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I.- RESUMEN

Se ha observado que la aflatoxina produce aumento en el
nimero de granulos pericromatinianos ( GPC ) en nlcleos de
hepatocitos. Sin embargo, no se ha establecido si el aumento o
variacidn =n la Aensidad numérica se debe a un incremento
simultdneo en el ndmero de GPC ¥y en &1 volumen nuclear. Can el
obj=2to de aclarar este praoblema, se estudid el efecto de la
aflatoxina Bl en el nlicleo interfdsico de células hepaticas de
ratén,

Se aplicd intraperitonealmente un mililitro de aflatoxina
Bl dilulda en benceno acetonitrilo ( 98:2 ) a 50 ratones
adultos. Se sacrificd a los animales a ditersntes tiempos
20,30,60,90,120,150,y 180 min.j 6,24,48, y 72 hrs y las nuestras
de higado fueron procesadas para microscopia electrdnica.

Los cortes ultrafinos fueroh contrastados con la técnica
preferencial para ribonucleoproteinas y observadas al
microscopio electrdnico. También se obtuvieron cortes semifinas
para las mediciones del volumen nuclear y nucleolar.

Los datos se analizaron estadisticamente. A los 30 minutos
de aplicada la droga, hay un aumento significativo del ndmero d=
GPC, perao sin un aumento considerable en el volumen nuclear. Los
resultados sugieren gue la aflatoxina Bl modifica el
procesamiento postranscripcional y/o 21 almacén y/o =1
transporte del ARN prerribosomal y premensajero en =1 nlcleo de

hepatocitos de rataén.



II.- INTRODUCCION

Con excepcidn del nucleolo que ha sido estudiado en aRos
recientes con el microscopio electrdnica, todavia se conoce poeo
sobre la topologia y la ultraestructura de otros componentes del
nlcleo interfdsico. En particular, la distribucidn de particulas
ribonucleoproteicas que representan un alto porcentage del total
del ARN contenido en el nldcleo normal (Monneron y Bernhard,
1949) El =studio ultraestructural del nlcleo interfdsico ha
resultada en el descubrimiento de varios tipos de
ribonucleoproteinas (RMP) que transportan componentes con una
fina estructura caracteristica, compartimientos citoquimicos y
patraones de distribucidn &n el espacio extranuclenlar. A parte
de los granulos intercromatinianos vy granulos pericromatinianos
que han sido estudiados ampliamente desde su descubrimientoj dos
estructuras poco conocidas han sido recientemente descritas :las
fibras pericromatinianas y los cuerpos espiralados. Estos san
menos comunes y siempre s& encuentran individuales en =1
nucleoplasma.

La visualizacidn vy estudio de los diferentes tipos de
particulas ribonucleoproteicas nucleares han sido facilitadas
por un nuevo método de tincidn regresiva, que blanquea la
cromatina y da un contraste preferencial a las
ribonucleoproteinas ( Bernhard,' 1969 ). A partir de =sta
publicacidn se han realizado numerosos estudios del nucleolo,
grinulos intercromatinianos, grdnulos y fibras
pericromatinianas.

Ha sido demostrado repetidas veces que las alteracionss en

la transcripcidon y/o procesamiento nuclear del ARM produce



cambios en el nlmero, morfologla, caracteristicas citoguimicas
Y autarradiugréficas de estas partzculas (Vazquez-Nin v
col,,1983), lo que sugiere gue tiene un papel en tales

procesos.,

11.2 COMPONENTES ESTRUCTURALES DEL NUCLEG

Hasta el momento, se han reconocido varios elementos
estructurales gue canforman 21 ndcleo celular en interfase.

Estos san ¢

a).- Envoltura nuclear. Es una doble membrana de naturaleza
lipoproteica. Circunscribe ¥y separa a la zona nuclear de la
citoplasmiticas sin embargo, ambas zonas quedan interconsctadas
par la presencia de poros en la envoltura y por la existencia de
una continuidad entrs las membranas nucleares axternas y la

membrana celular.

b).- El1 nucleoplasma o jugo nuclear. Representa la mayor parte
del volumen nuclear. Abarca las &reas entre la cromatina
candensada o heterocromatina, por lo tanto contiene tanto a la
sutromatina o cromatina laxa como algunos componentes

ribonucleoproteicas.

c).- Cromatina condensada o heterocromatina. Este componente se
dispon= generalmente en l1a zona adyacente a la membrana

nwclear v en la periferia del nucleolo.



d).- Mucleoln. Es la estructura ribonucleoproteica mis

conspicuaj puede ser Unico o miltiple.

e).- Particulas ribonucleaproteicas. Comprenden a las fibras vy
grinulos pericromatinianos, a los grdnulos intercromatinianos vy

a los cuerpos espiralados (en De Robertis y col.,1977).

$).- Matriz nuclear, Se considera como un andamiaje constituido

de proteinas,carbohidratos,;fosfolipidos, ADN y ARN.

9).- Laminas, Estan localizadas =n la parte interna de la
envoltura nuclear , son tres polipéptidos de 74,000 , 72,000,
42,000 daltones, se denominan lamina A,B v C.

(en De Rabertis y col., 1277; Lebel, S. y col. 1987 ).

11.2.a. CROMATINA

Las primeras obssrvaciones gue probablemente describian a
la cromatina fueron hechas por Nageli entre 1842 y 1847, en
polen de Trasdescantia ¥ por Reichert en 1847, al estudiar la

repermatogénesis de Strongvlus auricularis. Pera fu#

Kawalevski en 1871 quien realizd las primeras descripciones
precisas de los cromosomas, los cuales sin embargo, fueron
interpretados como productos de la divisidn de los nuciZolos.
Schneider, trabajando con huevos de plerostomnun shrenberaii v

Tschistiakof$s en 1875, realizaron las primeras reproduccion=ss



graficas de una etapa de la mitosis: la metatase. Flemming en
1880 sistematizd las fases de la mitosis y asocid a las
cromosomas con la cromatina del nlcleo celular interfdsico (en
Albarracin T., 1983). Kornberg en 1974 fué el primero en
praponer la estructura molecular blasica de la cromatina (en
Finch ¥ Klug, 197é6 ). Esta se encuentra compuestas par
subunidades repetitivas ! los nucleosomas. E1 nucleosomna
consiste de una cantidad de ADM de entre 140 y 240 pares de

bases, asociada a un octdmetro de proteinas histdnicas.

El1 ADM forma una super hélice unitarmemente enrollada en
el cilindro proteico ; el didmetro de esta hélice es de %0 & v
cada 75 a 82 pares de bases da una vuelta completa. EIl
octametro de histonas contisne dos unidades de histonas ricas en
lisina (H2A y H2B) 2 histonas ricas en arginina (H3 y H4)j 1la
histona HI no o5 parte del nucleosoma, pero se encuentra

R s
aspciada con este.

Los trabajos de Richards ¥y col., en 1977 y Fardon en 1977,
utilizande la teécnica de difraccion de rayos X vy de neutrones,
sugirieran gue el nucleosoma no es esférico, sino que se trata
de una estructura cilindrica de aproximadamente (00 3 de
dianetro y S0 R de altura (Felsenfeld, 1978). Todas las
evidencias gue sugieren que la cromatina se =ncuentra organizada
por medio de subunidades repetitivas, asi como ei conocimiento

de su sstructura, han provenido de trabajos realizados in vitroj

pero recientemente también han sido observadaos los nucleosomas

in gitu, er hepatocitos de rata (Dersnzini y col., 1933). Heitz

en 1923 describid a la hetzrocromatina como =21 estado condensado



de la croematina ¥ a la eucromatina como e€! estado laxo (en
Frenster, 1981). Por otro lado, se ha sugerido que los factores
involucrados 2n la condensacidn 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 condensacifn entre las plantas y los animales; en
las primeras, la condensacidn es dependiente de la esspecie,
independientemente de su funcidn, probablemente determinada por
la cantidad de ADM y la organizacidn del genoma; en los
segundos, la compactacidn depende de los tejidos, de su funcién
y es controlada por el metabolismo de las histonas (Magl,1979).

En 1965, al realizar el andlisis bioquinico de ambas formas
de la cromatina, la condensada y la laxa, Frenster encontrd un
contenido igual de prateinas histdnicas, pero encontrd en la
cromatina descondensada abundante ARN, protelnas no histénicas vy
tasfoproteinas (Frenster, 1981), Sin embargo, la carencia de
histonas con estructuras gque presentan un superenrcllamiento del
ADMN sugiere que las histonas desempefan un papel importante en
evitar el superenrollamiesnto(Cook ¥ Brazell, 197&jGalleron
1984)., Azimi=mo, la extraccion de la histona HLY de la cromatina,
provoca la descompactacién de la heterocromatina (Tanaka y 0Oda,
1974). En este sentido se ha propueto que la histona Hl puesde
servir como neutralizador de las cargas eléctricas negativas de
ADM internucleosomal (Gaubat:z y‘col.,1978).

Otros autores, como flatsumoto y col., en 1980, apovyan la
hipbtesis d; gque la compactacidn de la cromatina =5 debida a la
tosforilacidn, acetilacidn, metilacidn, ¥ poli (ADP-
ribosillacidn de las proteinas histdnicas, en especial el de la

histons Hf . Se ha propuesto también gque la compactacion s=a



debida a neutralizacidn de las cargas eléctricas negétivas de
los radicales fosfatos del ADN mediante la interaccién de este
dcido nucleico con cationes libres (Derenzini y cal.,1978).

Par otra parte, se ha sugerido gue los grados de
compactacidn son debidos a la cantidad de productos
transcripcionales unidos a la cromatina., Estld mbs dispersada
cuando sea mayor la cantidad de partlculas ribonucleoprotesicas
que contienen Acido ribonucleico premensajero de sintesis
Eeciente que se encuentren adheridos todavia a la cromatina
{(Derenzini vy co., 1981). En cuanto a las +unciones de los
diferentes estados estructurales de la cromatina, Littau ¥y col.,
en 1949, utilizando autorradiografia,observaron gue la mayorla
del ARM recién sintetizado se encontraba en las proximidades de
la eucromatina; Hay y Revel en 1943, también con
autorradiagra+tia, encontraron que en la sucromatina existe una

mavor sintesis de ADN (Frenster, 1981).

11.2.b. PARTICULAS RIBOMUCLEOPROTEICAS
11.2b.1 EXTRANUCLEDLARES

Existen numerosas evidencias de que el procesamiento
posetranscripcional de los diferéntea 3cidos ribonucleicos no
solubles se efectla no sobre la molécula desnuda de ARM, sino en
complejos ribpnucleopraoteicos (Flint, 1984). El estudio
sistemdtico de =stos complejos ribonucleoproteicos se inicio en
1949, a1 ser implementada por Bernhard, una técnica de contraste

preferencial para las particulas ribonuclezoproteicas (Bernhara,



196%), Asi, Monneron y Bernhard caracterizan a las primeras
particulas ribonucleoproteicas en el nlcleo celular interfdsico
en los mamiferos.

LLas fibras pericromatinianas_(FPC) son fibras de
aproximadamente 30 a 50 5 de didmetro, que se encuentran en la
periferia de la cromatina condensada y se enrollan para formar a
los grarnulos pericromatinianos (GPC).

Los GPC se encuentran generalmente en la periferia de la
heterocromatina v presentan un didmetro de 400 a 450 Z; se ha
observado que en la cercania de los poros nucleares sufren
cambios estructurales al deshilarse y formar conjuntos de
fibras. Los grdnulos intercromatinianos (GIC) son clmulos de
particulas con un didmetro de 200 a 250 z,que no presentan
relacidn topogrdfica con la heterocromatina, nucléolo o con ios
poros nucleares, Por Qdltimo, se encuentran los cuerpos
espiralados (CE), constituldos por fibras en espiral con un
grosor de 400 a 400 X ( Manneron y Bernhard, 194%). Laos arinulos
pericromatinianos fueron observados por primera vez por Watson
en 1262 on hepatocitos de roedores. Se ha resaltado la
similitud morfalbgica y citoguimica entre los grdnulos
pericromatinianos ¥ los grinulos de Balbianij estos ultimos, se
sncuentran en los nidcleogs de larvas de dipteros y representan =1
producto de la actividad transcripcional (Vazquez-Min ¥
Bernhard, 1971). En condicioneg experimentales se ha encontrado
que =xisten dos poblaciones de ardnulos pericromatinianos, los
cuales pueden ser distinguidos funcionalmente, pero no
morfoldgicaments; loz nucleolarss los extranuciealares (Moyne
y col,, 19277). La funcidn de los granulos pericromatinianos se

ha =sclarecido mediante la utilizacidn de drogas gque alteran la
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sintesis o el procesamiento del ARNpre-m, como la cordicepina
(Puvion y col., 1976), la captotecina (Gajkowskay col., 1977},
la cicloheximida (Moyne y col., 1977}, e1 5,6 diclnro—l; 3.
ribofuranosilbenzimidasol (Cervera y col., 1983). También
utilizando atros factores gue alteran igualmente la sinteis o el
procesamiento del ARMpre-m, como el chogue hipaortérmice (Cervera
y Montero 1980), hormonas coma 21 cortisol (Petrov y Bernhard,
1981, Moyne y Puvion, 1976) el sstradiol (Vazgquez-Nin vy col.,
1978; Echeverria y col., 1580). Asinismo, se ha estudiado
cuantitativamente a los granulos pericromatinianos durante la
diferenciacan de los neuroblastos (Vdzgquez-Nin y col., 1980).
Con la informacidn obtenida de este conjunto de trabajos, se ha
propuesto que los grinulos pericromatinianos extranucleolares se
encuentran involucrados 2n el procesamientao, almacenamiento vy
transporte del ARNpre-m (Vdzquez-Nin y col., 1980}, en tanto que
los grinulos pericromatinianos nucleolares se sncontrarian
relacionados can =1 procesamiento del ARNMpre-r (Fuvien y col.,
1981),

Al parecer, dentro de los grdnules intercromatinianos se
llevan = cabo reacciones enzimidticas, como las sugieren Verbrodt
¥y Bernhard en 1967, guienes encontraron que esas particulas

presentaban actividad de ATPasa y de GTPasa (en Puvian y Mayne,

1981). Ademds, se ha detsrminado en =stos granulos la
existencia de enzimas como la 3 - glicerofosfatasa y la NAD-
pirpfosfatasa (Buchwalow v Unger, 1977). Sin embargo, aln se

desconoce la interaccidn de este conjunto de enzimas con el
camplejo ribonucleoptroteico en general, 4 su funcjén glabal.
Las pruebas 2nzimdticas suvaisren gus los grinulos

intercromatinianos contienen proteinas acidas, las cuales
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protegen al ARM de la accion de las ribonucleasas; pero estas
particulas son digeridas si previo al tratamiento con la
ribonucleasa son sometidas a la accidn de la pepsina (Smetana y
col., 1971). Andlisis citoquimicos extensos han determinado que
estas particulas contienen proteinas fostoriladas (Wasse+,
1279}, Sin embargo, ni las pruebas enzimiticas ni las
citoquimicas han sido capaces de determinar inequivocamente la
presencia de ARM en los grinulos intercromatinianosi alto
contraste gue adgquieren con la técnica de contraste preferencial
para las ribaonucleoproteinas de Bernhard, no es una prueba
concluyente, debido a su cardcter preferncial tpor lo tanto no
especifica) ( en Puvion y Mayne, 1981}). Las pruebas con
autorradiagrafia han evidenciado gue los granulos
intercromatinianos se marcan débilmente con los precursorss
radiactivos para el ARN, por lo gque pueden contener cantidades
pequerias de Acido ribonucleica de marcaje lento (Fakan y
Bernhard, 1973),

Otras estructuras presentes en =1 nldcleo interfdsico san
los cuerpos nucleares. Han sido descrito 5 tipns de cuerpos
nucleares con didmetro entre los 0.2 a los 0.9 um (Chaly v eol.,
1983a). Utilizando la técnica de contrastacidn regresiva
preferencial para las particulas ribonucleoproteicas se ha
sugerido gue los cuerpos nucleares simples se encuentran
constituldos por matesrial +ibr{lar no cromatinico, el cual
parece ser principalmente proteico. Los compohentes
tibrogranutares de los cusrpos nuclzolares complejos parecen ser
ribonucleoproteinas. Hasta =1 momento se desconoce
completamante cual puede ser la funcidn de estas estructuras.

Par Z1ltimo los granulos interiores del cusrpo nuclear del tipo
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111 presentan una gran similitud morfoldgica con los granulos

intercromatinianas (Chaly vy cal.,1983b).

112b.2 NUCLEOLO

Otro camponente intranuclear es el nucleolo. Su estudio
bioguimice y molecular se inicid en los afos 40s. Por medio de
técnicas como la citoguimica ultraestructural y la
autorradiografia, Granboulan y Granboulan en 1945 determinaron
la existencia de cromatina dentro del nucleolo. Spiegelman y
col., en 1951 detectaron actividad transcripcional nucleolar,
Existe un buen nlmero de evidencias que permiten establecer que
en el nucléolo es donde se lleva a cabo la sintesis del ARNr., En
1940 Edstrom encontrd que la composicidn de bases es muy
similarentre los 3cidos ribonucleicos ribosomal y nucleolar.
Perry en 1942 observ® gue al ser tratadas las células con
actinomicina D, droga gue inhibe la sintesis del ARNr, cesaba
completamente la incorporacidn de uridina tritiada en el
nuclenlo, mias no en la cromatina extranucleolar.

En la estructura del nucleolo es posible reconocer diversos
componentes !

a).- Centros fibrilares, constituidos por fibras de 50 Z de
didmetro y 300 a 400 A de longitud, aungue este varia con el
estado fisioldgico de la célula.

b).- Zonas granulares constituldas predominantemente por
ararulos de 150 Z de didmetro.

c).- Las constituventes fibrilares y granulares del nucleola

confarman wna red Fibrilar grussa ! =1 nucl=olonema. Existen
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también zonas homoaéneas llamadas partes amorfas O matriz
amorfa, en las cuales los componentes fibrilares Y granulares
sONn 2SCasos.
d).- Regibn fibrilar densa, representa la forma
transcripcianalmente activa del nucléolo.
e).- Par d41timo se encuentra la cromatina perinucleolar
(Ghash, 197&).

Los elementos bioguinicos son
a).- ARM polimerasa |1
b).~ Proteinas prerribosomales de alto peso molecular gue nunca
abandanan el nucléolo.
=).- Muchas de las proteinas ribosomales.
d4) .- Enzimas procesadoras del ARMpre-r ! Enzimas modificadaoras;
metilasas, fosfatasas, endonucleasas, proteinas modificadoras de
las =2nzimas y kinasas .
e).- ARNpre-r de alto peso molecular como el 45 S, asl como
productos intermedios y productos finales como 28 S y 18 S.
+).- ARNsnU3.
g).~ 90 % & mis de ADNMr de la célula.
h).- ADM que no tiene secusncias prerribosomales.

{Alberts, 19833 De Robertis, 1977 ).

112.c. NUCLEGPLASMA Y MATRIZ MUCLEAR

E1l nucleoplasma o jugo nuclear se encuentra comprendido en
la regidn extranucleolar interhetsrocromatiniana. Es en esta
regiédn =n donde se pensaba qu= s2 llevaban a efecto varias

reacciones snzimadticas, ademds de la sintesis v el transporte de
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las diversas moléculas de una manera mis o menns azarosa. Otro
descubrimiento sobre este aparente desorganhizacidn es la
presencia de un andamiaje en el cual se encuentra anclada la
cromatina en todas sus formas (Bouvier ¥y col,, 1982).

Este andamiaje & matriz nuclear es puesto en evidencia
despuss de tratar a los nicleos con diversas concentraciones
salinas y deteragentes, asi como al ser sometidos a =nzimas como
ADMasa vy la ARMasa. Entre los constituyentes moleculares
estaban los elementos proteicos y en menos cantidad el ADN, ARM,
carbohodratos y fosfolipidos. $Si se logra extraer en su
totalidad al ADM y el ARM de la matriz-nuclear, gueda solaments=
un armazdn proteico llamado matriz-nuclear proteica. la cual seb
encuentra compuesta principalmente por tres polipéptidos de peso
molecular de 42000, &46000 y 49000 (Berezney y Coffey, 1977},

Loz elementos estructurales de la matriz nuclear son ! el
complejo lamina-poro nuclear, la matriz intranuclear y la matriz
nucleolar ( van Eckelen ¥ van Venroaij, 198l1). Cook y col. =n
1976, aportaron evidencias de gue la matriz nuclear es
fundamental para el aordenamiento del genoma en 21 nicleo celular
interfdsico ( en Bouvier y col., 1982), Técnicas de
autorradiografia han revelado que la mayor parte del ADN recién
sintetizado se encuentra asociado a la matriz nuclear.

Asimismo,d=bido a gque =1 ADN unicatenario se une
preferencialmente a las proteipas de la matriz nuclear, se ha
propuesto que esta estructura resulta fundamental no solamente
para =1 ordenamiento del ADN, sino también para la duplicacian
(Comings v Wallack, 1973). Mo solamente en la duplicacion del
ADN interviene la matriz nuclear, sino también en la modulacidn,

de la =actividad transcripcionalj al respecto existen evidencias
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de gue existen particulas ribornucleoproteicas que cantienen
ARMhn asociado a la matriz nuclear (van Eckelen y van Benrooij,
1981). Debido a esto, se ha propuesto que el ARN es sintefizado

confarme el ADN pasa a través de un complejo molecular y el ARN

recién sintetizado se adhiere a la matriz nuclear ( Jackson y
cal., 1981).
11.3. PROCESAMIENTO POSTRANSCRIPCIONAL DE LOS ARNs NO SOLUBLES

Se conocen las transformaciones moleculares que sufren los
primeros transcritos de los Acidos ribonucleicos no solublsesilos
ARN sintetizados por la =nzima ARM polimerasa 11, debe sufrir
varias wmodificaciones antes de ser traducido (en Alberts y
col.1983),

lLas modificaciones gue se observan en 21 primer transcrito,
de ARMpre-m enh los sucariontes san @ la adicidn de un capuchdn
metilado en la terminal 5 , la adicidn de uh segmento de poli
(Alen la terminal 3 jreacciones de corte-unidn y la metilacidn
de r=2siduos internos de adenasina (Lehninger, 1981) . Al
parecer este capuchdn resulta imprescindible en algunas
ocasiones, para que se sfectde una traduccidn eficiente del
ARMm; ademds se ha observado que las moléculas de ARNm que
poseen esta estructura presentan una mayar estabilidad . Este
capuchOn parece ser necesario también para que se efectle con
el mavor rendimiento la transcripcibn del ARNpre-m a ARNm
(Banerjee, 1220),

La precsencia del segmento poli (A) fué determinado por

primera vez por Kates =n 1270, Brawsrman vy Diez sn 1975, con
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electroforesis =n gel, precisaron que la longitud del tal
segmento era de 200 a 250 residuos adenilados. Sin embargo,
ademds de que el fragmento poliadenilado varia entre las
diferentes especies de organismos, existe una fuerte correlacidn
entre la longitud de este fragmento y la antiguedad evolutiva
del organismo & del taxdn al que pertenece. En cuanto a la
funcibn, Penman y col., en 1970, al inhibir la adicidn de esta
secuencia mediante el sometimiento de las células a dosis
pequefas de cordicepina, resaltaron la importancia que tiene
‘esta estructura para que se lleve a cabo completamente la
maduracidn del ARMpre-m. Harpol vy col., 1979, con 21 ARNm de la
hormona del crecimiento, resaltaron gque la mayor eficiencia en
el transporte del ARNm desde el nlclep hacia el citoplasma s
produce cuando estos acidos ribonucleicos poseen la cola de poli
(A) Zeevi y col., en 1982, comprobaron que las ARMNm gue carecian
de tal segmento =ran mis susceptibles a la degradacidn

enzimdtica durante el trayescto nucleocitoplasma (Nevins, 1984),

Procesamiento postranscripcional de los otros Acidos
ribaonucleicas no solubles, el ribosomal.

El primer transcrito del ARNr es una molécula grande can un
coeficiente de sedimentacidn de 458, el cual es sintetizado en
la regidn fibrilar del nucleolo a partir de los organizadores
hucleolares.

Determinadas secuencias de esta moldcula estdn metiladas en
los grupos ribosa; estas regiones metiladas corresponden a los
futuros Acidos ribomucleicos ribosomales 188, 28S. 5.8S.

De=pués de la metilacidn, la molécula de 455 =s fragmsntada

v deqradada, probablementes por msdio de una endonucleasa, dando
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lugar a moléculas mds pequeias: 415 y 20S. Esta dltima es
degradada en la porcidn no wetilada, por una exonucleasa,
quedandao como praducto el ARMr 185, el cual es transportado

répidamente hacia o1 citoplésma ( en De Robertis y col., 1977).



iii.- AMTECEDEMTES -

Desde hace tienmpo =¢ han realizado una serie de
_investigaciones sabre la. estiructura nuclear. Para esto se2 han
vtilizedo drogas, Lornonas y un sistena de diferenciacidn con el
obj=ta d2 aclarar 21 posible papel citofisioldsico de las
particulas nucleares relacionadas con el metabolismo
pastranscripTional del ARM en sistemas transcripcionales
alterados, Es decir, en sistemas donde la transcripcidn de
algunos gen2s se reprimen por el proceso de diferenciacidn
celular y en sistemas donde la transfaormacién ocurre de acuerdo
a estimulos ambientales (en Jimeénez Garcia, 1985).

Para el estudio de algunas particulas RNP como en el caso
de 1los granulos pericromatinianos, se han utilizado algunos
agentes que tienen efectos tbxicos (bleomicina, ciclohéximida Y
otras) y se ha observado un aumento en nlmero y camb}os en la
disposicidn. Otros eétudios realizados con hormonas, como el
estradial sobre las RNP del nicleo de células epiteliales
endometriales, maostraron gue hay un aumento significativo del
nimero de granulos pericromatinianos cuanda disminuye el nivel
de la hormona, y por otro lado se encontrd que la administracidn
del estradiol tiene el efecto contrario (Vazquez-Nin y col.,
1980} .

Basandose en estas investigaciones,posterioremente se
realizaron estudios sobre las caracteristicas estructurales y
morfometricas de los GPC y de otras RNP durante la
diferenciacibn celular., Se tomd como sistema de diferenciacidn

la transcripcidn de ceélulas matriz a neuroblasto, la de este en



neuronas y la maduracibrn de la misma en médula espinal cervical
de embridn de pollo. Los resultados mostraron gue los granulos
pericromatin.anos casi no existen en celulas matrices y en
neuraoblastos,y aumentan significativamente en ndmero cuando
estos ya se transformaron en neuronas ¥y establecen contacto
sinidpticos ( Vazquez-Nin y col.,1983 ).

Otras investigaciaones realizadas para estudiar la
citofisiologla del ndcleo se han llevado a cabo utilizando la
actinomicina D y la aflatoxina. Esta dltima es el producto
metabdlico de hongos como Aspergillus flavus, A. parasiticus,
(Daris y col., 1981). La aflatoéina Bl es un antibidtico que
inhibe la sintesis de acidos nucleicos a traves de la
interaccidn con las bases adenina o guanina. Es el miembro mas
toxico y carcinogénico de un grupo de aflatoxinas. Son

estructuras de anillos pentaclclicos. su estructura es :

OCHy

AFLATOXINA Bl

(Ciegler A, 1971).



Esta toxina es un carcinogenético gue afecta principalmente
el higado y el rifdn. Se ha observado que la toxicidad de la
aflatoxina Bl se incrementa en asociacibn con una dieta.pobre en
protelnas . Esto ha sido observado en estudios histopatoldgicaos
en animales de experimentacibn (Gupta 1981). En estudios en
microscopia electrbnica. se han observado alteraciones en
hepatocitos de cerdaos y ratas. Los cambios generalmente fueron
restringidos al n&cleo, reticulo endoplasmatico,y ribosomas.
Friedman y Wogen (1966-1%67) han estudiado el tiempo en que la
aflatoxina Bl afecta la sintesis de ARN y han establecido gue
una dosis administrada a ratas inhibe la incorparacibn del
precursor a el ARN nuclear del hlgado en menos de 15 minutos. La
sintesis de ARN es reducida a causa de inhibir la ARN polimerasa
(Galbain,1966), aungue 1la inhibicibn de la actividad de la ARN
polimerasa ha sido relacionada con la interaccidn de l;

aflatoxina Bl con 1 ADN molecular (Sporm,l1748).

Una serie de estudios han mostrado que la alteracidn del
metabolismo del ARM nuclear resulta del tratamiento con
aflatoxina y estin asociados con cambios en la morfologia de los
nucleolos. Esto se ha reportado en células de higado de rata
tratadas con aflatoxina Bl, presentandose segregacidn de los que
son llamados caps nucleolares. Estos cambios estructurales
fueron observados después de 30 minutos de la administracidn de
la toxina. Sin embargo, estos fenbmenos denmuestran ser
reversibles; la morfalogla nucleolar fue normal a las 24 horas
(Bernhard, 1965).

Svoboda y Higginson (1968) estudiareon hepatomas celulares



inducidos por la administracidn de atlatoxina. Ellos mostraron
que ceélulas tumorales tienen pequerfias mitocondrias, moderados
cuerpos de microcuerpos, y cortos segmentos dilatadas de
reticulo endoplasmatico rugoso, hinchazdn mitocondrial e
incremento de lisosomas.

Monneron y col. en 1948 sefalaron que inyectando_ ratas con
aflatoxina se produce una acumulacifin densa de granulaos
corticales (0.2-1 de di3metro); en nlcleos de tejidos hepadticos.
lLos granulos corticales fueron identificados como
ribonucleopraoteinas (granulos pericromatiniancs)., El incremento
de estos granulos puede estar relacionado con la sintesis de
ribonucleoproteinas ¥y el probable blogueo de su transporte al
citoplasma. Hay tambieén evidencias de que la aflatoxina
interviene con la sintesis de ADN mitocondrial en celulas de
plantas ¥ gue inhibe el transporte electrbénico en la mitocondria
(Brown 1965ajSvoboda 1946,1947). Sin embargo, el increﬁentu en
el ndmero de granulos puede deberse a decremento en el volumen
nuclear, lo que indiéaria que el aumento no cambia
sustancialmente la densidad de los mismos ¥y por lo tanto, la

cantidad de transcritos disponibles en la ceélula.
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aflatoxina Bl en o1 nlcleo interfidsico de hepatocitos de ratdn.

Para tal efecto se establecierdn los siguientes puntos

18

OBJETIVOS

El propasito de este estudio fue determinar el efecto de la

Determinar si existe un incremento o disminucidn de la

densidad de los grdnulos pericromatinianos.

Ver si este aumenmto se debe a una variacibon en el volumen

nuclear comao nuclealar.

Por (ltimo corroborar si hay cambios en la compactacion de

cramatina.

la



V.- MATERIAL Y METODO

Se utilizaron 30 ratones con un peso de 20 g. A dos
ratones se les inyectd intraperitonealmente 1 ml de benceno
acetonitrilo; a los demds ratones se les inyectd
intraperitonealmente 1 ml de aflataxina eluida con benceno
acetonitrilo ( 98:2 ). La aflatoxina Bl fué proporcionada por el
Centro de Investigacidn y de Estudios Avanzados del 1,P.N.
Unidad Irapuato.

Los ratones fueron sacrificados a distintos tiempos ! 20,
30, &0, 90, 120, 150, y 180 minutos; &, 24, 48 y 72 horas.

Los fragmentos de higado se fijaron con glutaraldehido al
2.5 %, disuelto =n amortiguador de fasfatos a 0.1 M , pH 2.2
durante 90 minutos;j se lavaron con amortiguador de fosfatos
hasta eliminar el fijador. Posteriormente fueron deshidratados
con alcoholes graduales de 70 %, 80 %, 96 % y alcohol absolutoj
en los tres primeros se uvtilizaron dos cambias de 10 minutosi 2n
el dltimo se realizaron tres cambios de 15 minutos. Los
fragmentos de higado s& colocaron en Oxido de propileno, cbn =1
cual se realizaron tres cambios con duracidn de 15 minutos cada
uno. La preinclusidn se realizd con S0% de Axido de propileno vy
50% de Epan 812, durante 24 horas, a temperatura ambiente.
Finalmente se incluyd en Epon 812 y se polimerizaron &n una
estufa a &0°C durante 24 haoras.

Los cortes semifinos se tifferon con azul de toluidina para
determinar 1 volumen nuclear y nucleolar.

Los pardwmetros medidos fusron los siguientes ! para la
determinacian del volumen nuclear v nucleolar, se midieron =l

disdmetro mavor ~ didmetro menor .Las msdiciones se llevaron a
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cabo en uh microscopio Carl Zeiss equipado con un ocular
micrométrico, un objetivo de 100 X ¥ uh aumento intermedio de 2
X. Los resultados se expresaronh en micras clbicas.

Las mediciones obtenidas tanto del volumen nuclear como
nucleolar se procesaron estadisticamente utilizando programas
para computadora desarrollados en el laboratorio de Microscopla
Electrdnica de la Facultad de Ciencias de la U.N.A.M. por el Dr
G.H. Vazquez-Nin,

Los cortes ultrafinos utilizados para determinar la
variacidn del ndmero de grénulos pericromatinianos en cada uno
de los tratamientos se contrastaron durante S minutos con
acetato de uranila, 192 minutos con EDTA ¥ 3 minutos con citrato
de plomo tBernhard, 194%). Las micrografias fueron tomadas
con un microscopia electrénico M-~10 de la casa Carl Zeiss .

El andlisis cuantitativo se realizd determinando &l nimero de
arénulos pericromatinianos de cada tratamiento y obteniendo la

densidad numérica.
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VI, - RESULTADGS

En nlcleos de hepatocitos de ratones tratados con
aflatoxina Bl, los principales cambios observados en farma
cualitativa a nivel nuclear son; el aumento en la compactacidn
de la cromatina y la acumulacibdn de grdnulas pericromatinianos,
durante los primeros 30 minutos después de aplicada la inyeccidn
intraperitoneal de la droga ( Fig. a y b ).

Sin embargo, todos los ndclens tratados presentan
alteraciones similares pero menos dristicas. También se puede
observar en algunos nlcleos la segregacidn del nucléolo en sus
companentes granulares y fibrilares aungue esto no es general
(Fig. ¢ ) Asimismo, se observa la presencia de clUmulos de
granulos intercromatinianos y de fibras pericromatinianas.

El volumen nuclear y hucleolar de células testigo y
tratadas czon aflatoxina, con unag y daos nucleolos no presentan
diferencia significativas entre los distintas grupos ( P >
0.05 )} ( Fig. 3 y 4 ).

En cada uno de las grupos mencionados se determind la
densidad numérica de los grdnulos pericromatinianos y los
resultados obtenidos para analisis estadistico indicaron un
aumento significativo 2n los primeros 30 minutos de aplicada la

droga ( P < 0.05 ) ( Fig. 2 ).



FIG. A- NUCLEO INTERFASICO DE HEPATOCITOS DE RATON NORMAL. 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)‘ T

24,000 X -




FIG. C- SEGREGACION NUCLEOLAR EN HEPATOCITOS DE RATON TRATADOS CON

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

FIBRILARES (F) . 30,000 X .
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Fig.2.- Densidad num@rica de los granulos pericromatinianos en niicleos de hepatoci-
tos de ratdn 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( repre
sentado por las barras 8-11) se presentan en las abscisas. Se observa una variacién
de los grinulos 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 ratdn 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) v en hrs 6,24,48,72 (representado por las barras 8-11), el volumen

esta dado en micras civicas.
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Fif.4.- Volumen nucleolar de hepatocitos de ratdn 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. 6,24,48,72

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

Los resuitadQE del presente estudio demostraron que la
aflatoxina Bl produce alteraciones transitorias a nivel nuclear
en algunos hepatocitos, compactacidn gradual de la cromatina,
asi como aumerto en la densidad numérica de grdnulos
pericramatinianos asociados principalmente con la cramatina
perinucleoclar, Estas observaciones concuerdan con lo reportado
por Manneran en 19648 (Monneron, 1968), aunque =lla no utilizd
la técnica de contrastacidn regresiva ( EDTA ) para
ribonhucleoproteinas.

E£1 aumentn de los GPC en el presente estudio se debe a un
aumento real en la densidad numérica, aunque =1 aumento en =1
nlmero de =stas RNP no trae consigo aumento O disminucidn
significativa en el volumen nuclear,

En condiciones experimentales donde se hace uso de la accidn
dragas que afectan principalmente la sintesis del ARN
(cordicepina, bleomicina, etc. ), =1 ndmero de granulos
pericromatinianos aumenta . Dichos estudins han sugerido gus
2stos gridnulos son estructuras de almacenamiento, transporte
y/0 procesamiento intranuclear de ARN mensajero o premensajero
(Vadzgquez-Nin y col., 1979, 1983),

El aumento en la compactacién de la cromatina y =n el
namero de grinulos pericromatinianos se debe principalmente a la
inhibicidn de 1a transcripcidn del ARN, pues la aflatoxina
inhibe la actividad de la ARM polimerasa 11 ( Serin vy Gallo,

1980, .,
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VIII.~ CONCLUSIONES

La aflatoxina B! elulda con benceno acetonitrilo (98 : 2),
aplicada intraperitonealmente a ratones adultos, produce en
nicleos de hepatocitos a los 30 minutos de tratamiento:

-- Aumento en la densidad numérica de GPC
-- Compactacién gradual de la cromatina y
~- Segregacidn nucleolar
Por esto, la droga altera el procesamiento Vy/o el

transporte y/o el almacén de ARN tanto premensagero como

prerribosomal.
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