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I.- RESUNEN 

Se ha observado que la aflatoxina produce aumento en el 

n6mero de grlnulos pericromatinianos GPC ) en ndcleos de 

hepatocitos. Sin embargo, no se ha establecido si el aumento o 

variaci6n en la densidad numirica se debe a un incremento 

simultlneo en el ndmero de GPC y en el volumen nuclear. Con el 

objeto de aclarar este problema, se estudi6 el efecto de la 

aflatoxina Bl en el n6cleo interflsico de cilulas hep•ticas de 

ratOn. 

Se aplic6 intraperitonealmente un mililitro de aflatoMina 

Bl diluida en benceno acetonitrilo < 98:2 ) a SO ratones 

adultos. Se sacrific6 a los animales a diferentes tiempos 

20,30,60,90,120,150,y 180 min.¡ 6,24,48, y 72 hrs y las muestras 

de hlgado fueron procesadas para microscopia electr6nica. 

Los cortes ultrafinos fueron contrastados con la ticnica 

preferencial para ribonucleoproteinas y observadas al 

microscopio electr6nico. Tambi6n se obtuvieron cortes semif inos 

para las mediciones del volumen nuclear y nucleolar. 

Los datos se analizaron estad!sticamente. A los 30 minutos 

de aplicada la droga, hay un aumento significativo del n6mero de 

GPC, pero sin un aumento considerable en el volumen nuclear. Los 

resultados sugieren que la af latoxina Bl modifica el 

procesamiento postranscripcional y/o el almac•n y/o el 

transporte del ARN prerribosomal y premensajero en el n6cleo de 

hepatocitos de rat6n. 
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II.- INTRODUCCION 

Con excepcion del nucleolo que ha sido estudiado en años 

recientes con el microscopio electronico, todavía se conoce poco 

sobre la topologla y la ultraestructura de otros componentes del 

n6cleo interflsico. En particular, la distribucion de partículas 

ribonucleoproteicas que representan un alto porcentage del total 

del ARN contenido en el ndcleo normal CMonneron y Bernhard, 

19691 El estudio ultraestructural del ndcleo interflsico ha 

resultado en el descubrimiento de varios tipos de 

ribonucle~proteinas CRNPJ que transportan componentes con una 

fina estructura caracterlstica, compartimientos citoqulmicas y 

patrones de distribucion en el espacio extranucleolar. A parte 

de los grlnulos intercromatinianos y grlnulos pericromatinianos 

que han sido estudiados ampliamente desde su descubrimiento; dos 

estructuras poco conocidas han sido recientemente descritas :las 

fibras pericromatinianas y los cuerpos espiralados. Estos son 

menos comunes y siempre se encuentran individuales en el 

nucleoplasma. 

La visualizaci6n y estudio de los diferentes tipos de 

partlculas ribonucleoproteicas nucleares han sido facilitadas 

por un nuevo metodo de tincion regresiva, que blanquea la 

cromatina y da un contraste preferencial a las 

ribonucleoproteinas C Bernhard, 1969 J. A partir de esta 

publicaci6n se han realizado numerosos estudios del nucleolo, 

gr~nulos intercromatinianos, gr~nulos y fibras 

pericromatinianas. 

Ha sido demostrado repetidas veces que las alteraciones en 

la tr•nscripci6n y/o procesamiento nuclear del ARN produce 
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cambios en el número, rnorfologia, características citoquirnicas 

y autorradiogr&ficas de estas partlculas <Vlzquez-Nin y 

col,, 1983), lo que sugiere que tiene un par.el 

procesos. 

11.2 COMPONENTES ESTRUCTURALES DEL NUCLEO 

en tales 

Hasta el momento, se han reconocido varios elementos 

estructurales que conforman el ndcleo celular en interfase. 

Estos son : 

al.- Envoltura nuclear. Es una doble membrana de naturaleza 

lipoproteica. Circunscribe y separa a la zona nuclear de la 

citoplasrnltica; sin embargo, ambas zonas quedan interconectadas 

por la presencia de poros en la envoltura y por la existencia de 

una continuidad entr• las rnernbranas nucleares externas y la 

membrana celular. 

bl.- El nucleoplasrna o jugo nuclear. Representa la mayor parte 

del volumen nuclear. Abarca las lreas entre la cromatina 

condensada o heterocromatina, por lo tanto contiene tanto a la 

eucromatina o cromatina laxa corno algunos componentes 

ribonucleoproteicos. 

cl .- Cromatina condensada o heterocromatina. Este componente se 

dispone generalmente en la zona adyacente a la membrana 

nuclear y en la periferia del nucleolo. 
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dl.- Nucleala. Es la estructura ribanucleaprateica más 

conspicua; puede ser ~nica a mdltiple. 

el.- Partlculas ribanucleoprateicas. Comprenden a las fibras y 

gránulos pericramatinianas, a las grlnulas intercramatinianas y 

a las cuerpos espiraladas len De Rabertis y cal.,1977) . 

. fl,- Matriz nuclear, Se considera cama •.rn andamiaje constituido 

de pratelnas,carbahidratas,fasfalipidas, ADN y ARN. 

gl .- Lámir1as, Están localizadas en la parte interna de la 

envoltura nuclear , son tres palip~ptidas de 74,000 , 72,000, 

62 1 000 daltanes, se denominan lámina A,B y c. 

len De Robertis y cal., 1977¡ Lebel, S. y cal. 1987 l. 

11.2.a. CROMATINA 

Las primeras observaciones que probablemente describian a 

la cromatina fueran hechas par N~geli entre 1842 y 1847, en 

polen de Trasdescantia y par Reichert en 1847, al estudiar la 

espermatog~nesis de Stron~vlus .auricularis. Pero fui 

Kawalevski en 1871 quien realiz6 las primeras descripciones 

precisas de las cramasamas, las cuales sin embarga, fueran 

interpretadas cama productos de la divisi6n de las nucl~alas. 

Schneider, trabajando can huevas de MProstpmun ehrPnberoli y 

Tschistiakoff en 1875, re~lizaron las primeras reproducciones 
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grafic:as de una etapa de la mitosis: la metafase. Flemming en 

1880 sistematiz6 las fases de la mitosis y asoc:i6 a los 

c:romosomas c:on la c:romatina del n6c:leo c:elular interflsic:o <en 

Albarrac:ln T., 1983). Kornberg en 1974 fui el primero en 

proponer la estruc:tura molecular basic:a de la c:romatina !en 

Finc:h )' l<lug, 1976 ) • Esta se enc:uentra c:ompuestas por 

subunidades repetitivas : los nuc:leosomas. El nuc:leosoma 

c:onsiste de una c:antidad de ADN de entre 140 y 240 pares de 

bases, asociada a un octlmetro de protelnas hist6nicas. 

El ADN forma una super h6lic:e uniformemente enrollada en 

el c:ilindro proteic:o ; el diametro de esta hilic:e es de 90 A y 

c:ada 75 a 82 pares de bases da una vuelta c:ompleta. El 

oct~metro de histonas contiene dos unidades de histonas ricas en 

1 isina <H2A y H2Bl e histonas ric:as en arginina !H3 y H4l; la 

histona Hl no es parte del nuc:leosoma, pero se enc:uentra 

asociada con Jste. 

Los trabajos de Ric:hards y c:ol. en 1977 y Pardon en 1977, 

utilizando la técnica de difracci6n de rayos X y de neutrones, 

sugirieron que el nucleosama no es esf~rico, sino que se trata 
e 

de una estruc:tura c:illndric:a de aproximadamente 100 A de 

diametro y 50 A de altura !Felsenfeld, 1978), Todas las 

evidencias que sugieren que la ~romatina se encuentra organizada 

por medio de subunidades repetitivas, asl como el conocimiento 

de su estructura~ han prevenido de trabajos realizados !!a vi tro; 

pero recientemente tambi~n han sido observados los nucleosomas 

i..n fil...i!.!, en hepa.toc:itas de 1-.ata. <Der·enzini y c:ol., 1983). Heitz 

en 1928 desc:ribi6 a la heterac:romatina c:omo el estado condensado 
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de Ja cromatina y a la eucromatina como el estado laxo ten 

Frenster, 198Jl. Por otro lado, se ha sugerido que Jos factores 

involucrados en la candensaci6n de la cromatina son similares en 

todos los animales <Sunkara y col., 1979). Sin embargo, existen 

diferencias en cuanto a las condiciones en que intervienen los 

mecanismos de candensaci6n entre las plantas y los animales; en 

las primeras, la condensaci6n es dependiente de la especie, 

independientemente de su funcibn, probablemente determinada por 

la cantidad de ADN y la organizacibn del genoma; en Jos 

segundos, la compactacibn depende de los tejidos, de su funcion 

y es controlada por el metabolismo de las historias <Nagl,1979l. 

En 1965, al realizar el an!lisis bioqulmico de ambas formas 

de Ja cromatina, Ja condensada y Ja J axa, Frenster encontr6 u11 

contenido igual de protelnas hist6nicas, pero encontr6 en la 

cromatina descondensada abundante ARN, protelnas no hist6nicas y 

fosfoprotelnas <Frenster, 1981 l, Sin embargo, la carencia de 

histonas con estructuras que presentan un superenrol la.miento del 

ADN sugiere que las histonas desempe~an un papel importante en 

evitar el superenrollamiento<Cook y Braz.,11, 1976;Galleron 

1984>. Aslmismo, la extraccion d" la histona Hl de la cromatina, 

provoca Ja descompactacibn de la heterocromatina <Tanaka y Oda, 

1976). En este sentido se ha propueto que la histona Hl puede 

servir como neutralizador de las cargas el4ctricas negativas de 

ADN internucleosomal <Gaubat;:; / col., 1978l. 

Otros autores, coma Matsumoto y col., en 1980, apoyan la 

hipbtesis de que la compactaci6n de la cromatina es debida a la 

fosforilac:iOn, acetilación, metilaci6n, y poli <ADP­

ribosillaci6n de las proteínas hist6nicas, en especial el de la 

histona Hl . Se ha propuesto tambi~n que la compactaciOn sea 



8 

debida a neutralizaci6n de las cargas el6ctricas negativas de 

los radicales fosfatos del ADN mediante la interacci~n de este 

!cido nucleico con cationes libres <Derenzini y col.,1978). 

Por otra parte, se ha sugerido que los grados de 

compactaci6n son debidos a la cantidad de productos 

transcripcionales unidos a la cromatina. Esta mas dispersada 

cuando sea mayor la cantidad de partlculas ribonucleoproteicas 

que contienen acido ribonucleico premensajero de slntesis 

reciente que se encuentren adheridos todavia a la cromatina 

<Derenzini y ca., 1981>. En cuanto a las funciones de los 

diferentes estados estructurales de la cromatina, Littau y col., 

en 1969, utilizando autorradiografia,observaron que la mayorla 

del ARN reci6n sintetizado se encontraba en las proximidades de 

la eucromatina; Hay y Revel en 1963, tambi6n con 

autorradiografla,encontraron que en la eucromatina existe una 

mayor slntesis de ADN <Frenster,1981). 

11.2.b. PARTICULAS RIBONUCLEOPROTEICAS 

11.2b.1 EXTRANUCLEOLARE5 

Existen numerosas evidencias de que el procesarniento 

postranscripcional de los diferentes Acidos ribonucleicos no 

solubles se efectda no sobre la mol6cula desnuda de ARN, sino en 

complejos ribonucleoproteicos <Flint, 1984). El estudio 

sistero~tico de estos complejos ribonucleaproteicos se inicib en 

1969, al ser implementado por Bernhard, una t~cnica de contraste 

preferencial para las partlculas ribonucleoproteicas CBernharo, 
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1969), Asl, Monneron y Bernhard caracterizan a las primeras 

p~rtlculas ribonucleoproteicas en el ndcleo celulir ·¡nte~fAsico 

en los mamlferos. 

Las fibras pericromatinianas <FPC! son fibras de 
o 

aproximadamente 30 a 50 A de diametro, que se encuentran en la 

periferia de la cromatina condensada y se enrollan para formar a 

Jos grlnulos pericromatinianos <GPCl. 

Los GPC se encuentran generalmente en Ja periferia de la 

heterocromatina y presentan un diametro de 400 a 450 ~¡ se ha 

observado que en la cercanla de los poros nucleares sufren 

cambios estructurales al deshilarse y formar conjuntos de 

fibras. Los grlnulos intercromatinianos <GICl son cdmulos de 

partlculas con un dilmelro de 200 a 250 ~,que no presentan 

relaci6n topogrAfica con la heterocromatina, nucl~olo o con los 

poros nucleares. Por ~ltimo, se encuentran los cuerpos 

espiraJados (CE!, constituidos por fibras en espiral con un 

grosor de 400 a 600 ~ e Monneron y Bernhard, 1969). Las gr~nulos 

pericramatinianos fueron observados par primera vez par Watson 

en 1962 en hepatocitos de roedores. Se ha resaltado la 

similitud morfalbgica y citoqulmica entre los gr!nulos 

pericromatinianos y los gr~nulos de Balbiani; estos ~!timos. Ee 

encuentran en los nÓcleos de larvas de dlpteros y representan el 

producto de la actividad transcripcional <Vlzquez-Nin y 

Bernhard, 1971l. En condiciones experimentales se ha encontrado 

que existen dos poblaciones de 9rlnulos pericromatinianos~ los 

cuales pueden ser distinguidos funcionalmente, pero no 

mor-foIOgic:a.rnente: los nucleolar.:s y los extranuc: leo lares CMoyne 

y col., 1977). La func:i6n de los gr~nulos pericromatinianas se 

ha @sc:1arecido mediante la utilizac:i6n de drogas que alteran la 
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slntesis o el procesamiento del ARNpre-m, como la cordicepina 

!Pu.vion )'col., 1976), la captotecina (Gajko1·1ska)' col., 19771, 

la cicloheximida !Moyne y col., 1977l, el 5,6 dicloro-1..: :3_ 

ribofuranosi lbenzimidasol !Cervera y col., 1983). También 

utilizando otros factores que alteran igualmente la slnteis o el 

procesamiento del ARNpre-m, como el choque hiportérrnico !Cervera 

y Montero 1980l, hormonas como el cortisol !Petrov y Bernhard, 

1981, Moyne y Puvion, 1976l el estradiol !Vazquez-Nin y col., 

1978; Echeverrla y col., 1980). Asimismo, se ha estudiado 

cuantitativamente a los granulas pericrornatinianos durante la 

diferenc:iac6n de los neuroblastos !Vazquez-Nin y col., 1980). 

Con la informaci6n obtenida de este conjunto de trabajos, se ha 

propuesto que los granulas pericromatinianos extranucleolares se 

encuentran involucrados en el procesamiento, almacena.miento y 

transporte del ARNpre-m !Vazquez-Nin y col., 1980l, en tanto que 

los granulas pericromatinianos nucleolares se encontrarlan 

relacionados con el procesamiento del ARNpre-r !Puvion y col., 

1981). 

Al parecer, dentro de los granulas intercromatinianos se 

llevan a cabo reacciones enzimaticas, corno las sugieren Verbrodt 

y Bernhard en 1969, quienes encontraron que esas partlc:ulas 

presentaban actividad de ATPasa y de GTPasa len Puvion y Moyne, 

1981 l . Ademas, se ha determinado en estos granulas la 

existencia de enzimas coma la B - glicerofosfatasa y la NAD-

pirafosfatasa !Buch1•1alo1~ y Unger, 1977l. Sin embargo~ a~n se 

desconoce la interacci6n de este conjunto de enzimas con el 

compleja ribonucleaprateico en general, 6 su funci6n global. 

Las pruebas enzirnaticas sugieren que los granulas 

intercramatinianas contienen protelnas leidas, las cuales 
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protegen al ARN de la acci6n de las ribonucleasas; pero estas 

partlculas son digeridas si pr·evio al tratamiento con la 

ribonucleasa son sometidas a la acci6n de la pepsina (Smetana y 

col., 1971>. Anllisis citoqulmicos extensos han determinado que 

estas partlculas contienen proteínas fosforiladas (Wassef, 

1979). Sin embargo, ni las pruebas enzimlticas ni las 

citoqulmicas han sido capaces de determinar inequlvocamente la 

presencia de ARN en los grlnulos intercromatinianos; alto 

contraste que adquieren con la t•cnica de contraste preferencial 

para las ribonucleoproteinas de Bernhard, no es una prueba 

conc 1 uyente. debido a su carac ter pref ernc i al (por 1 o tanto no 

especifica> ( en Puvion y ~!oyne, 1981 >. Las pruebas con 

autorradiograf la han evidenciado que los granules 

intercromatinianos se marcan d•bilmente con los precursores 

radiactivos para el ARN, por lo que pueden contener cantidades 

peque~as de acido ribonucleico de marcaje lento <Fakan y 

Bernhard, 1973), 

Otras estructuras presentes en el ndcleo interfasico son 

los cuerpos nucleares. Han sido descrito 5 tipos de cuerpos 

nucleares con diimetro entre los 0.2 a los 0.9 um (Chaly y col., 

1983al. Utilizando la t•cnica de contrastaci6n regresiva 

preferencial para las partlculas ribonucleoproteicas se ha 

sugerido que los cuerpos nucleares simples se encuentran 

conslituldos por material fibrilar no cromatlnico, el cual 

parece ser principalmente proteico. Los componentes 

fibrogranulares de los cuerpos nucleolares complejos parecen ser 

ribonucleoprotelnas. Hasta el momento se desconoce 

completa.mente cual puede ser la f1.1nci6n de estas estructuras. 

Por ~!timo los granules interiores del cuerpo nuclear del tipo 
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111 presentan una gran similitud morfol6gica con los grlnulos 

intercromatinianos <Chaly y col.,1983b). 

112b.2 NUCLEOLO 

Otro componente intranuclear es el nucleolo. Su estudio 

bioquhoico y molecular se inici6 en los años 60s. Por medio de 

tecnicas como la citoqulmica ultraestructural y la 

autorradiograf la, Granboulan y Granboulan en 1965 determinaron 

la existencia de cromatina dentro del nucleolo. Spiegelman y 

col., en 1961 detectaron actividad transcripcional nucleolar. 

Existe un buen n~mero de evidencias que permiten establecer que 

en el nucleolo es donde se lleva a cabo la slntesis del ARNr. En 

1960 Edstrom encontr6 que la composici6n de bases es muy 

similarentre los leidos ribonucleicos ribosomal y nucleolar. 

Perry en 1962 observ6 que al ser tratadas las c•lulas con 

actinomicina D, droga que inhibe la slntesis del ARNr, cesaba 

completamente la inco1-poraci6n de uridina tritiada en el 

nucleolo, mls no en la cromatina extranucleolar. 

En la estructura del nucleolo es posible reconocer diversos 

componentes : 
o 

al.- Centros fibrilares, constituidos por fibras de 50 A de 

dia.roetro y 300 a .400 ~ de longitud, aunque este varia con el 

estado fisiol6gico de la celula. 

b) .- Zonas granulares constituidas predominantemente por 

gr~nulos de 150 ~ de di~metro. 

c) ,- Los constituyentes fibrilares y granulares del nucleola 

conforman una red fibrilar gruesa: el nucleolonema. Existen 
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tamb i en zonas homogeneas 11 amadas partes arnorf as o matriz 

amorfa, en las cuales los componente·s fibrilares y granulares 

son escasos. 

dl.- Regibn fibrilar densa, representa la forma 

transcripcionalmente activa del nucleolo. 

e).- Por 6ltimo se encuentra la cromatina perinucleolar 

CGhosh, 1976>. 

Los elementos bioqulmicos son 

a).- ARN polirnerasa 1 

b).- Prote!nas prerribosomales de alto peso molecular que nunca 

abandonan el nucleolo. 

el.- Muchas de las protelnas ribosornales. 

d).- Enzimas procesadoras del ARNpre-r : Enzimas modificadoras; 

metilasas, fosfatasas, endonucleasas, prote!nas modificadoras de 

las enzimas y kinasas 

e>.- ARNpre-r de alto peso molecular corno el 45 s, as! como 

productos intermedios y productos finales como 28 S y 18 S. 

f),- ARNsnU3. 

gl.- 90 % a mls de ADNr de la celula. 

h>.- ADN que no tiene secuencias prerribosomales. 

<Alberts,1983; De Robertis, 1977 l. 

112.c. NUCLEOPLASMA Y MATRIZ NUCLEAR 

El nucleoplasma o jugo nuclear se encuentra comprendido en 

la reglan extranucleolar interheterocromatiniana. Es en esta 

reglan en donde se pensaba que se llevaban a efecto varias 

reacciones enzim~ticas~ adem~s de la slntesis y el transporte de 
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Otro las diversas mol•culas de una manera m•s o menos azarosa. 

descubrimiento sobre este aparente desorganizaci6n es la 

presencia de un andamiaje en el cual se encuentra anclada la 

cromatina en todas sus formas IBouvier y col., 1982). 

Este andamiaje 6 matriz nuclear es puesto en evidencia 

despues de tratar a los nucleos con diversas concentraciones 

salinas y detergentes, asl como al ser sometidos a enzimas como 

ADNasa y la ARNasa. Entre los constituyentes moleculares 

estaban los elementos proteicos y en menos cantidad el ADN, ARN, 

carbohodratos y fosfollpidos. Si se logra extraer en su 

totalidad al ADN y el ARN de la matriz-nuclear, queda solamente 

un armaz6n proteico llamado matriz-nuclear proteica. la cual se 

encuentra compuesta principalmente por tres polip.ptidos de peso 

molecular de 62000, 66000 y 69000 <Berezney y Coffey, 1977!. 

Los elementos estructurales de la matriz nuclear son : el 

complejo lamina-poro nuclear, la matriz intranuclear y la matriz 

nucleolar 1 van Ecl<elen y van Venrooij, 1981!. Cook y col. en 

1976, aportaron evidencias de que la matriz nuclear es 

fundamental para e 1 or·denam i en to de 1 genoma. en e 1 nuc 1 eo ce 1u1 ar 

interfásico 1 en Bouvier y col., 1982!. Tecnicas de 

autorradlografla han revelado que la mayor parte del ADN reci¿n 

sintetizado se encuentra asociado a la matriz nuclear. 

Asimismo,debido a que el ADN unicatenario se une 

preferencialmente a las protel~as de la matriz nuclear, se ha 

propuesto que esta. estructura resulta fundamental no solamente 

para E-1 ordenamiento del ADN, sino tambien para la duplicaci6n 

IComings y l~al lack, 1978). No solamente en la duplicacibn del 

AD~I interviene la matriz 11uclear~ sino tambi~n en la modulaci6n, 

de la actividad transcripcional; al respecto existen evidencias 
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de que existen partlculas ribonucleoproteicas que contienen 

ARNhn asociado a la matriz nuclear <van Eckelen y van Benrooij, 

1981>. Debido a esto, se ha propuesto que el ARN es sintetizado 

conforme el ADN pasa a trav•s de un complejo molecular y el ARN 

reci6n sintetizado se adhiere a la matriz nuclear C Jackson y 

col., 1981). 

11.3. PROCESAMIENTO POSTRANSCRIPCIONAL DE LOS ARNs NO SOLUBLES 

Se conocen las transformaciones moleculares que sufren los 

primeros transcritos de los leidos ribonucleicos no solubles; los 

ARN sintetizados por la enzima ARN polimerasa 11, debe sufrir 

varias modificaciones antes de ser traducido <en Alberts y 

col. 1983). 

Las modificaciones que se observan en el primer transcrito, 

de ARNpre-m en los eucariontes son : la adici6n de un capuch6n 

meti lado en la terminal 5 , la adici6n de un segmento de poi i 

CA>en la terminal 3 ;reacciones de corte-uni6n y la metilaci6n 

de residuos internos de adenosina CLehninger, 1981> Al 

parecer este capuch6n resulta imprescindible en algunas 

ocasiones, para que se efect6e una traducci6n eficiente del 

ARNm; ademls se ha observado que las moliculas de ARNm que 

poseen esta estructura present~n una mayor estabilidad . Este 

capuch6n parece ser necesario tambiin para que se efectde con 

el mayor rendimiento la transcripci6n del ARNpre-m a ARNm 

<Banerjee,19801, 

La presencia del segmento poli CA) fu~ determinado por 

primera vez por Kates en 1970. Brawerman y Diez e11 1975~ con 
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electroforesis en gel, precisaron que la longitud del tal 

segmento era de 200 a 250 residuos adenilados. Sin embargo, 

ademls de que el fragmento poliadenilado varla entre las 

diferentes especies de organismos, existe una fuerte correlacibn 

entre la longitud de este fragmento y la antiguedad evolutiva 

del organismo 6 del tax6n al que pertenece. En cuanto a la 

funcibn, Penman y col., en 1970, al inhibir la adicibn de esta 

secuencia mediante el sometimiento de las c61ulas a dosis 

pequeWas de cordicepina, resaltaron la importancia que tiene 

esta estructura para que se lleve a cabo completamente la 

maduraci6n del ARNpre-m. Harpa! y col., 1979, con el ARNm de la 

hormona del crecimiento, resaltaron que la mayor eficiencia en 

el transporte del ARNm desde el n~cleo hacia el citoplasma se 

produce cuando estos leidos ribonucleicos poseen la cola de poli 

CAi Zeevi y col., en 1982, comprobaron que los ARNm que careclan 

de tal segmento eran mls susceptibles a la degradaci6n 

enzimltica durante el trayecto nucleocitoplasma <Nevins, 1984>. 

Procesa.miento postranscripcional de los otros leidos 

ribonucleicos no solubles, el ribosomal. 

El primer transcrito del ARNr es una molAcula grande con un 

coeficiente de sedimentaci6n de 455, el cual es sintetizado en 

la regi6n fibrilar del nucleolo a partir de los organizadores 

11uc 1eo1 ares. 

Determinadas secuencias de esta mol6cula estln metiladas en 

los grupos ribosa; estas regiones metiladas corresponden a los 

futuros leidos ribonucleicos ribosomales !SS, 285. 5.BS. 

Despu.i?s de la metí la.ciOr1, la rnolE-cula de 45S es fragmenta.da 

Y degradada, probablemente por medio de una endonucleasa, dando 
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lugar a moléculas mas pequeñas: 418 y 208. Esta ultima es 

degradada en la parci6n na metilada, par una exonucleasa, 

quedando cama producto el ARNr 188, el cual es transportado 

rapidamente hacia el citoplasma ( en De Raber·tis y cal., 1977). 



~ ¡ ¡. - /\l·llECEDEl·l"'i"ES 

Desde hace liE-r11po ;e hn.n r-~~8.lizz-,_do ur1a serie d~ 

inV83ti3acione5 so~t'Q la est1'uctura nuclear. Para e5to ~e han 

L•.liliz..2.do drog2.s, l:ort.:onns )' un sistE-rna dt? difi:--:-r( .. r1cir-.ciOn cori el 

nbj~to de acla1~a1~ ~1 ?DSibl~ pap¡ll citofisiolb3ico d~ las 

partlculas nucleares relacionadas con el metabolismo 

pQstr~nscrip~!on2l da! ARN En sistemas transcripcionales 

alterRdo~. Es decir, en sistemas donde la transcripción de 

~!s~nos senes se reprimen por el proceso de diferenciación 

celular y en sistemas donde la transformación ocurre de acuerdo 

a estimulas ambientales len Jirnenez Garcla, 19851. 

Para el estudio de algunas partlculas RNP como en el caso 

de los gr•nulos pericromatinianos, se han utilizado algunos 

agentes que tienen efectos tbxicos !bleornicina, ciclohexirnida y 

otras) y se ha observado un aumento en numero y cambios en la 

disposicibn. Otros estudios realizados con hormonas, como el 

estradiol sobre las RNP del nucleo de celulas epiteliales 

endometriales, mostraron que hay un aumento significativo del 

ndmero de gr•nulos pericrornatinianos cuando disminuye el nivel 

de la hormona, y por otro lado se encontró que la administracion 

del estradiol tiene el efecto contrario <V•zquez-Nin y col., 

1980). 

Bas•ndose en estas investigaciones,posterioremente se 

realizaron estudios sobre las caracterlsticas estructurales y 

morfometricas de los GPC y de otras RNP durante la 

diferenciacibn celular. Se torno corno sistema de diferenciacion 

la transcripción de celulas matriz a neuroblasto, la de este en 



neuronas y la maduraci6n de la misma en médula espinal cervical 

de embri6n de pollo. Los resultados mostraron que los gr•nulos 

pericromatin:anos casi no existen en células matrices y en 

neuroblastos,y aumentan significativamente en n6mero cuando 

éstos ya se transformaron en neuronas y establecen contacto 

sin•pticos ( V•zquez-Nin y col. ,1983 l. 

Otras investigaciones realizadas para estudiar la 

citofisiolog!a del núcleo se han llevado a cabo utilizando la 

actinomicina D y la aflatoxina. Esta 6ltima es el producto 

metabblico de hongos como Aspergillus flavus, A. parasiticus, 

<Doris y col., 1981). La aflatoxina Bles un antibiotico que 

inhibe la slntesis de •cides nucleicos a través de la 

interaccibn con las bases adenina o guanina. Es el miembro m•s 

tbxico y carcinogénico de un grupo de af latoxinas. Son 

estructuras de anillos pentaclclicos. su estructura es 

AFLATOXINA Bl 

(Ciegler A. 1971). 



Esta toxina es un carcinogenético que afecta principalmente 

el hlgado y el riW6n. Se ha observado que la toxicidad de la 

aflatoxina Bl se incrementa en asociacibn con una dieta pobre en 

protelnas • Esta ha sido observado en estudios histopatolbgicos 

en animales de experimentacibn <Gupta 1981>. En estudios en 

microscopia electrbnica. se han observado alteraciones en 

hepatocitos de cerdos y ratas. Los cambios generalmente fueron 

restringidos al ndcleo, retlculo endoplasm•tico,y ribosomas. 

Friedman y Wogen <1966-1967) han estudiado el tiempo en que la 

aflatoxina Bl afecta la s!ntesis de ARN y han establecido que 

una dosis administrada a ratas inhibe la incorporacibn del 

precursor a el ARN nuclear del hlgado en menos de 15 minutos. La 

slntesis de ARN es reducida a causa de inhibir la ARN polimerasa 

(Galbain,1966>, aunque la inhibicibn de la actividad de la ARN 

polimerasa ha sido relacionada con la interaccibn de la 

aflatoxina Bl con el ADN molecular (Sporm,1966). 

Una serie de estudios han mostrado que la alteraci6n del 

metabolismo del ARN nuclear resulta del tratamiento con 

aflatoxina y estan asociados con cambios en la rnorfolog!a de los 

nucleolos. Esto se ha reportado en células de h!gado de rata 

tratadas con aflatoxina Bl, present•ndose segregaci6n de los que 

son llamados caps nucleolares. Estos cambios estructurales 

fueron observados después de 30 minutos de la administraci6n de 

la toxina. Sin embargo, estos fenbmenos demuestran ser 

reversibles; la morfologla nucleolar fue normal a las 24 horas 

<Bernhard, 1965). 

Svoboda y Higginson <1968) estudiaron hepatomas celulares 



inducidos por la administracion de aflatoxina. Ellos mostraron 

que células tumorales tienen peque~as mitocondrias, moderados 

cuerpos de microcuerpos, y cortos segmentos dilatados de 

retlculo endoplasm•tico rugoso, hinchaz6n mitocondrial e 

incremento de lisosomas. 

Monneron y col. en 1968 se~alaron que inyectando_ ratas con 

aflatoxina se produce una acumulaci6n densa de gr•nulos 

corticales 10.2-1 de diAmetro>; en ndcleos de tejidos hep•ticos. 

Los gr•nulos corticales fueron identificados como 

ribonucleoproteinas lgrAnulos pericromatinianos>. El incremento 

de estos grAnulos puede estar relacionado con la slntesis de 

ribonucleoproteinas y el probable bloqueo de su transporte al 

citoplasma. Hay también evidencias de que la aflatoxina 

interviene con la slntesis de ADN mitocondrial en células de 

plantas y que inhibe el transporte electronico en la mitocondria 

<Brown 1965a;Svoboda 1966,1967>. Sin embargo, el incremento en 

el ndmero de gr•nulos puede deberse a decremento en el volumen 

nuc 1 ear, 1 o que indicarla que .e 1 aumento no carnbi a 

sustancialmente la densidad de los mismos y por lo tanto, la 

cantidad de transcritos disponibles en la célula. 
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IV. - OBJETIVOS 

El prop6sito de este estudio fue determinar el efecto de la 

aflatoxina Bl en el núcleo interflsico de hepatocitos de rat6n. 

Para tal efecto se establecier6n los siguientes puntos : 

a.- Determinar si existe un incremento o disminuci6n de la 

densidad de los grlnulos pericromatinianos. 

b.- Ver si este aumenmto se debe a una variaci6n en el volumen 

nuclear como nucleolar. 

c. - Por Último corr·oborar si hay cambios en la coropactaci6n de la 

cromatina. 



19 

V.- MATERIAL Y METODO 

Se utilizaron 30 ratones con un peso de 20 g. A dos 

ratones se les inyect6 intraperitonealmente 1 mi de benceno 

acetonitrilo; a Jos demls ratones se les inyect6 

intraperitonealmente 1 mi de aflatoxina elulda con benceno 

acetonitrilo < 98:2 ) . La aflatoxina Bl fu6 proporcionada por el 

Centro de Investigaci6n y de Estudios Avanzados del l.P.N. 

Unidad Irapuato. 

Los ratones fueron sacrificados a distintos tiempos : 20, 

30, 60, 90, 120, 150, y 180 minutos; 6, 24, 48 y 72 horas. 

Los fragmentos de hlgado se fijaron con glutaraldehldo al 

2.5 %, disuelto en amortiguador de fosfatos a O. J M , pH 7.2 

durante 90 minutos; se lavaron con amortiguador de fosfatos 

hasta eliminar el fijador. Posteriormente fueron deshidratados 

con alcoholes graduales de 70 %, 80 %, 96 % y alcohol absoluto; 

en los tres primeros se utilizaron dos cambios de 10 minutos; en 

el d!timo se realizaron tres cambios de 15 minutos. Los 

fragmentos de hlgado se colocaron en 6xido de propileno, con el 

cual se realizaron tres cambios con duraci6n de 15 minutos cada 

uno. La preinclusi6n se realiz6 con 50% de 6xido de propileno y 

50% de Epon 812, durante 24 horas, a temperatura ambiente. 

Finalmente se incluy6 en Epon 812 y se polimerizaron en una 

<?stufa a 60ºC durante 24 horas •. 

Los cortes semifinos se tiWeron con azul de toluidina para 

determinar el volumen nuclear y nucleolar. 

Los parlmetros medidos fueron los siguientes : para la 

determinacibn del volumen nuclear y nucleolar, se midieron el 

Qi.3.rnetro rna:·,1or >' diá.metro menor .Las mediciones se llevaron a 
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cabo en un microscopio Car! Zeiss equipado con un ocular 

microm6trico, un objetivo de 100 X y un aumento intermedio de 2 

X. Los resultados se expresaron en micras cdbicas. 

Las mediciones obtenidas tanto del volumen nuclear como 

nucleolar se procesaron estadlsticamente utilizando programas 

para computadora desarrollados en el laboratorio de Microscopia 

Electr6nica de la Facultad de Ciencias de la U.N.A.M. por el Dr 

G.H. Vlzquez-Nin. 

Los cortes ultrafinos utilizados para determinar la 

variaci6n del ndmero de grlnulos pericromatinianos en cada uno 

de los tratamientos se contrastaron durante 5 minutos con 

acetato de uranilo, 19 minutos con EDTA y 3 minutos con citrato 

de plomo CBernhard, 1969). Las micrograflas fueron tomadas 

con un microscopio electr6nico M-10 de la casa Car! Zeiss . 

El anllisis cuantitativo se realiz6 determinando el ndmero de 

gr.nulos pericromatinianos de cada tratamiento y obteniendo la 

densidad num6rica. 
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VI.- RESULTADOS 

En nucleos de hepatocitos de ratones tratados con 

aflatoxina Bl, los principales cambios observados en forma 

cualitativa a nivel nuclear son; el aumento en la compactaci6n 

de la cromatina y la acumulaci6n de grlnulos pericromatinianos, 

durante los primeros 30 minutos despu•s de aplicada la inyecci6n 

intraperitoneal de la droga ( Fig. a y b ). 

Sin embargo, todos los ndcleos tratados presentan 

alteraciones similares pero menos drasticas. También se puede 

observar en algunos n6cleos la segregaci6n del nucléolo en sus 

componentes granulares y fibrilares aunque esto no es general 

(Fig. c > Asimismo, se observa la presencia de cdmulos de 

granulas intercromatinianos y de fibras pericromatinianas. 

El volumen nuclear y nucleolar de c•lulas testigo y 

tratadas con aflatoxina, con uno y dos nucleolos no presentan 

diferencia significativas entre los distintos grupos C P 

o.os < Fig. 

En cada uno de los grupos mencionados se determin6 la 

densidad num•rica de los grlnulos pericromatinianos y los 

resultados obtenidos para analisis estadlstico indicaron un 

aumento significativo en los primeros 30 minutos de aplicada la 

droga < P < 0.05 l e Fig. 2 
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FIG. A- NUCLEO INTERFASICO DE HEPATOCITOS DE RATON NORNAL. NUCLEOLO (n), 

CROMATINA (Cr), GRANULOS INTERCROMATINIANOS (GIC), GRANULOS PERICROMA-

TINIANOS (FLECHAS). 17,600 X . 



FIG. B- NUCLEO INTERFASICO DE HEPATOCITOS DE RATON TRATADOS CON AFLA­

TOXINA BI DURANTE 30 MINUTOS. NUCLEOLO {n), CROMATINA (Cr), GRANULOS 

INTERCROMATINIANOS {GIC} , GRANULOS PERICROMATINIANOS {FLECHAS} . 

24,000 X . 
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FIG. C- SEGREGACION NUCLEOLAR EN HEPATOCITOS DE RATON TRATADOS CON 

AFLATOXINA BI, SE PUEDE OBSERVAR SUS COMPONENTES GRANULARES (G) Y 

FIBRILARES (F) 30,000 X 
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Fig.2.- Densidad numérica de los gránulos pericromatinianos en núcleos de hepatoci-

tos de ratón normal (T) y tratados con aflatoxina Bl. El tiempo de tratamiento en -

min 20,30,60,90,120,180 (representado por las barras 1-7) y en hrs 6,24,48,72( rep!_e 

sentado por las barras 8-11) se presentan en las abscisas. Se observa una variación 

de los gránulos durante los distintos tiempos de tratamiento con la aflatoxina Bl, 

apareciendo un aumento inicial en los primeros 30 min . 
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Fig.3.- Volumen nuclear de hepatocitos de ratón normal (T), y tratados con aflato·-

xina Bl. El tiempo de tratamiento en min 20,30,90,120,150,180, (representado por -

las barras 1-7) y en hrs 6,Q4,48,72 (reP.resentado por las barras 8-11), el volumen 

esta dado en micras cúvicas. 
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Fif.4.- Volumen nucleolar de hepatocitos de ratón normal (T):no se aprecian 

cambios significativos en los diferentes tiempos con la aflatoxina Bl en min. 

20,30,90,120,150,180, (representado por las barras 1-7) y en hrs. ó,24,48,72 

(representado por las barras 8-11), el volumen esta dado en micras cúvicas 
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VII.- DISCUSION 

Los resultados del presente estudio demostraron que la 

aflatoxina Bl produce alteraciones transitorias a nivel nuclear 

en algunos hepatocitos, compactaci6n gradual de la cromatina, 

asl como aumento en la densidad numirica de gr4nulos 

pericromatinianos asociados principalmente con la cromatina 

perinucleolar. Estas observaciones concuerdan con lo reportado 

por Monneron en 1968 <Monneron, 1968!, aunque ella no utilizo 

la t•cnica de contrastaci6n regresiva ( EDTA l para 

ribonucleoprotelnas. 

El aumento de los GPC en el presente estudio se debe a un 

aumento real en la densidad num6rica, aunque el aumento en el 

ndmero de estas RNP no trae consigo aumento 6 disminuci6n 

significativo en el volumen nuclear. 

En condiciones experimentales donde se hace uso de la acci6n 

drogas que afectan principalmente la slntesis del ARN 

Ccordicepina, bleomicina, etc. l, el ndmero de gr4nulos 

pericromatinianos aumenta . Dichos estudios han sugerido que 

estos gr4nulos son estructuras de almacenamiento, transporte 

y/o procesamiento intranuclear de ARN mensajero o premensajero 

<V4zquez-Nin y col., 1979, 1983!. 

El aumento en la compactaci6n de la cromatina y en el 

ndmero de gr4nulos pericromati~ianos se debe principalmente a la 

inhibici6n de la transcripci6n del ARN, pues la aflatoxina 

inhibe la actividad de la ARN polimerasa 11 ( Serin y Gallo, 

1980). 
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VIII.- CONCLUSIONES 

La aflatoxina B! elulda con benceno acetonitrilo C98: 2>, 

aplicada intraperitonealmente a ratones adultos, produce en 

nucleos de hepatocitos a los 30 minutos de tratamiento: 

-- Aumento en la densidad numirica de GPC 

-- Compactacibn gradual de la cromatina y 

-- Segregacibn nucleolar 

Por esto, la droga altera el procesamiento y/o el 

transporte y/o el almacin de ARN tanto premensagero como 

prerribosomal. 
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