirnerasa 11 

PPP' 
5' 

(±)Gppp~ 
caperuza 5· 

l AOICION DE 
LA CAPERUZA 
("CAPPING"i 

®º'"~l . TERMINACION 
caneruza s· 

@Gppp~ ~ 
AAA 

caperuza s· \ ~OH 
~ e',> 3' ,, 

AílN 

ARN 
polimerasa 11 

© Gppp 

caperuza 5' 

poli-A 
polimernsa 

AAAAAAAAAA 
~c::==:::::::i-.oH 

3' 

poli A 

transcrito primario de ARN (precuroor de ARNml 

Fig. 2. El transcrito de ARN producto de la ARN polimerasa II. 
La. transcripci6n con ARN polimerasa II se caracteriza por regiones promotora.s 

como TATA box, CCAAT y regiones ricas en GC antes del sitio de iniciaci6n. La 
enzima continúa la transcripci6n y el transcrito sufre dos transformaciones covalentes, 
una en el extremo 5' con la uni6n de trimetil guanosina y otra en el extremo 8' 
con la adición del poli-A para constituir el transcrito primario o precursor del ARN 
mensajero. 



Proc esantlento postranscripcional. 

El ARN producto de la transcripción no se encuentra libre, sino que conforme es 
sintetizado, se asocia a proteínas y forman partículas ribonucleoproteicl!JI. De éstas, 
los gránulos pericromatinianos se han asociado al ARN heterogeneonuclear (hnARN) 
el cual debe ser procesado, para constituir el ARN mensnjero. (Darnell J. E. Jr., 
1983.) 

La transcripci6n en los genes de eucariontes produce un ARN precursor en 
mosaico, ya que las secuencias codificantes llamadas exones, son frecuentemente 
interrumpidas por zonas de ADN no codificante llamadas intrones. El precursor debe 
sufrir reacciones de ruptura y uni6n denominada maduraci6n del ARN en las que los 
intrones son eliminados para producir una molécula de ARN funcional. {Cech T. R., 
1987.) 

Actualmente se han postulado diferentes formas de procesamiento del ARN. 
(Lewin B., 1987) La auto-maduración a través de interacciones moleculares o 
la maduración que requiere interacciones entre factores celulares y señales de 
reconocimiento específico. Los primeros candidatos como factores de reconocimiento 
involucrados en la maduración del precursor del ARN mensajero (pre-m ARN) son 
las partículas ribonucleoproteicas pequeñas nucleares (snRNPs), (Busch H. y col., 
1982.) las cuales consisten de una molécula de ARN de 56 a 217 nucle6tidos y 
aproximadamente 10 diferentes proteínas. Se conocen como U1, U2 , U,, U5 y U8 , cuya 
abundancia es de 200,000 a 1,000,000 de copias por célula y contienen un capuchón 
(cap) de trimetilgua.nosina en el extremo 5' de la molécula, con excepción del U0 , la 
cual contiene un capuchón no identificado; recientemente se han encontrado U1, Ua, Ug 
y U10 con una abundancia muy baja. (Galli G. y col., 1983.; Reddy R. y col., 1985.) 

Para una exacta y eficiente maduraci6n del ARN se requiere de cationes diva.lentes 
( M g2+, M n2+), de guanosina o un nucleótido de guanos in a y diferentes RNP pequeñ11.S 
nucleares. 

La maduraci6n se inicia por la unión covalente de un nucle6tido de guan011ina 
que provoca la ruptura en el sitio 5' de madura.ci6n del intr6n por medio de una 
transesteri6caci6n. Esto genera una nueva conformación en el ARN intr6nico en 
formo. de"lo.zo, cuyo extremo 5' se une a una adenosina que se localiza de 20 a SO 
nucleotidos antes del sitio 3' de maduraci6n. Posteriormente este sitio sufre una 
transesterifico.ci6n que induce la elirninaci6n del intrón en forma de lazo y la unión de 
los exones. 

El posible mecanismo de acción de los snRNPs en este proceso de maduración se 
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ha investigado ultimamente y se ha propueEto el siguiente modelo (figura 3). 
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y unión de los exones 

+~ 

ARNm 

Fig. 3. Esquema que muestra el modelo de formación del complejo de maduración. 
Tomado de Maniatis T. y Reed R., 1987. Nature 235: 673-678. 
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En el primer paso, se forma un complejo de 35 a 40S en el cual, la.a snRNPa U1 y 
U& se unen a los sitios de maduración 5' y 3' respectivamente debido a interaccionea 
entre bases complementarias de estos con el ARN intrónico y la.a proteínu de 
la ribonucleoproteína heterogeneonuclear se unen a sitios inespecífico~. Para la 
formación del lazo y la ruptura del sitio 5' con la participación de las snRNPs U4 , Ue 
y U2 cuyos sitios de interacción no se conocen y constituyen un complejo de 50 a 60S. 

Finalmente se lleva acabo la ruptura del sitio 3', la unión de los exones y la 
liberación del intrón. 

No se conoce el posible mecanismo de acción de los snRNPs en los complejos 
de maduración, pero son indispensables. La cinética de este modelo está basada en 
estudios de formación de complejos de maduración in vitro, en el que se separaron 
los diferentes componentes y se analizaron electroforeticamente (Padgett R.A. y col., 
1984.; Chabot B. y col., 1985.; Padgett R.A. y col., 1986.;Konarska M. y Sharp P.A., 
1987.) 
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Objetivos: 

Con base en los conocimientos que se tienen acerca de las partículas ribonucleo­
proteicas y dada su importancia, en este trabajo se estudi6 su estructura y partici­
pad6n en los procesos nucleares, por lo que se plantearon los siguientes objetivos: 

l. Desarrollar una técnica que permita estudiar con el microscopio electr6nico la 
estructura fina de las partículas ribonucleoproteicas en núcleos celulares. 

2. Estudiar las partículas ribonucleoproteicas por medio de la técnica diseñada. 
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Materiales y Métodos. 

Con el fin de desl!l'rollar una técnica plll'a investiglll' las relaciones entre 
cromatina y ribonucleoproteínas, primero se llevo a cabo una revisión bibliográfica de 
metodologías, las cuales nos ayudaron a desarrolllll' la metodología que nos fue útil. 

Se seleccionaron 5 técnicas que fueron realizadas tal cual o 11e modificaron 
para lograr obtener resultados satisfactorios. Con be.se en éstas se desarrollaron 
once técnicas y cada una tuvo su fundamento en por lo menos una de las técnicas 
seleccionadas. 

Para tener un panorama general de las técnicas desarrolladas en relación con las 
técnicll.S que se tomaron como base, se realizó un listado que 111.S correlaciona. 

Técnica Basada en: 

1, la Burkholder G. D. 1977. 

2, 2a Miller T. E., Huang Ch., Pago O. 1978. 

3 Wunderlich F., Giese G., Herlan G. 1984. 

4 Roodyn D. B. 1972. 

4a, 4b Roodyn D. B. 1972. y Wunderlich F., Giese G., Herlan G. 1984. 

5, 5a, 5b Puvion-Dutilleul F y Puvion E. 1980. 
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Técnica 1: 

1 

Obtener un trozo de 
hígado de rata 

Desmenuzar en un vidrio 
de reloj 

1 

1 
con ácido acético 

al 45% 30 min 
con agua destilada 

30 min 

l l 
Observar en el microscopio estereosc6pico 

la interfase aire-agua y recoger en 
una rejilla una muestra de este 

material. Secar al aire. 

El material de las rejillas se fija: 
con vapores de formaldchído 
o con glutaraldehido a 62°0 

durante 40 min 

Se contrastan algunas rejillas con 
acetato de uranilo 10 min y otras 
con ácido fosfotúngstico 15 min 

Observar al microscopio electr6nico. 

Burkholdcr G. D. 1977. Can. J. Genet. Cytol. 19:21-29. 
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Técnica la: 

l 

Obtener un trozo de 
hígado de rata. 

Desmenuzar en un vidrie 
de reloj 

l 
con ácido acético a.l 45% 

a düerentes intervalos: 
45 s,5,10,15 y 20 min 

con a.gua. destila.da 

j 
Observar en contraste de fa.ses 

las preparaciones de los diferentes 
tiempos, teñidas con 

azul de toluidina.. 

j 

Burkholder G. D. 1977. Can. J. Genet. Cytol. 19:21-29. 
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Técnica 2: Hígado en pedacitos en 
5 ml de amortiguador 1 

JJ. 

Homogeneizar, en 25 ml 
del amortiguador 1 • 

Tomar una muestra 
para observar con 

Centrifugar 800g 10 min 

~ descartar sobrenadante el microscopio óptico. 

Resuspender botón en 30 ml 
de amortiguador 1 

Tomar una muestra. para. r observar al microscopio óptico 

realizar 3 veces ] 

L Ultimo botón resuspenderlo 
en 2.5 ml amortiguador 2• 
y 12.5 ml amortiguador 3• 

JJ. 

Centrifugar 800g 10 min 

JJ. 

Procesar para microscopia 
electrónica 

( ver técnica 6 ) 

•tos amortiguadores usados contenían: 
l. Tris-HCI 25mM, Saca.rosa 0.25M, MgCb 2.5mM pH 7.5 
2. Tris-HCI 25mM, Na.Cl O.lM, MgC12 5mM pH 8 
3. Tris-HCI 25mM, NaCI 0.9M, MgCb 5mM pH7.2 

Miller T.E., Huang Ch., Pogo O. 1978. J. Cell Biol. 76: 675-691. 
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Técnica 2a: 
Hígado en pedacitos en 
5 ml de amortiguador 1 • 

! 
Agregar 10 ml amortiguador 1 

homogeneizar 15 s 

Centrifugar 800g 10 min 

! desechar sobrenadante 

Resuspender botón en 15 ml 
amortiguador 1 

Centrifugar 800g 10 min 

¡ desechar sobrena.dante 

Dividir el botón en 10 partes 
agregar Triton X-100 en concen­
traciones de: 0.1% al 1% en el 

amortiguador 1, 15 min 

! 
Lavar en amortiguador 1 

Procesar para microscopía 
electrónica 

( ver técnica 6 ) 

Miller T. E., Huang Ch., Pogo O. 1978. J. Cell Biol. 76:675-691. 

ºEl amortiguador usado contenía: l. Tris-HC! 25mM, Sacarosa 0.25M, MgCh 
2.5mM pH 7.5 

El aparato utiliza.do para homogeneizlll' fue un Homogenizador-sonicador Poly­
tron de aspas, con el que se disgregó el tejido y se rompieron parcialmente la.a células, 
para obtener núcleos con las subsiguientes centrifugaciones. 
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Técnica 3: 

Hígado en pedacitos 
en 5 ml amortiguador fosfatos 

0.16M pH 7.2 

~ 

Homogeneizar, agregando 10 ml 
amortiguador fosfatos 

~ 
Centrifugar BOOg 10 min 

~ desechar sobrenadante 

Resuspender el botón en 15 ml 
amortiguador fosfatos. 

~ 
Centrifugar BOOg 10 min 

~ desechar sobrenadante 

Agregar Triton X-100 de 
0.1% a 1% en amortiguador 

fosfatos 15 min 

Lavar en amortiguador fosfatos 

Procesar para microscopía 
electrónica 

( ver técnica 6 ) 

Wunderlich F., Giese G., Herlan G. 1984. J.Óell Phys. 120: 211-218. 
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Técnica 4: Hígado en pedacitos 

~ 
Homogeneizar en 5 vol. de 
ácido cítrico 0.025M 4°C 

~ 
Filtrar en embudo con gasa 

a 4°0 

~ 
Centrifugar 2500 rpm 10 min 

j d•mh"' 'ºb"nod•nto 

Resuspender 10 vol. ácido cítrico 

! repetir 3 veces 

Dividir el bot6n en 4 partes: 

-O-

l. Control en ácido cítrico 
2. 0.1% Triton X-100 
3. 0.5% Triton X-100 
4. 1.03 TriLon X-100 

durante 15 min 

-O-

Tomar muestras en 
rejillas 

desechar Triton X-100 
o ácido cítrico 

Contrastar 

Post-fijar en Os04 

0.1% lhr 

~ 
Fijar con glutaraldehido 2.5% lhr 

-O-

Dividir cada muestra en 2 

Procesar para microscopía 
electr6nica 

( ver técnica 6 ) 

Roodyn D. B. 1972. in "Subcellular Components: preparation and fractionation 
(G.D. Birnie, ed) 2nd ed. London 1972. 
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T~cnica 4a: 

Esta técnica es igual a la anterior, solo que en ésta se centrifugó después del 
Triton X-100. 

Debido a los resulto.dos obtenidos con la técnica anterior se realizaron dos 
variantes de este ensayo, la primera consistió en la eliminación de los amortiguadores 
2 y 3, y se usaron en su lugar el detergente Triton X-100 en diferentes concentraciones, 
con el fin de romper los núcleos. En la segunda se usó amortiguador de fosfatos en 
lugar del amortiguador 1 para comparar el efecto de la estructura nuclear. 
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Técnica 4b: 

A la técnica. 4a. se le realiza.ron tres modificaciones que consistieron en: 

l. El último bot6n se dej6 30 min en Triton X-100. 

2. Cada. muestra. se homogeneiz6 en su respectiva. concentraci6n de Triton X-100, 
con un control sin homogeneizar. 

3. Las preparaciones fueron sombrea.das con aluminio. 

Esta técnica. se basa. en los trabajos de Dounce y col. (Roodyn D. B. 1972) que 
en escencia consiste en la lisis celular a pH bajo, en una soluci6n hipot6nica de ácido 
cítrico y al cual se le a.greg6 Triton X-100 a diferentes concentraciones. 

Posteriormente para facilitar el procesamiento del material se centrifug6 después 
de aplicar el Triton X-100. Debido a lo obtenido se increment6 el tiempo de aplicn.ci6n 
del detergente, homogeneizando una. parte en presencia. de éste, en sus respectivas 
concentraciones. 

Además del contraste habitual con aceta.to de ura.nilo y citrato de plomo se utiliz6 
el contraste preferencial para croma.tina {Vázquez Nin G., Chávez B., Thomn.s-Martin 
C., 1973.) y un sombrea.do ligero con aluminio, utilizando un evaporador Coating 
System E306A Edwards. 
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Técnica 5: 

Perfundir una rata con foto-flo 0.4%, 
sacarosa O.lM, formol 1% 15 min 

JJ 
Extraer corteza cerebral 

Cortar en trocitos 

Fijar en la misma solución 45 min 

JJ 
Fijar con glutaraldehido 8% l hr 

Post-fijar con Os04 

U.1% 90 min 
Procesar para microscopía 

electrónica 
( ver técnica 6 ) 

Puvion-Dutilleul F., Puvion E. 1980. J. Cell Sci. 42: 305-321. 

La rata fue anestesiada con éter, posteriormente se procedió a realizar la perfusión 
a través del corazón para que así por medio del aparato circulatorio las soluciones 
llegaran al cerebro. Primero se perfundió con una solución salina al 0.9% que se dejó 
correr por 5 min, tiempo suficiente para lavar, inmediatamente se cerró el flujo de ésta 
y se dejó correr la solución fijadora por 15 min, la cual contenía formol 1%, sacarosa 
O.lM y foto-flo 0.4% a pH 9, cuyo efecto además de fijar, es producir la extensión de 
la cromatina de las neuronas. 

Después se extrajo la corteza cerebral, se cortó en trozos de 3 a 5 mm y se deja.rón 
inmersos en la solución fijadora antes mencionada hasta completar una hora. Para 
obtener una mejor fijación se sustituyó la solución anterior por gluta.raldehido 8% 
por una hora con cambios cada 10 min. Se lavó con amortiguador de fosfatos 0.16M 
pH7.2, una parte de los fragmentos se post-fija.ron en tetra.óxido de osmio 1% 90 min 
y ambos grupos fueron procesados de acuerdo a la técnica usual para microscopía 
electrónica. 
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Técnica 5a: 

Perfundir una rata con foto-flo 0.4%, 
sacarosa O.IM, formol 1% 15 min 

Extraer corteza cerebral 

jJ 

Cortar en trocitos 

Fijar en la misma solución 45 min 

Lavar con agua .bidestilada 1 hr con 
cambios de 10 min 

Dividir la muestra en 6 grupos para 
someterlos a tratamiento enzimático 

a 37ºC. 

Fijar con glutaraldehido 8% 1 hr 

Enjuagar en amortiguador fosfatos 

Post-fijar en Os04 
0.1% 24 hrs 

Procesamiento para microscopía 
electrónica 

( ver técnica 6 ) 

La rata fue procesada. de igual forma que en la técnica antes descrita hasta la 
obtención de la corteza cerebral, se dejó 1 hr en la solución fija.dora. Los fragmentos 
fueron divididos en 6 grupos, los cuales fueron tratados de la siguiente manera: 
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Grupo 1: 

Grupo 2: 

Pronase. 0.01% pH 7.4 10 min 

Lavar en vehiculo de enzima 
{e.gua bidestile.de. pH 7.4} 1 hr 

con cambios ce.de. 15 min 

ARNase. 0.1% pH 6.8 12 hrs 

Lavar en vehículo de enzima 
(e.gua bidestile.de. pH 6.8} 

Vehiculo de Pronase. 10 min 

Lavar 1 hr 

ARNasa 12 hrs 

Lavar en vehículo de ARNe.sa 
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Grupo S: 

Grupo 4: 

Pronasa 10 min 

Lavar en vehículo de Pronasa 1 hr 

ADNasa I 500U/ml 12 hrs 

Lavar en vehículo de enzima 
(NaCl 0.15M, MgC12 0.1% en 

agua bidestilada) 

Vehículo de Pronasa 10 min 

Lavar en vehículo de Pronasa 1 hr 

ADNasa I 12 hrs 

Lavar en vehículo de ADNasa. I 
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Grupo 5: 

Pronasa 10 min 

Lavar en vehículo de Pronasa 1 hr 

Vehículo de ADNasa 12 hrs 

Lavar en vehículo de ADh.:sa 

Grupo 6: 

Vehículo de Pronasa 10 min 

Lavar en vehículo de Pronasa 

Vehículo de Pronasa 12 hrs 

Lavar en vehículo de Pronasa 

Puvion-Dutilleul F., Puvion E. 1980. J. Cell Sci. 42:305-321. 

Una vez realiza.do lo anterior los grupos fueron fijados en glutara.ldehido 8% por 
una hora. con cambios cada 10 min. Cada grupo se dividi6 en dos, uno de ellos se 
post-fijo en tetra6xido de osmio 0.1% 24 hrs, el otro fue deshidrata.do en alcoholes 
etílicos graduales e incluidos en resinas cp6xica.s. 
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Técnica 5b: 

Perfundir una rat11. con foto-flo 43 
sacaros11. O.lM, formol 1 % durante 15 min 

Extraer corteza cerebral 

Cortar en trocitos 

Fijar en 111. mism11. solución 45 min 

L11.var con agua bidestilada 1 hr 
con ce.mbios cada 10 min 

Tratamiento enzimático ARNa.sa 0.13 37ºC 
1/2 hr.,lhr.,2hrs.,3hrs.,4 hrs. y control 

en vehículo de la enzima para cada tiempo 

JJ 
Fijar en glutaraldehido 8% ¡ hr 

JJ 
Enjuagar en 11.mortiguador fosfatos 

Deshidratar en alc0lioles graduales 

.(J. 

Oxido de propileno 

JJ 
Pre incluir 

Incluir en resina ep6xica 

Esta técnica se realiz6 igual que la técnic11. 511., se modific6 el tiempo de incubación 

en la enzima y con el uso de ARN11.Sa solamente. 
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Técnica 6: 

Perfundir una rata con paraformaldehido 
4%, glutn.ra.ldehido 1% por 15 min 

.IJ. 

Extraer la corteza cerebral 

.IJ. 

Cortar en trocitos 

Fijar en la misma solución 45 min 

Lavar con amortiguador fosfatos 

Post-fijar con OsO, 
0.1% 90 min 

Deshidratar en alcoholes g~adua!PR 
l. 2 cambios 70% 10 min e/u 
2. 2 cambios 80% 10 min e/u 
S. 2 cambios 90% 10 min e/u 

4. 3 cambios 100% 10 mine/u 

Oxido de propileno 3 cambioe 
de 10 mine/u 

(a.gente intermediario} 

.!). 

Preincluir en óxido de propileno 
resina epóxica. 1: 1 24 hrs a tem· 

pera.tura ambiente. 

Incluir en resina ep6xica 
24 hrs 60°C 

Ortega Ra.ngel J.A. 1986. Tesis Doctoral. Biología, Fa.e. Ciencia.s, UNAM, 
México. 
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En la técnica 6 se utiliz6 una rata joven, la cual fue anestesiada con éter y perfun­
dida durante 15 min con paraformaldehido 4% y glutaraldehido 1%, posteriormente 
se obtuvo la corteza cerebral, se cort6 en fragmentos de 3 a 5 mm y se continuo fijando 
en dicha soluci6n por 45 min, después fueron lavados en amortiguador de fosfatos 0.16 
M pH 7.2. 

Una parte se postfijó con tetra6xido de osmio 0.1% por 90 min, realizado lo 
anterior los dos grupos se deshidrat11.ron en alcoholes etílicos graduales de 70%, 80%, 
90% y 100% con dos cambios de 10 min cada uno, excepto el de 100% en el que se 
realizó un tercer cambio. Como agente intermediario se utilizó óxido de propileno, se 
dejaron los fragmentos durante 30 min con cambios de 10 min cada uno. 

Se realizó la preinclusión con el agente intermediario y fo. resina ep6xica en 
proporción 1:1 por 24 hrs; por último se incluyeron en epon, se dejaron polimerizar 
en la estufa a 60ºC por 24 hrs. 

Todos los bloques fueron cortados en un ultra.microtomo MT2. Primero se 
realizaron cortes semifinos de 0.5 micras aproximadamente, los cuales fueron teñidos 
con azul de toluidina y borax al 1%, lo que nos permitió localizar núcleos de neuronas, 
para así realizar cortes ultra.finos. 

Los cortes con tetra6xido de osmio fueron contrastados con acetato de uranilo y 
citrato de plomo, los cortes sin tetra.óxido de osmio se contrastaron de acuerdo a la 
técnica preferencial para ribonucleoproteinas de Bernhard (1969). 

Las observaciones se realiza.ron en un microscopio electr6nico EMlO Carl Zeiss, 
se tomáron fotos a diferentes aumentos y voltajes. 
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1 Resultados: 

Selección de técnicas. 

Al analizar las diferentes técnicas de los artículos consultados, se comenz6 con In. 
técnica de Burkholder (1977), la aquí llamada. técnico. 1, en la que pa.ra extender 
cromosomas de glándulas salivales de Droaophila melanogaster en una superficie 
de agua,· utilizó ácido acético al 45% debido a que aparentemente éste debilita le. 
membrana celular y nuclear y permite su ruptura en la superficie del agua. Con ésto 
como antecedente se realizó la primera. técnica, con lo cual se obtuvieron estructuras 
celulares no identificadas, pero no se logró obtener extendidos nucleares, por lo que 
se varió el tiempo de acción del ácido acético y se observó que a los 45 segundos se 
obtienen núcleos limpios con una estructura alterada, por lo que se decidó no seguir 
utilizando esta técnica. 

La técnicn. 2 se realizó basándose en el artículo de Miller, Huang y Pogo (1978), 
quienes obtienen me.trices nucleares con ribonucleoproteínas al someter núcleos 
aisle.dos a diferentes amortiguadores. Al aplicar esta técnica y observar al microscopio 
electrónico, se vió que los núcleos se encontraban vacíos o con poca cromatina., ésto 
ha.ce pensar que los amortiguadores 2 y 3 y la centrifugación fue muy drástica, pues al 
resuspender el botón en el amortiguador y realizar la última. centrifugación, se formó 
un objeto parecido a un coágulo, lo cual hace suponer que el ADN fue desnaturalizado. 

En la técnica 2a se omitió el uso de los amortiguadores 2 y 3 para. evitar la 
formación del coágulo y porque se encontró que las ribonucleoproteínas son sensibles 
a concentraciones mayores de 0.5M de NaCl. {Faifermn.n I. y col., 1971.; Fa.ifermn.n I., 
Pego O.A., 19'15.} Además de que se utilizó Triton X-100 en diferentes concentraciones 
para romper los núcleos, ya que este detergente afecta a lípidos sin alterar la 
subestructura de las partículas. (Kaufmann S.H., Colfey D.S., She.per J.H., 1981.) De 
las concentraciones probadas, la. de 1% dió mejores resultados, se encontraron núcleos 
rotos, con extendirniento de la cromatina y con materia.! fuera de ellos y se pudieron 
observar cadenas de partículas. 

Para comparar el efecto del amortiguador Tris-HCI se realizó un ensa.yo colateral 
en el que se sustituy6 por amortigua.dor de fosfatos (Técnica 3) y se obtuvieron núcleos 
con cromatina más o menos compacta, sin lograr romperlos, lo cual impide visualizar 
las ribonucleoproteínas y la cromatina. 

En los experimentos anteriores se obtuvieron núcleos, pero con restos citoplás­
micos por lo que en la cuarta. técnica se aplicó la técnica del ácido cítrico para 
obtener núcleos sin contaminantes y usando Triton X-100 para romperlos. Los núcleos 
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depositados sobre rejillas mostraron ausencia de envoltura nuclear y una aparente 
extensión periférica de la cromatina, pero ésta no fué suficiente como pua poder 
distinguir su estructura. 

El material que se incluy6 en epon, se dispersó en todo el bloque, por lo que no 
fue posible realizu cortes de éste para ser observado al microscopio electrónico. En la 
técnica 4a se centrifugó para evitar la dispersión del ml\terial, pero se formó un botón 
denso que impidió una buena inclusión y por lo tanto, no fue posible procesarlo. 

En la técnica 4b, se logró un mayor extendido de la cromatina en el material sin 
homogeneizar depositado sobre rejillas, que al ser sombreado con aluminio evidenció 
fibras de cromatina. El material homogenizado se dañó demasiado y se observaron 
solamente restos nucleares que no fue posible identificar. 

Les resultados hasta el momento fueron analizados y aún cuando se lograron 
algunos avances, como es en el caso de la técnica 4b, no fueron lo suficientemente 
satisfactorios, ya que los hepatocitos presentan gran parte de su cromatina en forma 
condensada, lo que hace más difícil su extensión sin .1ue:. aufr.a daño, por lo que 
se decidió para las siguientes técnicas, utilizar corteza cerebral: .de rata, ya que las 
neuronas al tener una gran actividad de síntesis muestran Ul).a. cromatina menos 
condensada, que facilitan la extensión de ésta. 

T~cnica diseñada. 

La técnica 5 se llevó a cabo con algunas modificaciones al trabajo de Puvion­
Dutilleul F. y Puvion E., (Puvion-Dutilleul F., Puvion E., 1980.) quienes realizan la 
descondensaci6n de la cromatina modificando la tKnica de Miller O. (Miller O.L. Jr., 
Bn.kken A.H., 1972.) 

Las modificaciones fueron: 

l. Primera fijación por perfusión. 

2. Segunda fijación por inmersión. 

S. Refuerzo de fijación con glutaraldehido 8%. 

Los núcleos obtenidos con esta técnica mostraron que este tratamiento dió bueno• 
resultados ya que al comparar loa con núcleos tratados con la t~cnica usual para micro1-
copía electrónica (técnica. 61 figura 4), se pudo observar que la acción de las sustancias 
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usadas provocó deterioro del citoplasma, un& ruptur& parcial de la envoltur& nuclear 
que permitió la salida de su contenido, y ae logró la. extensión de la cromatina 1in 
llegar a la visualización de nucleosomas. Las partículas ribonucleoproteicaa fueron 
mú evidentes, se pudieron observar gránulos pericroma.tinianos típicos, algunos con 
una. expansión parcial que los hace de mayor tamaño, y se lle¡;aron a. observar algunos 
de estos gránulos pericroma.tinianos conectados a gránulos mú pequeños por una 
fibra.. Los gránulos intercroma.tinianos se encuentran e11 cúmulos interconectados 
por una fibra o solos y se pueden localizar cerca del nucleolo, el cual conserva su 
estructura. compacta. Ademú en la regi6n intercromatiniana se encontraron cadenas 
de partículas ribonucleoproteicaa (figura 5). 

', 
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Cadenas ribonucleoproteicas. 

Lo. técnico. 5 permitió evidenciar la presencia de cadenas, forma.das por partículas 
unidas por un filo.mento, que se localizan en el área intercromatinia.na y que fueron 
positivas con la técnica de contraste regresivo preferencial para ribonucleoproteina.s 
(figura 6). 

Con el objeto de averiguar la distribución de las partículas a lo largo de la cadena, 
se aplicó un análisis esto.dístico, para lo que se midieron los diámetros de las partículas, 
la longitud de las cadenas y lo.s distancias entre pa.rtfculas. Las partículas presentaron 
un diámetro entre 13 y 20 nm¡ la longitud de las cadenas es variable mostrando que 
su ta.maño es de 75 a 675 nm (ver figura 1 y tabla 1). 

Longitud de Diámetro de las Distancia entre 
la cadena partículas partículas 
nm. nm. nm. 

No. de 10 369 219 
observaciones 

:f 251.51 14.26 7.83 
d¡¡ 131.64 3.29 2.98 

Tabla l. 
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LONGITUD de las CADENAS 
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Fig. 7. Histograma que muestra la frecuencia relativa de las longitudes de las cadenas, 
agrupadas en clases de 50 nm. 
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La figura 8 muestra el histograma de las frecuencias relativas del diámetro de las 
partículas expresadas en porcentaje, en el que se puede observar que la mayoría de 
los diámetros de éstas se encuentran entre 10.0 y 17.5 nm, intervalo que abarca desde 
el comienzo de las clase B hasta el fin de la D. 

En la figura 9 se muestra el histograma de distancias entre partículas, en el que 
se puede observar que éstas son variables, y el análisis de varianza mostró que existe 
una gran dispersión de los datos. 

La figura 10 representa la longitud de las cadenas y el número de partículas por 
cadena que fueron analizadas por medio de regresión lineal, la cual mostró que existe 
una correlación entre estos parámetros de 0.68. 
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Fig. 8. El histograma muestra la distribución del diámetro de las partícul11.S. 
Las letras representan los puntos medios de clase: A: 8.75 B: 11.25 O: 13.75 
D: 16.25 E: 18.75 F: 21.25 G: 23.75 H: 26.25 nm 
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Fig. 9. El histograma muestra la distribuci6n de las distancias entre las partículas. 
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Las letras representan los puntos medios de clase: A: 3.75 B: 5.25 C: 6.75 
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Fig. 10. Gráfica de regresión lineal que representa las longitudes de 111.S cadenu contra el 
mímero de partículas. 



Para. saber si el filamento que une a las partículas es ARN se realis6 la. técnica. 5a. 
que produjo colapso en la. estructura nuclear. Esto condujo a. rea.lizar la. técnica. 5b en 
la. que se modific6 el tiempo de incuba.ci6n de 12 hrs a 5 tiempos diferentes ('1 S1 21 1 
y ~ hrs). De los diferentes tratamientos realizados, el de ~ hr fue el que permitió la 
observaci6n de cadenas, ya que en los tratamientos restantes los núcleoa aufrieron un 
cola.pso de sus estructuras al igual que en la técnica 5a, en la que que no fue posible 
realizar un análisis cuantitativo. 

El aspecto que presentan los núcleos tratados ~ hr con ARNsa. fue de una ligera 
digesti6n, ya que permiti6 observar una envoltura nuclear parcialmente rota, croma­
tina y gránulos pericromatinianos parcialmente extendidos, éstos últimos permitieron 
observar su ccmstituci6n filamentosa, cúmulos de gránulos intercromatinianos típicos 
y nucleolo ligeramente laxo (figura 11). Con este tratamiento las.cadenas ae encuen­
tran s6lamente como partículas ribonucleoproteicas alineadas ya que el filamento de 
uni6n fue digerido por la. ARNsa. Estas partículas presentan un di&metro de 17.4 
nm en promedio, el cual es mayor al diámetro de las partículas tratadas s6lo con la. 
técnir11. diseñada. (p < 0.001, tabla. 1), esto se piensa que es debido a que la digesti6n 
con ARNasa provocó una. disgregación de las partículas, ya. que estas contienen ARN 
y las hizo de mayor tamaño¡ algunas partículas muestran el resto de un filamento 
que antes las unía. en forma. de cadena. y otras sin filamento de uni6n (figura 12). La 
distar.cío entre estas partículas es varia.ble, la. media es mayor que la de la tabla 1 
(p < 0.001, tabla 2). 

Diámetro de las Distancia entre 
partículas partículas 

nm. nm. 

No. de 42 23 
observaciones 

f 17.42 22.53 
de 4.37 12.3 

Tabla. 2. 
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Fig. 12. Corteza cerebral de rata con la técnica diseñada con contraste uranilo-plomo. 
A) Cadenas ribonucleoproteice.s (cd) sin tratamiento enzimático 188,000 X. 
B) Digesti6n parcial con ARNsa 0.02 mg/ml medio. hora a S7°C de las cade­

nas ribonucleoproteicas, donde se observan las partículas ribonucleoproteicas 
alineadas y con un resto del filo.mento que las un{o. 118,000 X. 
cd: cadenas; p: partículas; f: filamento. 



Discusión: 

Al comparar la técnica diseñada con las realizadas a lo largo del traba.jo, se puede 
observar que ésta última di6 resulta.dos satisfactorios y reproducibles, en los que se 
logró de una. manera. parcial tanto la. extensión de la. croma.tina., corno la. ruptura. de 
la. envoltura. nuclear, a.sí como una. mejor visualización de la.s ribonucleoproteínas. 

Aún cuando con las primeras técnicas se logró una. extensión del contenido nu­
ciear, ésta no fue suficiente para poder reafüar un análisis de las partículas ribonu­
cleoproteica.s, ya que los experimentos fueron rea.liza.dos con núcleos enteros en los 
que sólo se podía. estudiar la. cromatina. periférica. y pocas partículas ribonucleopro­
teica.s que salían del núcleo roto; a.demás de que éstas estructuras no podían ser bien 
visualiza.das, ya que el resto de el núcleo permanecía. entero en forma. compacta., en 
donde se pudo observar como un cuerpo obscuro. Los núcleos en cortes, presentaron 
una. extensión parcial sólo en las zonas rotas de la. envoltura. nuclear, de donde salía. 
la cromatina. que podía ser observa.da. en los núcleos enteros, mientras que la.s estruc­
t·.lI'as del resto del núcleo mantuvieron una ultra.estructura. normal pues no fueron 
extendidas con la técnica, por lo que las zonas útiles para. estudio eran limitadas. 

Con la técnica. implementa.da. (técnica. 5) se encontró que los núcleos presentaban 
la cromatina. con una expansión parcial en la que no se llegó a la visualización de 
los nucleosomas, sino sólamente se logró que tanto las zonas compactas como las 
laxas se extendieran, lo que permitió observar su ultraestructura.. Las partículas 
ribonucleoproteica.s también sufrieron una expansión; se encontraron algunos gránulos 
pcricromatinia.nos de mayor tamaño y algunos de éstos estaban conectados a pequeñas 
cadenas de partículas, los gr:í.nulos intercroma.tinia.nos se encontraron formando 
cúmulos y algunos de ellos, conecta.dos por una fibra.. Estos y el nucleolo mantuvieron 
su estructura. normal. 

Lo más nota.ble de los núcleos trata.dos con esta técnica, es la presencia. de 
partículas unidas por un fila.mento que hemos llama.do cadenas, las cuales no son fáciles 
de visualizar con la técnica usual de microscopía. electrónica (técnica. 6). Con la técnica 
de contraste regresivo preferencial para. ribonucleoproteínas y el estudio citoquímico 
(técnica 5b) se encontró que las cadenas son de naturaleza ribonucleoproteica. y las 
partículas son estructuras que son afectadas parcialmente por la acción de la ARNasa 
0.02 mg/ml durante media hora a 37°0, pues aumentan de ta.maño evidenciando la 
degradación parcial del ARN que forma parte de ellas. Bajo estas condiciones el 
filamento que une a. las partículas es degrada.do, como es demostrado no sola.mente 
por las observaciones de partículas alinea.das sin el fila.mento de unión, sino a.demás 
por el aumento de las distancias promedio entre partículas y sobre todo por la. enorme 
variación de estas distancias evidenciada por la desviación estándar que se muestra 
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en la tabla 2. De todo esto, inferimos que las paxtículas están constituidas por ARN 
y proteínas a.socia.das que le confieren mayor estabilidad y los filamentos son ARN 
sensibles a la acción de la enzima. 

Para poder interpretar los resulta.dos obtenidos, realizamos una. revisión de los 
traba.jos sobre las partículas ribonucleoproteica.s y específica.mente sobre partículas 
a.socia.das a filamentos y encontramos que a partir de 1964, Sa.marina. y col. {1966) 
iniciaron las im·estiga.ciones de la organización estructural y funcional de las partículas 
ribonucleoproteica.s que contienen ARN premensajero. En 1966, Girard y Ba.ltimore 
obtuvieron in t·itro partículas ribonucleoproteica.s muy esta.bles y en 1967 Sa.marina. y 
col. postularon la existencia de éstas partículas en núcleos de células eucariontes, con 
un coeficiente de sedimentación de 30S, cuyo ARN de una sola. hebra. está organiza.do 
en forma compacta., lo que permite la accesibilidad a factores externos como enzimas 
o proteínas reguladoras. Stévcnin y col. en 1969, al proporcionar aminoácidos 
marcados a extractos nucleares asociaron el ARN heterogéneo nuclear con el ARN 
mensajero, debido a que el marcado a.parece en ambos, a.demás éste marcado también 
lo encontraron en un pico de 30S. A partir de 1972, el grupo de Ja.cob y Stévenin 
aislaron las partículas ribonucleoproteicas que contenían ARN heterogéneo nuclear 
y demostraron que éstas no son productos de artefactos, contaminación celular o 
degradación, sino que son partícull'.s de 20 a 30 nm a.socia.dos a la matriz y que 
presentan un poco más del 4% de ribonucleoproteínas pequeñas nucleares en su 
composición. Además caxa.cterizaron dos clases de unida.des de ribonucleoproteínas 
heterogéneo nuclear, una formada. por partículas de 30 a 50S y otra por complejos 
heterogéneos de 50 a 2008. En 1980, Martin y col. visualizaron con microscopía. 
electrónica. a las partículas ribonucleoproteica.s heterogéneo nuclear como cuentas 
de collar, donde las partículas de 20 a 30 nm de diámetro y un coeficiente de 
sedimentación de 30 a 50S, se unen por un fila.mento sensible a ARNasa.. El análisis de 
éstas partículas mostró que están constituidas por aproximadamente 500 nucleótidos 
de marcado rápido y una serie de 8 o más proteína.s, cuyos polipéptidos están 
clasificados como grupo A, B y C; éste último se loca.liza en las partículas 40S que 
cara.eterizó LeSturgeon 1978 y se sabe que son importantes para la maduración. 

Con base en lo anterior, nosotros podemos relacionar las cadenas observadas 
con las partículas ribonucleoproteicas que contienen ARN heterogéneo nuclear, por 
su ta.maño y porque el fila.mento que las une es sensible a la ARNasa. Además, 
con el análisis cuantitativo encontramos que la longitud de las cadenas es variable, 
el diámetro de las partículas no varía significativa.mente y es independiente de la 
longitud de la cadena. y que, las distancias entre las partículas es también variable 
y su número se incrementa. conforme aumenta. la. longitud de la cadena., pero no en 
una relación lineal. Todo ésto lo podemos interpretar al relacionarlo con el proceso de 
maduración y con la relación intrón-exón que existe en el ARN. Acerca del proceso de 
maduración, sabemos que en éste participan los ARN pequeños nucleares, que Spector 
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y col. en 1983 y Puvíon y col. en 1984a. por medio de ínmunolocll.lización con anti-Sm 
y anti-RNP los encontra.ron tanto en la.e partículas ribonucleoproteicas heterogéneo 
nuclea.res 30S como en los gránulos íntercromatínianos; posteriormente Fa.kan y col. en 
1986, también por inmunolocalización demostrMon la presencia de ribonucleoproteína 
pequeño nuclea.r Ui en estructuras tipo gra.diente (diferente a los árboles de Miller) 
y en ma.terial fibrogranular semejante a nuestras cadena.s¡ ellos sugieren que los 
gránulos intercromo.tinianos pueden ser almacén de 16.B ribonucleoproteínn.s pequeñas 
nucleMes por lo que nosotros sugerimos que las cadenas pueden ser gránulos 
pericroma.tinianos desenrollados o fibras intercromo.tinianas que se asocian con las 
ribonucleoproteínas pequeñas nucleares faltantes o necesarias, localizadas en los 
gránulos íntercromo.tinio.nos para o.sí constituir los complejos de maduración. En 
los que la.s po.rtículas constituyen la porción del ARN heterogéneo nuclear que está 
siendo eliminado (intr6n) por el conjunto de ribonudeoproteínas pequeñas nucleares 
y el filamento que se encuentra entre la.s po.rtículu es ARN heterogéneo nuclear 
(exón) que tiene codificada parte de la información necesaria para. la síntesis de 
moléculas aprovechn.bles por el metabolismo celular. Las cadena.s se encuentran en 
la zona intercromo.tiniana y son independientes de los gránulos intercromatinianos, 
aún cuando las cadenas pueden estar cerca de los cúmulos y el diámetro de sus 
partículas es semejante, se piensa que las cadenas no son agrego.dos de los gránulos 
intercromatinianos que debido a la técnica sufrieron una. descompo.ctación, sino que 
son ARN premensa.jero que está en proceso de maduración. 

Con este trabajo no se puede afirmar lo. estricta correspondencia entre estructura 
y fünci6n, porque se realizó básicamente a un nivel ultra.estructural y el análisis 
citoquírnico fue realizado exclusiva.11cnte pl!l'& corroborar si el filamento de uni6n y 
las partículas contienen ARN. 
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Conclusiones: 

L:i. técnica diseñada (modificaci6n de la técnica de Puvion- Dutilleul F. y Puvion 
E. l.980) di6 resultados satisfactorios y reproducibles, ya que con esta técnica se 
logr6 obtener t1mto una. ruptura, como un extendido parcial de los núcleos de 
corteza cerebral de rata, con los cuales se pudo realizar el estudio ultraeatructural 
y citoquúnico de las partículas ribonucleoproteicas principalmente. 

Las cadenas ribonucleoproteicas encontradas con ésta. técnica tienen una longitud 
que oscila entre 68 y 629 nm. Están constituíd&S por partículas, parcialmente sensibles 
a la ARNasa, de 14.26 ±3.29 nm de diámetro, unida,, por un filamento sensible a 
ribonucleasa y una separaci6n de 7.38 ± 2.98 nm entre partícula y partícula. 
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