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I RESUMEN 

Actualmente algunas lfneas de investigación están enfocadas 

en demostrar claramente el papel que juegan las estructuras 

gr'-nulos 

de la 

r ibonucleoproteicas dentro del 

pericromatinianos <GPCl localizados 

nllcleo . 

en la periferia 

cromatina, se piensa, están relacionados con el procesamiento 

postranscripcional de los RNAs premensajeros. 

En este trabajo son analizados los efectos de la castración 

y la administración de testosterona en la din'-mica de los GPC. Se 

realizo en celulas del epitelio de la veslcula seminal de 

ratas normales o testigo, castradas y castradas con una posterior 

administración de testosterona, dejando actuar a la hormona 

durante los primeros 15, 30, 60 y 120 minutos, 

sacrificadas . 

antes de ser 

Se corroboro que efectivamente la castracion causa una 

atresia severa en la morfologfa y volumen tanto del núcleo como 

del nucleolo, y que al reponerles testosterona hay una cierta 

recuperacíOn que resulta no ser significativa en los tiempos 

estudiados. 

Para la localización de los GPC se utilizo la 

regresiva de contraste preferencial para ribonucleoprotefnas 

<RNPl propuesta por Bernhard en 1969 que optimiza el 
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contraste al microscopio electrónico. La volumetrfa del ndcleo 

y nucléolo se determinó por microscopia óptica y tinción de 

Smetana que resulta preferencial para RNA. 

En est e estudio los resultados muestran que, en estas 

células , la densidad numérica de los GPC disminuye drasti c amente 

con la castraci6n y la administración de testoste r ona no provoca 

una clara r e cuperaci6n en la cantidad de estas particulas . 

Los cambios en el volumen nuclear y nucleolar de los 

castrados con respecto a los normales y la frecuencia o densidad 

num~rica de GPC, en el presente estudio, pueden interpretarse, en 

cuanto que no hay un ef e cto postranscripcional de la testosterona 

en el procesamiento y I o transporte de mRNA haci a el citoplasma. 
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II INTRODUCCION 

En la actualidad se establece que las c~lulas son la unidad 

funcional compuesta por sustancias y elementos qulmicos, elementos 

que se encuentran presentes aun en la materia inorgánica . La 

funcibn celular es la de coordinar e interr•lacionar •v•ntos 

fisiolbgicos del organismo; de tal manera que tan important• •s 

conocer las diversas 

mecanismos y las 

equil ibrio. 

partes que conforman 

relaciones que los 

el organismo como los 

unen en un perfecto 

Los compuestos org~nicos presentes en la materia viva 

muestran una enorme variedad y la mayor parte de •llos son muy 

complejos . A~n el m~s sencillo de los organismos unicelulares 

contienen un gran numero de mollkulas org~nicas. Tal es el caso de 

Escherichiil. coli que contiene aproximadamente 5000 compuestos 

diferentes, entre los cuales unas 3000 difentes clases de 

proteinas y 1000 distintos tipos de ~cides nucleicos <44). 

Si se consideran organismos superiores en 

evolutiva los compuestos org~nicos de que est~n constituidos 

resultan ser m~s complejos, es el caso de los animales y 

las plantas superiores, sin embargo la inmensa v ari•d&d de 

estas moléculas puede reducirse a mol~culas sencillas que unidas 

entre si forman largas y complejas cadenas; como 

el almidón y la celulosa están constituidos por 

de glucosa; los diferentes tipos de protefnas 
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constituidos por solo 20 diferentes aminoacidos cuya ordenación 

determina la función y localización de ésta en las celulas. 

Analogamente los 1000 o mas acidos nucleicos de la c élula E. 

coli, estln constituidos a partir de un total de 8 moléculas 

diferentes, los nuclebtidos. Puesto que todas estas 

biomoléculas sencillas son idénticas en todas las especies 

conocidas, podemos deducir que todos los organismos vivos 

proceden de un antepasado cornún <44> . 
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III ANTECEDENTES HISTORICOS Y TEORIA CELULAR. 

El nombre de célula fu• utilizado por primera vez en el 

siglo XVII por Robert Hooke, denominando asf, a las celdilla• qu• 

observó en el corcho , casi dos siglos despues M. J. 

trabajando en tejidos vegetales y T. Schwann con tejidos animales 

fundamentaron las bases de la teorf a celular 

Todos los tejidos vegetales como animales est~n conformados 

por células y todas las células responden a los mismos principio• 

de organización, desde los animales mas complejos hasta los 

diminutos seres vivos en los que una sola c~lula comprende todo el 

organismo . Mas tarde se establece que la c•lula es la unidad 

funcional, es decir que todos los fenómenos vitales 

reducirse a funciones celulares. 

podlan 

La teorfa celular trajo como consecuencia la teor fa del 

medio interno, formulada por C. Bernard en 1854, en la cual se 

postula que todas las células del cuerpo est~n inclu idas en un 

medio interno que posee ciertas propiedades, son 

organismos que est~n incluidos en un medio ambiente propio 

diferente al medio externo en el que vive el organismo completo. 

Otra consecuencia de la teorfa celular fue la doctrina de la 

neurona <Santiago Rambn y Caja! en 1888>, en la que se propone 

que el sistema nervioso esta formado por c •lulas independientes y 

que el impulso nervioso salta de una neurona a otra. 
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Ya al principio de este siglo se establecen las leyes de 

disyunción de los caractéres que representan el fundamento que 

explica el mecanismo de la herencia, esto es en realidad un 

redescubrimiento de las leyes establecidas por Mendel en 

Hu90 de Vries en 1901, establece el concepto de mutación 

1B65. 

para 

explicar las variaciones obtenidas en sus cultivos vegetales , lo 

cual introducla una explicación del orfgen de la variabilidad 

dentro del esquema sumamente estable de la teorf a 

liquidaba también la hipótesis Lamarkiana de una 

Mendeliana; 

var i ab i 1 i dad 

adaptativa, estableciendo asf, el concepto de variaciones debidas 

al azar . 

La teorta cromosOmica se debe principalmente a los trabajos 

de T. H. Margan en 1910, anteriormente Flemming y Strasburger 

en 1B75 habfan visual izado los cromosomas, ocho años después Van 

Beneden enunció la ley de la constancia numéri ca de los 

cromosomas de acuerdo a cada especie, ademas de observar 

durante la meiosis. Margan en la reducción cromosOmica 

colaboración con Brid9es , Sturtevant y Muller, establece 

que los genes se encuentran ordenados en forma lineal en los 

cromosomas. Mas tarde Painter en 1933, confirma esta teorfa 

demostrando que en los cromosomas de Drosophila existen bandas 

muy visibles; este trabajo se completo con el estudio de Grif ith 

en 192B que establece la naturaleza quimica de los cromosomas. 

En 1952 Watson y Crick, haciendo una precisa recopilación de 

datos reportados anteriomente presentan el modelo de la molécula 
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de DNA, explicando su autoduplicación asl como el fenómeno de 

mutación como consecuencia de su organización estructural <44) . 

III 1 Componentes Estructurales del Nú cleo. 

- Envoltura Nuclear y Complejo del Poro. 

La membrana nuclear es una doble membrana de naturaleza 

lipoproteica que constituye la frontera entre el núcleo y el 

citoplasma. Constituye una prolongación del retlcu lo endoplAsmicoJ 

se presenta siempre con una cavidad aplanada o espacio 

perinuclear de aprox i madamente 200 angstrons de espesor, en 

donde una parte de la membrana que la limita, esta en contacto 

con el citoplasma y lleva asociados r i bosomas y la otra se 

encuentra en contacto con el nucleoplasma . Ambas membranas est~n 

interconectadas por la presencia de poros, 

perforaciones de alrededor de 700 A de di~metro (17) . 

que son 

Al borde de cada poro nuclear esta adherido un material que 

forma un cilindro orientado perpendicularmente a la envoltura que 

atravieza el poro y da salida a la vez al citoplasma y al 

nucleoplasma, este material es el denominado complejo del poro . 

Está constitu ido por 8 unidades cuy a disposición aún no es 

precisa, pero se cree que estan dispuestos en dos niveles a una y 

otra cara de la membrana nuclear, cada piso 

probablemente 4 subunidades, formando un a nillo . El 

externo del complejo del poro, es superior que el 

comparte 

di~metro 

di~metro 

inte r no; los intercambios entre nucleoplasma y citoplasma 
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realizan a traves de un canal de aproximadamente 
o 

100 A de 

di~metro . 

El ndmero de poros en la membrana nuclear es variable, como 

ejemplo, se han determinado, para los linfocitos humanos un total 

de 270 poros en la superficie total del núcleo, mientras que para 

el ovocito de anfibios al final del crecimiento un total de 

40 millones que ocupan un 25% de la superficie nuclear <171. 

- L~mina Densa. 

Es tambi~n constituyente de la envoltura nuclear y se 

encuentra a lo largo de esta, en la cara interna, adosada a la 

periferia del poro, su espesor y estructura varia segdn los 

diferentes tipos celulares y organismos. Aunque se ha 

establecido que su composición filamentosa esta constituida por 

l~minas, al parecer de citoqueratina y viroentina, el diámetro de 

tales filamentos va de 3 a 6 nm Cl8l. 

Se ha estudiado una posible conexión entre los filamentos que 

componen las tres láminas del ndcleo y los filamentos 

intermediarios dentro del citoplasma como constituyentes del 

citoesqueleto, ésto mediante, la utilización de anticuer·pos 

monoclonales que reconocen ambas estructuras tanto en la 

envoltura nuclear como dentro de el citoplasma <18, 201. 

Se piensa que la función de esta lámina debido a su 

nauraleza, es la de darle consistencia y soporte al núcleo. 
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-Matriz Nuclear o Carioesqueleto. 

Se ha observado al tratar al nucleo, con extracciones a 

diferentes concentraciones de sal y digesti6n con nucleasas . Se 

trata de una red filamentosa de naturaleza prot~ica que le 

proporciona cierta rigidez interna al núcleo. 

Dentro de esta matriz nuclear se han caracterizado 

principalmente proteínas no histónicas de naturaleza ~cida, 

carbohidratos y fosfollpidos, adem~s de DNA y RNA en poca 

cantidad 125) . Su constitución fibrosa presenta cierta 

continuidad con el citoesqueleto, dichas fibras se encuentran 

anastomosadas formando una red que se supone sirve de 

mec~nico a los componentes nucleolares, el di~metro de estas 

fibras se calcula entre 50 y 60 A <241 . Por su 

qufmica es suceptible a pepsinas y resistente a RNAsas. 

Un estudio reciente muestra que en cultivos de célula• 

a las cuales se aplicó diferentes tratamientos con 

extracción con detergentes, inhibidores de la slntesis de 

HeLa, 

RNAasa, 

RNA, 

etc., se presentan cambios morfológicos entre la estructura de 

la cromatina y los componentes de la matrlz nuclear, junto con 

una disminución del RNA dentro del núcleo. De esta manera se 

demuestra que esta red filamentosa adem~s de constar en su mayor 

parte de RNP, tambi~n esta en relación con la disposición de la 

cromatina dentro del núcleo 1401. 
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- Cromatina . 

Denominada asl por Flemming en 1879 debido a su fuerte 

afinidad por los colorantes básicos. La cromatina es un estado 

morfológico del DNA presente dentro del ndcleo interfAsico en 

todas las célu l as eucarionticas. En su totalidad la cromatina 

consta de DNA , RNA , proteinas histónicas y no histónicas, 

fosfoltpidos y cationes (28l . 

Durante la interfase se le encuentra en estado condensado en 

su mayorta, aunque en las Areas donde se localizan los complejos 

de transcripción , la cromatina aparece difusa. Por lo que se 

establece un cambio morfológico en la cromatina activa y la 

cromatina inactiva . 

El complejo DNA-histona, se denomina nucleosoma, esta es la 

unidad formada por un octAmero de histonas <H2 A>2, <H2 Bl2, <H3>2 

y <H4l2, que se encuentran en unión i6nica con la doble cadena de 

DNA que envuelve a estas protelnas. Estas estructuras asemejan a 

un collar de cuentas cuyo diAmetro es de 100 ~; entre los espacios 

de ~stas se localiza el DNA libre, donde se ha comprobado una 

mayor sensibilidad a la acción de nucleasas, procedimiento 

mediante el cual, se obtienen multiplos aproximados de 

200 pares de nucle6tidos C49l . 

Analisis de s e dimentacion han demostrado que el diAmetro de 

las fibras que componen esta cromatina es de 30 nm, que se 

encuentran arrolladas en forma helicoidal, con 12 nucleosomas por 

vuelta. Existe una fuerte interacción i6nica entre estas fibras 

por lo que se adopta su estructura molecular caracteristica (191 . 
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Es importante mencionar que las histonas no ejercen un 

influjo directo en la expresión de la información 9enetica, aunque 

si pueden favorecer los cambios necesarios en la estructura del 

cromosoma para una expresión genética selectiva; cuando los 9enes 

de los cromosomas adquieren un estado de actividad, 

formación se conoce alln poco, a pesar de ello, 

de c uya. 

acaba d e 

determinarse que la cromatina activa mant iene tod av fa hi s t on a s 

enlazadas, y alln 

nucleosOm i ca (40 1. 

cromatina act iva, 

mas se ccnse~v a la pe riodi c idad repetitiva 

Ac t ua !men t e s ~ apo y a la teorfa de que la 

contiene adem•s de histOnas, proteinas no 

histOnicas que de alguna manera modifican 

nuc l eosoma ( 40 l • 

la estructura del 

Se ha llegado a demost r ar que la cromatina no presenta una 

distribución al azar, por el contrario, durante la interfase se 

observa en disposición 

repetitivos, principalmente 

(30) . 

- Nucleólo. 

ordenada de 

en las •reas 

acuerdo a 

cercanas al 

patrones 

nucléolo 

Es el componente nuclear mas complejo y altamente ordenado 

en eucariontes, a pesar de no poseer un sistema de membranas que 

lo determinen como organelo. Se encuentra rodeado por una capa de 

cromatina, que bajo estas condiciones se denomina pericromat ina 

nucleolar, que oc asionalmente penetra en el nu cleolo en forma de 

delgadas fib r as de DNA. 

Las funciones del nucleÓlo estan bien definidas y 

secuencialmente son la sfntesis y pr ocesamiento de preRNA 
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ribosomal asf como el ensamblaje de partfculas prerribosómicas 

127>. En cuanto a su morfologfa, dentro del nucleólo se localizan 

los centros fibrilares, 

microscopio electrónico, 

protelnas de naturaleza 

que son regiones que aparecen c laras al 

unidas entre si, contienen DNA y 

no ribonucleoproteica, esta zona 

se ha definido claramente como aquella donde se localiza el 

organizador nucleolar INORI , que es una región de la cromatina 

que contiene agrupados los genes que transcriben a RNA ribosbmico 

1261 . 

Rodeando a los centros fibrilares, se encuentra la región 

fibrilar densa, rodeando a ésta a su vez, la región granular, 

ambas regiones estan constituidas principalmente por 

ribonucleoprotelnas, el limite entre la región fibr ilar y 

granular no est~ del todo bien definida. Es justamente en la zona 

de transición, entre el llmite del centro fibrilar y la región 

fibrilar densa donde por métodos inmunocitoqufmicos asl como por 

autorradiografta se ha detectado cierta actividad transcripcional, 

en esta pequeña zona se ha encontrado también DNA y RNA 153>. 

Ademas de que contiene RNA, DNA, protelnas histónicas y 

ribonucleoproteinas , el nucleOlo contiene proteinas no histbnicas 

de naturaleza ~cida tales como las denominadas, B23 y C23 o 

Nucleolina . En los centros fibrilares se ha localizado la 

Fibrilarina con un punto isoeléctrico de 8 lbas ical, de acuerdo 

con Busch y col. en el nucleblo exis ten mas de 400 proteinas 

diferentes . 

Cambios morfológicos a nivel molecular dentro del nuc l e61o, 
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son atribuibles a la acción de enfermedades autoinmunes y de tipo 

canceroso, de ahf la importancia de su estud io en las ultimas 

decadas. Actualmente se estudian desde los mecanismos que 

controlan su expresion genética, hasta l a i denti f icaci6n a nivel 

molecular de lesiones causadas por cancerl.ger1os (261. 

- Partículas Ribonucleoproteicas. 

Las ribonucleoprotelnas IRNPI se encuentran como componentes 

del nucleoplasma y pueden observarse perfectamente mediante un 

procedimiento de tinci6n regresiva, mediante el cual, la 

cromatina aparece blanqueada y el contraste de las particulas que 

contienen RNP, se resalta 1121. 

Monneron 

compuestas 

y Bernhard han descrito algunas estructuras 

por RNP; granulas intercromatinianos y 

pericromatinianos, fibras pericromatinicas y ciertas estructuras 

que por su organización les denominan c uerpos espiralados. Estas 

estructuras son caracterfsticas en nu cleos en interfase de 

c@lulas animales y vegetales; en ovocitos de anfibios se han 

observado granules de 300 a 400 A de origen nucleolar , ademas 

estructuras en forma de helices de 300 a 800 Á en los nucleos de 

amiba, que tambien han sido caracterizadas como RNP 123 1 . 

Se ha establecido una interrelación entre cromatina y RNP, 

asl como un posible mecanismo de transporte de las RNP a traves 

de la membrana nuclear hacia el citoplasma, esto puede observarse 

en el siguiente esquema 151. 
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Representación esq uernática de la localización de las RNP 

dentro del núcleo i nte r fiísico de cél ulas eucar iontas y posible dinámica 

de la relación RNP ·- RNA, !'egún E . Puvión (38) . 

(CC) cror•atina compacta; (CPN) croma t :í.na pe dnucleolar; ( GPC) gránulos 

perícror.wtinianos; (GJC) ?ránulas intercromatinianos ; (CE) cuerpos espi 

ralados: (Nu) nucleolo; (FP) fibras pericromatfoicas; (CD) c romat ina -

dispersa; (Cit) citop lasma : (R) übosomas . 
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Tambien se ha demostrado mediante un estu dio comparativo de 

evolución nuclear , que en la escala evolutiva desde Eugl~n• 

hasta mamfferos las estructuras antes descritas, 

por RNP se conservan, de lo c u al se postula 

funcional de estas partlculas es 

relacionado con los procesos 

primordial y está 

constituida• 

que el papel 

directamente 

de transporte, almac@n y 

procesamiento postranscrlpcional de los mRNA y r RNA <411 . 

Gránulos intercromatinianos lGIC>. 

Se han encontrado como componente permanente en todas las 

células animales, localizados en cumules interconectados con 

diminutas fibras cuyo diametro va de 200 a 250 Ai no se ha 

encontrado ninguna relación topogrlfica con respecto al ndcl e o o 

los poros de la membrana. Tambi~n se comprobó un a alta resi stencia 

a la acc i ón de RNAsas y su función aun no ha sido bien definida, 

aunque se ha establecido que participan en la maduración del RNA 

mensajero. 

Contienen pequeños ribonucleótidos dent r o del núcleo ricos en 

Uridina CUsnRNPl !15 y 161. 

Tambien se especula en base a su localizac ión y tamaño, asf 

como por s u naturaleza ribonucleoproteica,qu e los GIC pueden 

jugar un papel muy importante en la sfntesis y /o transporte de 

una de las fracciones que componen los ribosomas <15, 341¡ esto 

resulta ser poco probable ya que en estudios por 

inmunolocalizacibn, en núcleos polit~ni c os de glandulas salivales 
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de ChironoT11us thuT11T11i, se ha establecido la e•trecha relaci6n d• 

estas estructuras, con los nuevos sintetizados d• RNA prem•n•&j•ro 

<54) . 

Fibras pericromatinianas 

Fueron descritas inicialmente por Monneron y Bernha rd en 

1969, son también RNP cuyo di~metro va de 30 a 50 A, 
se encuentran mls o menos enrolladas entre ellas mismas , mediante 

autorradio9rafla se ha encontrado que precisamente al borde de la 

cromatina compacta donde se localizan estas fibras , hay 

rapida e intensa incorporación de uridina tritiada. 

sensibles a la acción de RNAsas. 

Son 

una 

muy 

Se ha observado que con la utilización de cortisona 

se estim~la la slntesis de RNA y la densidad nu~erica de fibras 

pericromatinianas 

slntesis de RNA 

aumenta; por el 

premensajero con 

contrario si se inhibe 

~-amanitina se observa 

la 

un 

decremento de estas fibras, en base a lo cual s• establece una 

relación entre los niveles de sfntesis de RNA inmaduro y la 

densidad num•rica de fibras pericromatinianas <211. 

Por tales evidencias, asl como por su localización se ha 

sugerido que estas FPC constituyen el sustrato morfológico 

se localiza el RNA heteronuclear reci@n sintetizado (22>. 
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Cuerpos Espiralados. 

Se encuentran en el ~rea de intercromatina, son esféricos y 

su diametro va de 0.3 a 0 . 5 nm .. Son RNP, que se observaron en 

primer lugar dentro de las células de mamlferos <5>. 

Su función y origen es no del todo clara hasta el momento, 

aunque recientemente Fakan y col. asocian estas estructuras, con 

el procesamiento de los recien sintetizados de RNA 

heteronuclear <HnRNA> participando asl también es la arquitectura 

del núcleo <42>. 

Gr~nulos Pericromatinianos 

Los granules pericromatinianos <GPCl fueron descritos por 

primera vez en 1962 por Swifth y Watson por separado <6, 

7) . Se observaron asociados a la cromatina periférica del 

núcleo, de donde toman su nombre. Se localizan como un componente 

permanente en células de diferentes organismos tales como 

insectos <S> y plantas <9,10) sin embargo no se han localizado 

en Euglen• <11> . En células animales se encuentran en una 

concentración variable . Su diámetro va de 300 a 500 ~ •• la 

tinción regresiva con EDTA <agente quelante que elimina grupos 

uranilo del DNA, destacando regiones ricas en RNAl, r esalta las 

RNP , de esta manera se puede distinguir un halo claro alrededor 
o 

de los GPC de aproximadamente 250 A. de espesor . Los GPC pueden 

encontrarse más comunmente en la periferia de los grumos de 
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cromatina y cerca de la membrana nuclear, 

zonas aisladas del Area 

zona del nucleolo <4>. 

de la intercromatina asi como en la 

En cuanto a su composicibn química se ha establecido que los 

GPC presentan resistencia a la digestibn enzimatica con DNAasa y 

RNAasa en combinacibn; sin embargo, hay un decremento en el 

número de granulas , cuando se les digiere con Pronasa y RNAasa, lo 

cual sugiere que los GPC , consisten de RNP y no de DNA <SI . 

Cuando se emplea la t~cnica prefencial antes mencionada 

<Bernhard 19691, se puede observar que los GPC están constituidos 

por microfibrillas de aprox imadamente 30 A. de diámetro, algunas 

de estas fibrillas emergen de la part\cula grano y 

continuarse a cortas distancias a traves de la cromatina o 

de intercromatina, en otros casos puden observarse 

grupos de GPC interconectados a traves de fibrillas <S>. 

pequef>os 

ha 

comprobado una relación lineal entre el estado morfo l 6gico de 

fibra a grano, puesto que al haber un aumento en la aparicibn de 

fibras la concentración de granos decrece, ademas conjuntamente a 

este fenbmeno, se presenta una disminución del volumen nuclear 

(7) 

Un estudio ultraestructural, compara los GPC de hepatocitos 

y ovocitos, con los grAnulos de Balbiani <GBl, de los cromo5omas 

gigantes de Chirono"us thu""'• se establece que ambos componente~ 

son similares en talla Caprx. 450 A> si~ndo los gránulos de 

Balbiani, algunas veces considerablemente pequeños , en lo que se 

refiere a sus propiedades citoqutmicas , ambos pre5entan un 
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contraste positivo a la tinci6n de EDTA, desapareciendo después 

con una digestión combinada de Pronasa - RNAsa, en ambos no se 

ha determinado la presencia de DNA . Mientras que los GB son 

detectados desde su sitio de formaci6n y seguidos a través del 

poro nuclear, los GPC están practicamente asociados a cromatina 

condensada, se sugiere que su función es la misma (47>. 

Se han logrado aislar los GPC determin~ndose su 

coeficiente de sedimentacion que es de 40S, también se ha 

establecido que están conformados por tres polipépt i dos muy 

similares entre si, cuyos pesos moleculares van desde 3 1 000 hasta 

36 000; el polipéptido mayor presenta una migración 

<poliacrilamida de SDS> muy similar a la del péptido 

en células Hela que corresponde a las partlculas 

heteronuclear <13, 48) . 

en gel 

encontrado 

de RNA 

En condiciones de estimulo para la slntesis de RNA mediante 

•l uso de cortisol, se observa que hay una acumulación de GPC, 

relativamente limitada, mientras que bajo condiciones que inhiben 

el procesamiento de RNA, ésto es , utilizando cicloheximida, se 

induce a un incremento principalmente extranucleolar de los GPC 

<14l . En estas mismas células <hepatocitos de ratal, la acción 

del Diclorobenzoimidazol <DBRl es análogo a la Adenosina, ambos 

inhiben parcialmente la slntesis de RNA heteronuclear dañando asl 

mismo el procesamiento de RNA ribosomal, paralelamente se denota 

una desaparición de fibras pericromatlnicas, ademas de una 

fragmentaci6n del nucléolo y una notable acumulación de GPC 

dentro de éste (4l. 
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Muchos estudios del papel funcional de los GPC, apoyan la 

teorla de que los GPC son formas de almacenami•nto y/o de 

transporte del RNA heteronuclear o RNA mensajero <4, 13, 22, 34, 

38, 43, 45, 47, 50) . 

Recientemente Vazquez Nin y colaboradores <54l , establecen •n 

un estudio inmunocitoqulmico y por medio de autorradiografla 

que en los ndcleos de las gl~ndulas salivales de larva de 

Chirono11u.s, no se detecta la presencia de snRNP , <pequeños 

maduros, en los gr~nulos de Balbiani ribonucleotídosl 

estructuras que anteriormente, se han mencionado como 

homólogas de los GPC. Se sugiere que el mRNA es directamente 

procesado, inc luyendo el proceso de eliminacibn de intrones, 

dentro de los sitios de transcripcibn y que estos GB contienen 

el RNA mensajero ya procesado <47, 54> . 

III 2 El Papel de las Hormonas Esteroides en la Transcripción. 

Desde principios de siglo se ha sugerido que las hormonas 

son una especie de mensajeros que coordinan la actividad y 

crecimiento de diferentes tejidos . Los esteroides, son también 

hormonas que aparecen 

moleculares importantes 

y 

en 

desaparecen mediante procesos 

el desarrollo y mantenimiento de la 

actividad celular especifica en la diferenciacibn del organismo. 

Las hormonas esteroides se sintetizan en diferentes células, 

las c•lulas corticosuprarenales, c~lulas del cuerpo amarillo del 
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ovario y en las células intersticiales del test{culo. la 

bios l ntesis se realiza en varias etapas, la primera ocurr• en • l 

retlculo endoplasmico liso, las otras en las membranas de las 

mitocondrias; en todos los casos la primera etapa es la formación 

de un precu rsor comun , la pregnenolona a partir del colesterol, 

en las siguientes etapas ésta se transforma en hormona esteroide 

<desoxicorticosterona, progesterona y testosterona> <3,17l. 

En cuanto a el transporte de las hormonas esteroides se sabe 

que son transportadas dentro del nucleo de las cé l ula blanco, 

donde interaccionan con la cromatina. De acuerdo a el modelo 

propuesto por Main Woring en 1977, en cuanto a los mecanismos de 

acción de andr69enos, la interacción del complejo protefna 

receptora - hormona , con su sitio aceptar en el nucleo, 

estimula una secuencia temporal de eventos bioqulmicos los 

cuales son los responsables de la manifestacibn de la respue•ta 

andrógena <321 . 

la vesfcula seminal es un 6rgano dependiente de 

cuya morfologla y funci6n es altamente sensitiva a los niveles de 

circulación de la testosterona !46). La castraci6n causa 

una involución y la inyecci6n de testosterona restaura el peso y 

la función de 

las primeras 

este órgano, 

24 hrs. 

los eventos que ocurren durante 

después de la estimulaci6n con 

testosterona consiste en un incremento en la transcripción de 

rRNA y mRNA, adem~s de slntesis de proteínas, la slntesis de 

DNA resulta ser mas sensible <361. 

Se han reali zado estudios en cuanto a los cambios 
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estructurales que ocurren en células dependientes de andr69enos; 

en el caso de veslcula seminal y pr6stata, se ha establecido q u e 

la castracion induce un decremento en el vol umen nuc lear y 

nucleolar. Dentro del nucléolo ocurre una se9regaci6n de sus 

componentes fibrilar y granular, observandose también un relativo 

incremento en fibras <32). Ademas decrece el vol umen vacuo lar, 

intranucleolar y el de los centros fibrilares, tanto como s u 

volumen absoluto. La administraci6n de testosterona revierte 

progresivamente estos efectos siendo detectados los primeros 

cambios despues de 1 hr de la inyecci6n de la hormona <32). 

En lo referente a la mitosis, los efectos citologicos de la 

veslcula seminal de ratas castradas son severos; antes de la 

administracion de testosterona no se observa divisiones 

celulares, las que aparecen 24 a 36 horas después de la 

estimulacion. La actividad mitOtica se presenta en un 75% después 

de las 60 hrs . de aplicado el tratamiento <331 . 

Se ha establecido que existe una heterogeneidad celular, 

-como respuesta a bajas dosis de t estosterona <0.025 - 0.1 mg . l en 

ves{cula seminal . Por medio de autorradio9rafla se pueden 

observar diferentes estad ios ¡ proli feración celular, células en 

tr~nsito, ésto es, en vlas de maduraci6n, algunas otras alcanzan 

a diferenciar se, un mayor porcentaje se observan en decaimiento 

formando cuerpos apop t Ot icos , antes de morir esto es, una 

compresion del ci top lasma celular y un apelotamiento entre estas 

células muy reducidas en tamaño <291. 

En cuanto a la slntesis de RNA y DNA en célul as de ves l cula 

- 22 -



seminal y prbstata de ratas castr·adas se ha observado que existe 

una estimulacibn de la slntesis, aproximadamente a los 2 dfas 

después de la inyecci6n contlnua de testosterona. En el caso de 

la slntesis de RNA se obtiene un valor maximo a los 6 dlas, 

después de este tiempo hay un decremento en la síntesis hasta 

alcanzar un valor normal tanto en el ndcleo como en el 

citoplasma. El DNA se sintetiza en una forma mas conservada, 

llegando a un valor de slntes is normal hasta los 6 dlas 

de la administracibn diaria de la hormona 1361 . 

después 

La slntesis in vitro de RNA en ndcleos aislados de pr6stata 

de ratas castradas e inyectadas con testosterona, muestran un 

incremento a las 2 hs después de la administración, se postula 

que este incremento en la slntesis es el resultado de un aumento 

en los 

refleja 

sitios de iniciación en la cromatina, lo mismo 

en una mayor estimulacibn en la actividad de 

pal imerasa II 1371 . 

que 

la 

se 

RNA 

Los efectos del estradiol sobre las RNP de células del 

epitelio endometrial, muestran que existe un decremento de los 

gránulos pericromatinianos dentro de l os primeros treinta minutos 

d@spués del tratamiento con esta hormona, esto es , e n ratas 

ovariectomizadas 21 dfas antes, presentándose una normalizaci6n 

en numero después de una hora; el conjunto de los experimentos 

demostrb que el estradiol incrementa el transporte de RNA 

sintetizado antes del tratamiento , hacia el citoplasma y que los 

GPC tienen una función muy i mportante en dicho 

143, ~01. 
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IV OBJETIVO 

Realizar un analisis cuantitativo intranuclear di! 

estructuras ribonucleoprote icas, en particular de los grlnulos 

pericromatinianos <GPCl de las celulas l!piteliales de Vl!slcula 

seminal de rata en condiciones normales <testigos>, castradas y 

castradas con administración posterior de testosterona; asi como 

el analizar morfométricamente cambios inducidos a nivl!l dl!l 

núcleo y nucléolo en estas células. 
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V MATERIAL Y METODO 

Se utiliz6 un lote de ratas machos de 3 meses de edad, 

<puberes de aproximadamente 100 gr . de pesol el cual se dividi6 en 

3 grupos: N, C y T. Los grupos se designaron de la siguiente 

manera: N fue el grupo normal o testigo, las 3 ratas de este 

grupo fueron sacrificadas intactas; el grupo e de 3 r atas 

las cuales fueron sacrificadas 30 dias después de la 

castración sin ninguna administraci6n de testosterona; el grupo 

T consisti6 de 12 ratas castradas y tratadas con la testosterona, 

a las cuales se les extrajo la vesfcula seminal a 

diferentes tiempos, despu~s de haberlas inyectado. 

La castraci6n fue vla escrotal, bajo condiciones de 

anestesia . Al grupo T, se le inyectó vla intraperitoneal mg de 

17B-hemisuccinato de Testosterona por 100 gramos de peso 

corporal! previamente se diluyó la testosterona en alcohol 

absoluto y agua bidestilada,de tal manera que la soluci ón final 

tuvo 1 mg de testosterona diluida en ml.,misma que le fué 

inyectada al animal. Se sacrificaron y se les extrajo el tejido, 

a los 15 1 30 1 60 y 120 min después de la iny eccion. 

Se procedi6 a fijar en glutaraldehido al 2.5% amortiguado en 

fosfatos, durante 90 min. 

Se deshidrató en alcoholes graduales de 70, 

alcohol absoluto durante 20 min cada u no . 
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La preinclusiOn se realizo en una mezcla de epon y oxido de 

propileno en proporción 1:1 a temperatura ambiente durante 24 

hs; posteriormente se incluyo en resina epOxica y finalmente 

~sta se polimeriz6 a 60°C durante 24 hs . 

Para realizar los estudios especificos de nucleo y nucleolo 

parte del tejido se incluyo en g l i co 1 metacrilato <G.MAI, 

según describe Leduc y Bernhard (351. La fijación del tejido 

se r ealizo bajo las condiciones antes mencionadas, 

posteriormente se enjuagó con amortiguador de fosfatos. 

La deshidratación se llevo a cabo en una solución de GHA a 

diferentes concentraciones; al 70% , 80% y 97% con dos cambios 

cada 20 min en las diferentes concentraciones. Se realizó una 

preinclusión del tejido , en una soluci6n de 7 ml de GHA al 97% 

a la cual se le agregaron 2 ml de butil metacr i 1 ato y100 mg 

de peróxido de benzoilo. El tejido se deja en dicha solución 

de inclusión no polimerizada durante 1 hr añadiendo GMA al 97% en 

proporción 1:1, se deja durante 24 hs en el prepolimero . 

La inclusi6n se realiza en c~psulas de gelatina y se 

polimeriza con luz ultravioleta. 

Una vez obtenidos los bloques y c~psulas de ambas 

<GMA y EPONI que contienen porciones de epitelio de 

resinas 

vesicula 

seminal, se procedib a la microtomia, para lo cual se utilizo un 

ultramicrotomo Sorvall MT II. 

MICROSCOPIA OPTICA. Para el estudio especifico de volumetr la 

se utilizo la resina de GMA , de la cual se obtuvieron cortes 

semifinos de aproximadamente 1 micra de grosor, el cual se 
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mantuvo constante . Se localiz6 

se 

el epitelio y obtuvieron 

tiñeron con 0 . 0 25% de azul portaobjetos por especimen, 

toluidina en solucibn con etanol al 10% a un pH de 5.5 

Smetana, tincibn que resulta ser preferencial para RNA <31l . 

4 

de 

Estos cortes se observaron al microscopio bptico a un aumento 

total fijo de 1600 X. 

Se utiliz6 un ocular graduado para las mediciones del núcleo 

y nucleblo de las células que fueron cortadas longitudinalemente. 

Se escogieron aquellas celulas que presentaban un 

con el fin de estandarizar los resultados, 

solo nucléolo, 

tomando las 

coordenadas del diámetro mayor y menor, tanto del núcleo como del 

nucleÓlo de 30 células por espécimen (90 cel . por caso) . 

Finalmente se realizó un análisis estadlstico de varianza con 

prueba de Tukey. 

MICROSCOPIA ELECTRONICAi Se utilizó la resina epóxica, 

obteniéndose cortes ultrafinos de 60 a 90 nm de espesor; estos 

cortes se colocaron en una rejilla de cobre cubierta con una 

delgada membrana de formvar en su cara superior, que a su vez 

sirve como soporte para que los delgados cortes se depositen 

extendidos. Estas rejillas se contrastaron según la técnica de 

Bernhard <121, que utiliza acetato de uranilo , EDTA y citrato de 

plomo. 

El acetato de uranilo al 5%, se preparó con 500 mg de 

acetato de uranilo disueltos en 10 ml de agua bidestilada. 
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El ácido etil-diamino tetrac~tico <EDTA> se pr•par6 en 

solución con 7.44 g . de EDTA y SO ml. d• agua bid•stil&d& & la 

cual se le añade solución fresca de NaOH, hasta alcanzar un pH de 

6.9, se aforo a 100 ml con agua bidestilada y se utilizo a 

temperatura ambiente. 

El citrato de plomo, consistió en una soluci6n de 30 mg de 

citrato de plomo, disueltos e n 10 ml . de agua bidestil&da, 

agregando NaOH 10 N hasta alcanzar un pH de 1 1 . 

Las r ejillas se depositaron flotando sobre una gota d• 

soluciOn acuosa de acetato de uranilo, EDTA y c itrato de plomo, 

durante s, 18 y 2 min respectivamente, •n cada cambio d• 

solucion se enjuagó por goteo con agua bidestiladal una v•z secas 

las rejillas se observaron al microscOpio electrOnico EM 10 Carl 

Zeiss a un aumento fijo de 8 aoox . 

Posteriormente se seleccionaron 10 n~cleos por cada 

<30 n~cleos por caso> y se fotografiaron. La densidad num•rica d• 

GPC por unidad de ~rea , fué calculada de acuerdo con el programa 

diseñado por •l Dr. VAzquez Nin, en una microcomputador& Franklin 

ACE 1200 con un sistema de procesamiento de imagen. El criterio 

para determinar los GPC fue el siguiente : la observaciOn de un 

halo bien visible alrededor del grano redondo con un tamaño 
o 

dentro del rango ya establecido <300 a 500 A de diametrol. Una 

vez identificados, se paso el cursor sobre el contorno nuclear de 

manera que se obtuvo el Area de corte del n~cleo y suministrando 
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el ndmero de GPC localizados anteriormente, el programa calculo 

la densidad numtrica de estos granos en el corte. 

Tomando en cuenta el volumen nuclear obtenido por la 

medición de los cortes observados en microscopfa Optica, se 

calculo el ndmero total de GPC por núcleo. 

Se realizaron estudios de estadist ica descriptiva en todos 

los grupos de datos y se calculó la significancia de sus 

diferencias mediante un analisis de varianza y prueba de Tukey . 

Es necesario aclarar que el analísis estad{stico se realizo 

en los 3 c a sos diferentes <3 ratas) de cada grupo experimental, de 

tal manera que VOL.Ni, VOL .N2 y VOL.N3 se refiere a el analisis 

cuantitativo del volumen nuclear comparativo de la rata numero 1, 

2 y 3 de cada grupo, segun sea denotado; as{ mismo VOL.Nu1 , 

VOL.Nu2 y VOL.Nu3 es el analisis del nucleolo por cada lote 

experimental. El analisis de varianza comparó las similitudes o 

diferencias ent re todos los grupos experimentales de la rata 1,, 2 

y 3. 

- 29 -



OJACRA!AA DE FLUJO DE LA M·:TOLOGIA 

TEJI OO 
(vesíc ula seminal) 

t 
FlJACION 

~do 2 . 5% amortiguado e/fosfatos) 

OESHIDRATACION 
( a lcohol e tílico 70 , 80 96 

y alcohol absoluto) 

i 
PREINCLUSION 

(6xi do de p ropileno y epon l : l) 

~ 
INCLUSION 

(ep6n) 

t 
PO!..IME RIZACION 

( incubaci6n a 60 ºC ) 

1 
ULTRAM1 CROTO~'IA 

(cor tes ultrafinos 60- 90 nm . ) 

t 
CONTRASTE 

(acetá to Ur . , EDTA, citrato P~) 

+ OBSERVACION 
(El-flO 8 800 X) 
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~ 
DES HlDRATAC lON 

(e/sol. de Gl".A al 70% 80% y 97%) 

t 
PRElNCl.US10N 

(sol . de Cl".A , butilmetacrilato 
peróxido de benzoílo) 

t 
I NCLUSION 

( Gl".A pre políme r o ) 

i 
POLH!ERlZACION 
( con luz U. V. ) 

t 
MlCROTOMlA 

(cortes semifros de l micra) 

T!NClON SMETANA 
{azul de toluidina) 

t 
OBSERVACION 

(M. óptico 1 600 X) 



VI RESULTADOS 

Una clara alteración morfológica se puede observar al 

microscopio óptico en las celulas epiteliales de vesfcu l a seminal 

de rata, bajo condiciones de castración, en comparaci6n con las 

células de ratas normales . Existe una reducción muy notoria en el 

volumen tanto del n~cleo como del nucléolo. As f también el 

citoplasma se c omprime, 

decrece <ver fig . 11 . 

por lo cual el tamaño de la célula 

En lo que a volumen nuclear se refiere, los valores medios de 

cada uno de los grupos experimentales aparecen en la tabla # 1. Se 

observa que el volumen del grupo testigo es aproximadamente 3 

veces mayor con respecto al grupo de castrados; los diferentes 

grupos tratados con testosterona presentan un promedio muy cercano 

al grupo de castrados sin administracion alguna de la hormona. En 

la gráfica tt 1 puede observarse que no existe una recuperaci6n 

significativa del volumen nuclear con la administraci6n de 

testosterona después de la castraci6n . 

En el nucléolo tambi~n existe una drástica reducci6n del 

volumen <gráfica tt 21 . El grupo testigo tiene un valor promedio de 

poco más de 3 veces el valor promedio del grupo castrado <tabla # 

21. 

Las grlficas 4 y 5 describen la variaci6n promedio del 

volumen nuc l ear y nucleolar respectivamente, desde el momento de 

la castraci6n . Se observa un pequeño aumento en el volumen nuclear 

<5 micras cubicas aprox . I después de 15 minutos, mientras que el 
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Fig ura U l : Micrografías .6pticas de cilulas 

epiteliales de vesícula seminal de rata. Cortes 

semifinos de aproximadamente una micra de gros or . 

Tin ci6n con azul de tolouidina. 

a) y b) vesícula seminal normal a S,120X y 

12 , 800X respectivamente . 

c) y d) vesícula seminal de rata castrada -

sin admin ist raci6n de hormona a S,120X y 12,SOOX 

respectivamente. 

Las cabezas de flecha señalan núcleos en -

todos los casos . Existe una dismínuci6n en el 

volumen nuclear en las cilulas de ani males castrados 
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Tabla U 1 y 2 

Volumen nuclear y nucleolar respe.ctivamente , 

se indica media, mediana y de s viación estandar, -

en micras cubicas, de todos los gr u pos experimen

tales; donde N es el grupo n o rmal o testigo , e e l 

g rupo castrado, Cl 5 , C30, C60 y Cl20 los grupos -

castrados con testosterona a esos tiempos en minu 

tos. 

VOL. Nl, VOL. N2 , VOL. N3, se refiere a las 

mediciones del volumen nuclear de los 3 casos ana 

lizados de cada uno de los grupo s experimentales , 

así mismo VOL . NUl , VOL. NU2, VOL. NU3, es la no

menclatura en las mediciones d e volumen del nu--

c1eo10 . 
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Tabla 1/ l 

VOLl''IEN NUCLEAR 

Vol. N l (n = 30) 1 

N e C15 C30 C60 Cl20 
Media 52 . 39 18 . 33 19 . 94 l 7. 5 7 15 . 63 21. 7 8 
Mediana 4 7 . 31 14 . 67 19. 6 15 . 93 14.67 18 . l 7 
D.Stan dar 28.56 11 . 46 9.0 8 . 0 7.62 12. 5 l 
Vol. N2 (n = 30) 

Media 61. 78 20 . 33 27 . 39 18 . 2 25 . 62 2 9. 41 
Mediana 35.47 l 7. 85 22.49 15 . 84 20 . 36 2 8 . 19 
o. S tan dar 17 . 57 10.68 13. 65 11.56 18 . 4 5 13. 4 7 
Vol. N3 (n = 30) 

Media 65 . 68 19. 3 2 7. 2 23.44 20 . 94 19 . 78 
l-4ediana 61. 3 7 16.84 2 3 . 9 5 19 . 34 1 7 . 7 8 16 . 9 3 
D. Standar 35 . 41 9 . 34 15. o 3 14. 8 10 . 48 13 . 32 

Tabla 11 2 
VOLUMEN NUCLEOLAR 

Vol. Nu l (n= 30) 1 

N e Cl5 C30 C60 Cl20 
1-4edia l. 7 7 0.56 0 . 78 0 . 61 o . 51 0 . 95 
Mediana l. 34 0.42 o. 38 0 . 49 0 . 36 0 . 6 
D. Standar 1.2 4 0 . 42 0.89 0.4 0 . 43 0 . 48 
Vol. N u2 ( n= 30 ) 

Medi a 2 . 7 8 0 . 57 (' . 7 7 0 . 63 o. 85 0 . 64 
Mediana 2 . 2 2 0 . 56 0 . 66 0 . 5 0.68 0 .47 
D. S tan dar 2 . 08 o. 2 8 C. 43 o. 59 0.58 0 . 48 
Vol. Nu 3 (n = 30) 

Media 2. 71 o. 7 3 0 . 85 l. 82 l. 14 0 .84 

/de diana l. 98 0 . 64 0 . 62 o. 5 0 . 5 0 . 61 
o. Standa r 2. o 0 . 46 0 . 8 0 .48 0 . 47 0 . 67 
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Gráfica 1 : Diagrama de barras que representa el volumen nuclear 
d e los diferentes gr up os estudiados , ClS, C30, CnO y Cl20 son los 
p rup os tratados con testosterona y tjem?o en minutos. 
Diferencias sipnificati vas solo entre el grupo normal con respe c t o 
a los demás . 
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grupos tratados con testost e rona y tiempo en minutos. 
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a los demás p rup o s experimentales. 
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Gráfica 4 · Representa la variación 
en el volurr.e n nuclear, a partir de 
la castración ; ClS, C30, C60 y Cl20 
son los ~rupos tratados con testos 
terona . 
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Gráfica 5 : Representa la var iacion 
en el volumen nucleolar a pa rtir de 
la castración; Cl5, C3 0 , C60 y Cl20 
son los v rupos tratados con t e stos
terona . 
Se or.serva cierto inc r emento en el 
l!rupo <:30. 
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nucléolo se incrementa levemente a los 30. Estos aumento• son 

ligeros y no se mantienen a lo largo de 2 horas de tratamiento. 

El análisis de varianza para estos parámetro•, describe a el 

grupo castrado y los grupos tratados con testosterona como muy 

similares; las diferencias significativas solo existen con 

respecto a el grupo control. 

Al realizar el contraste preferencial para RNP, propue•to 

por Bernhard <19691, se observan los núcleos contrastados! la 

cromatina periférica aparece grisada, la región del nucl•olo mas 

obscura; se observan también RNP. 

pericromatinianos <GPCl aparecen claramente 

periférica del nucléolo y la cromatina compacta, 

halo claro, que en algunos aparece bien 

distinguirse tambi•n algunos grupos 

Los gránulos 

en la region 

los rodea un 

definido . Pueden 

de gránulos 

intercromatinianos en c~mulos. Alrededor del núcleo se observa 

retfculo endopl~smico asociado a ribosomas <fig. 21 . 

Este fue en general el perfil de los núcleos control o 

testigo que se observaron al microscopio electronico. 

El valor medio de la densidad num•rica de GPC en los grupos 

control fue de casi el doble con respecto al determinado en los 

núcleos del grupo castrado < tabla* 31 . 

Los grupos tratados con testosterona no presentan un aumento 

significativo en la densidad de GPC con respecto al castrado, 

alcanzando el valor mas alto a los 30 min despu~s de la 

administracibn hormonal. Este dato e s discutido posteriormente. 
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La diferencia entre el g r u po de ratas normal • s con 

a los castrados resulto ser significativa • Tambien existe cierta 

diferencia entre el grupo testigo y todos los grupos tratados con 

la testosterona. 

En la grafica 3 se representa la densidad numérica de GPC por 

unidad de area, encontr~ndose diferencias significativas entre el 

grupo control y castrado ; control y C60 y entre los grupos de 

castrado y C30 <apéndice 2l . 

Es necesario aclarar que las graficas denotan variabilidad 

dentro de los grupos para los 3 casos analizados en cada uno de 

l os experimentos, por l o qu e las desviaciones estándar son 

relativamente grandes. Por ejemplo, en el grupo control los 

valores promedio para el volumen nuclear tienen un rango de 1.8 a 

2.8 micras cúbicas. 
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Figura # 2: Micrografía electrónica de 

un núcleo interfásico de célula epitelial de 

vesícula seminal de rata normal, contrastado 

según la técnica de Bernhard al EDTA (24 310X). 

Se observan los gránulos pericromatinia

nos (GPC) rodeados por un halo claro (flechas), 

alrededor de cúmulos blanqueados de cromatina 

compacta (CC) perinucleolar y en relación con 

el nucléolo (Nu) . Los g ránulo s i nter c rornat i

nianos (GIC) aparecen en cúm ulos . Envoltura 

nuclear (EN): retículo e ndop lásmico rugoso 

(RER): las cabezas de flecha señalan poros con 

material electrodenso atravesándolos. 
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Tabla 11 3 

DENSIDAD Nt.:~ERICA DE GPC 

n ~ 30 Grupos 
N e Cl5 C30 C60 Cl20 

Media l. 4 7 0.9 l. o l. 41 0 . 97 1.05 

Mediana l. o 1 0.43 0.6J 0.76 0.47 0 . 43 

D.Standar l. 2 4 0 .75 0.83 l. 2 7 0 .93 1.0 
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VI I DISCUSION 

Se ha establecido que la falta de andrbgenos debido a la 

castraciOn provoca ~na ser 1e de alteraciones, en las cuales se 

incluyen una disminución en el volumen nuclear y nucleolar, la 

inhibicibn de sintesis de laH protefnas, 

361. 

del DNA y RNA <32, 33, 

A nivel celular, despues de la castración se observa un 

decremento en el volumen de l núcleo , con la aplicación contfnua 

de testosterona, despu~s de 72 hs, hay una recuperación 

total asl como estimulación en la slntesis de proteinas <361. 

Una manifestación ultraestructural de la inhibición, po r 

ausencia de andrbgenos, en la sfntesis de RNA mensajero y RNA 

ribosomal, se reflejarfa en 1~1 núcleo y nucléolo respectivamente . 

En este estudio se analizaron las variaciones producidas por la 

inyeccibn de testosterona <1 dosis de 1 mg I 100 g de peso 

corporal>, durante las primeras 2 horas. Nuestros resultados 

muestran que hay u na disminución en el volumen del n~cleo y 

nucléolo, debido a la castración y que la estimulación con 

testosterona no restaura e l volumen normal registrado en las 

células de ratas testigo. En lo que se refier e al nucléolo la 

disminucibn en volumen resul t a ser mls severa en relación con el 

núcleo . Como ejemplo Gulbenk 1en <32> demuestra una recuperación en 

volumen nucleolar, después dE~ las 12 hs de inyección continua de 
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testosterona. Nosotros no observamos tal recuperacion en el 

volumen nucleolar, puesto que el modelo de estudio fue diferente. 

El enfoque directo de este estudio relaciona los efectos de 

la castración y la administracion de testosterona con la densidad 

num~rica de los 9ranos pericromatinianos, presentes en el núcleo 

en los diferentes 9rupos analizados. 

Como ya se sabe la transcripcion ocurre dentro del núcleo, 

en dos Areas topolo9icamente distintas, en el nucléolo <rRNAl y 

en el espacio extranucleolar <mRNA, tRNA, etc. l , cambios 

bioqufmicos dentro del núcleo, se van a refle j ar, en la slntesis 

y/o transporte del RNA . Apoyando la teorfa de que los 

pericromatinianos son estructuras de almacén y/o transporte de el 

RNA mensajero hacia el citoplasma <4, 5, 13, 14 1 15 1 161 22, 34 1 

43 1 45 1 47 1 48 1 50 1 51 1 52li un decremento en el ndmero de GPC 

después de la castracion puede ser indicio de una tasa de 

sfntesis muy baja, por lo cual no existe almacén de 9rAnulos 

sintestizados, o bien, que hay un transporte aumentado con 

respecto a la slntesis, o ambos mecanismos en una tasa muy baja. 

Al igual que en este modelo, se ha estudiado la acción de la 

testosterona en las células del epitelio de la próstata ventral 

de rata (521. Se ha comprobado que la castracibn induce una 

disminucion si9nif icativa en el volumen nucleolar con un 

en la densidad numérica de GPC. Al inyectar 

testosterona este numero decrece durante los primeros 60 min de 

el estimulo y después se mantiene . Si hacemos una analo9fa con 

este estudio, podremos decir que en veslcula seminal la 
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bioslntesis de las RNP es definitivamente diferente, 

que hay una reduccion significativa en tamaño nucleolar, 

puesto 

pero 

el numero de GPC decrece con la castracion. Por lo que se deduce 

que no existe un control del numero de GPC por restricci6n del 

transporte de mRNA hacia el citoplasma, y el equilibrio entre 

transcripci6n y transporte no cambia al inyectar testosterona . 

Por todo esto el numero de GPC en los nucleos de células 

epi te liales de la vesicula seminal varia proporcionalnente a la 

velocidad de la transcripcibn, como el volumen nuclear y 

nucleolar. 

Es interesante señalar que 30 min después de la 

administracibn de testosterona, la densidad numérica de GPC 

aumenta significatiavamente con respecto del grupo castrado. Este 

incremeanto puede deberse a un desbalance transitorio entre la 

transcripcibn y el transporte de mRNA que no persiste en los 

especlmenes tratados por una y dos horas. 

Los estudios de los efectos de estradiol en células 

epiteliales de endometrio de ratas ovariectomizadas , muestran que 

después de la operaci6n, existe un aumento en el numero de GPC, 

asumiendose que el mecanismo del transporte de RNA hacia el 

citoplasma, se hizo más lento que la transcripci6n. Entre 15 y 30 

min, después de inyectar estradiol , los GPC decrecen hasta una 

cuarta parte del valor registrado en los grupos castrados . Un a 

hora después del estimulo con estradiol hay un notabl e incremento 

alcanzando su nivel normal entre una y doce horas . El estradiol 
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estimula independientemente la síntesis de RNA y su transporte 

hacia el citoplasma !50). 

En c~lulas aisladas y cultivadas después de la ovariectomia, 

se describe un aumento en el numero de GPC y una reducci6n en el 

volumen del nucléolo en relación a cultivos celulares de epitelio 

de endometrio de rata normal. El numero de GPC disminuye entre 15 

y 30 min después de agregar estradiol al medio de cultivo y vuelve 

a aumentar posteriormente. La autorradiografla ultraestructural 

cuantitativa, muestra que el estradiol aumenta el transporte de 

RNA al citoplasma más rapidamente que lo que incrementa la 

transcripcibn, lo que confirma la existencia de un control 

postranscripcional de la expresibn génetica producido por la 

hormona a nivel del transporte <43l. 

La progesterona en el endometrio de ratas, también induce un 

pequeRo pero significativo aumento en el volumen del n~cleo a los 

30 min después de la inyección, incrementa la s!ntesis de RNP 

extranucleolares, mientras que la densidad numérica de GPC no 

cambia. Existe un equilibrio entre la transcripcibn 

transporte !45l. 

y el 

En vesícula seminal se sugiere que no existe un efecto 

postranscripcional de la testosterona sobre la salida de 

mensajeros hacia el citoplasma, puesto que no se evidencia aumento 

en el numero de GPC en animales castrados, sino que por el 

contrario, su frecuencia disminuye bastante . La falta de respuesta 

a la administración de la hormona, de todos los parámetros 
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estudiados, podrla deberse a una mayor sensibilidad de la veslcula 

seminal a dicha hormona o a una respuesta muy lenta . 

En este estudio la tecnica de autorradiografla 

ultraestructural nos habria a yudado a evaluar la transcripción y 

el transporte de mRNA, en c6l u las de an i males normales y castrados 

y de esta maner a se podrla comprobar prácticamente, los efectos de 

la testosterona en la regulación de los transcritos de RNA. 
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VIII CONCLUSIONES 

- La castración induce severos cambios; disminución en el volumen 

nuclear y nucleolar, observAndose una alteración adn mayor en el 

nucleolo de las células epiteliales de la vesícula seminal. 

-Existe una disminucibn en la densidad numérica de los 

debida a la castracibn . 

GPC, 

- La induccibn con testosterona en los tiempos determinados en 

este estudio, no restau ra el volumen perdido del nucleo y del 

nucleolo después de la castración, por lo que se supone que 

existe una inhibicibn en la síntesis de RNA. 

- La testosterona no produce aumentos progresivos del numero de 

GPC en los tiempos y concentraciones estudiados. 

Se sugiere que en este tejido no existe un control 

postranscripcional de la expresibn genética regulado por la 

hormona, a nivel del transporte de mensajeros hacia el citoplasma. 
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APENDICE 1 

La Microscopfa Electrónica como Tecnica de Estudio . 

Para estudios de Biolo9f a Molecular, asf como para otras 

áreas resulta de gran ayuda e l uso de la microscopfa 

electróni ca . Aunque esta surgiera inicialmente para la 

experimentación ffsica, el avance de técnicas histoquimicas de 

fijación e inclusión de las muestras , asf como de contraste y 

tinción, han permitido s u aplicación a materiales biológicos. En 

la actualidad este instrumento es indispensable en estudios 

morfológicos a nivel de organ ización celular; obteniéndose una 

descripción morfoló9ica detallada, se pueden analizar y 

correlacionar eventos fisiológicos muy estrechamente relacionados 

a la ultraestructura celular. 

El microscópio electrónico de transmisión es un instrumento 

muy parecido a el microscópio óptico en cuanto a su diseño, solo 

que éste utiliza un haz de electrones acelerados para 

una muestra por una de sus caras y producir una imágen 

irradiar 

detallada 

de ésta , formada por los electrones que emergen de la cara 

contraria (11, 

El microscópio electrónico consiste de una cámara de vacfo 

que es la columna electrón óptica por donde cursan Jos electrones 

que son acelerados por una diferencia de potencial entre cátodo y 

ánodo . El voltaje puede seleccionarse desde 40 000 hasta 100 000 

volts, algunos instrumentos están equipados con un solo voltaje 

de aceleración que puede ser hasta de 1 000 000 de volts, cuanto 
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mayor es el voltaje de aceleración, mayor será la 

velocidad de los electrones <2 >. 

La columna del microscOpio es uno de los componentes 

principales por encontrarse en ella el cañón electrónico , lentes 

condensadoras, la cámara del espécimen, el microscópio 

propiamente dicho y la pantalla fluorescente. El sis tema de 

iluminaci6n está formado por el cañón electr6nico y las lentes 

condensadoras y sirve para producir una emisión de electrones 

que pasar~ posteriormente por cada uno de los sistemas. El cañón 

electrónico está localizado en la parte superior de la columna y 

es el encargado de producir el haz electrónico con cierta 

velocidad y dirección, se encuentra formado por un filamento 

(cátodo o emisor>, ánodo y cilindro de Wehnelt . El filamento es 

un alambre de tungsteno en forma de •v• que tiene un diámetro 

de 0.1 a 0.2 mm. El flujo de electrones es producido por emisión 

termoiónica, el filamento es calentado a una alta temperatura 

para acelerar un número suficiente de electrones de la punta 

superficial del metal, los electrones que de esta forma son 

liberados hacia el espacio forman una nube alrededo r del 

filamento, los electrones salen de éste y vuelven a caer en él en 

cuanto pierden la energla adquirida por efecto joule <1,2). Este 

efecto se contraresta cuando se emplea un campo eléctrico entre 

el filamento y el ánodo. 
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Entre el anodo y el cilindro de Wehnelt se establece un 

campo electrostatico que sirve como lente; recoge la gran 

mayorfa de electrones desprendidos por el filamento los cana l iza 

y d irije . 

Los condensadores s uelen estar formados por una o dos lentes 

magn~ticas dispuestas una a continuación de otr a , su funci6n es 

la de concentrar el ray o electrOnico de tal manera que permita 

iluminar la preparaciOn en forma adecuada. 

La camara del obj e to est~ construida de materiales no 

magné ticos a fin de evitar l as distor siones del campo magnético , 

se localiza j usto debajo de l a lente condensadora, esta provista 

de esclusas que permiten introducir y sacar los especfmenes sin 

alterar mayormente el vaclo de la columna . Una platina a la que 

queda unido el objeto dentro de esta camara, puede ser movida 

mecanicamente por el operador, permitiéndole observar diver sas 

zonas de un espec f men hasta de tres millmet r os de diametro. 

En esto consiste básicamente un microscópio electrónico de 

transmision . 

En cuanto a las descripciones de la u ltraestructura celular 

realizadas por el microscOpio elctrOnico , se encuentran entre las 

primeras, las de K. Porter y col . describiendo al retfculo 

endoplasm i co en el año de 1945 . A partir de 1952 se publicaron 

numerosos trabajos entre ellos las detalladas descripciones, de 

la estructura interna de las mi tocondrias. Los r i bosornas l l evado 

al cabo por G. E. Palade ; la ultraestructura del Aparato de Gol9i 

por Fel i X y Dalton, seguida de estudios correlacionados 
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bioqufmica y estructu ralmente en el retlculo endoplasmico rugoso 

Siekev itz; la de c~lulas pancreaticas , en colaborac i ón con 

slntesis de protelnas destinadas a la secreción¡ la estructura 

del centriolo y microt~bulos; la envoltura nuclea r, por lo que se 

describieron las relaciones entre el n~cleo y el ci t oplasma; la 

organización de los cromosomas durante la profase meiótica 

gracias a J. R. Soteloi la estructura interna de los 

cloroplastos; la estructura mu ltilamelar de la mielina po r H. 

Fernandez Moran; estructu r·a y funcionarniento de la sinapsi s por 

E.D . P . De Robertis; la disposición de la a c tina y mi osina en el 

m~sculo, las bases macromoleculares de la contracc i ón y la 

estructura fina de las fibras de colagena; la ultrestru ctura de 

los hongos, protozoarios y bacterias . Desde que este i nst r umento 

se aplica a estudios biológicos, se emplea en 

humanas , en especial del c ancer <1>. 

enfermedades 

En los ahOS 60' , cuando las técnicas ya estaban establecidas 

los instrumentos comerciales y los gr u pos de y difundidas, 

i nvestigadores 

f und amentalmente 

se habf an multipl i cado, 

disminuyen 

los trabajos 

descriptivos y aparecen 

citoqulmica, la autorradiografla, la morfometrla y 

estereologla, como auxiliares de la microscopia electrónica (ll. 

la 

la 

Ahora su aplicaciones multidisciplinaria, la investigacion 

a ll evado a hallazgos importantes gracias a este instrumento que 

jun to con la Bioqulmica, Biologla Molecu lar y Fisicoqulmica son 

ta base para los mas importantes adelantos cient f ficos. 
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Apen di ce 2 

Procedimento general pa ra la pueha de Tukey. 

El procedimento gene ral fué el siguiente : 

1. - Obtener todas las posihles ~iferencias en valor a bso luto entre 

las medias (X) de los diferentes p.ruoos expe rimenta l es . 

Don de: X = media de p.rupo control o testip.o . 
l 

X = castrado 
2 

x
3

= con tes tos te ron a a los 15 ruin . 

" 
30 

60 
" 
" 

120 " 

2 . - Calcular la diferencia mín ima significa t iva real(DMSR), de acueE 

do a la sip.uiente fórmula : 

D!-ISF 

2-
Q-. 1 /varianza 

a ,n-av- 2 
e rror c-1. + _!_) 

n . n. 
l. J 

donde : Qol. es un val o r ohtenido de la tabla de los valores a , n-a 
críticos de Tukey; la varianza del e r ror es l a obtenida en el 

ANOVA , n . y n. es el número de observaciónes en cada uno de los 
l. J 

grupos experimentales . 

3 . - Se compararon las diferencias en va lo r ahsoluto, con respecto 

a DMSR, de acuerdo a la sip.u iente rep.la de decisión : sí la di

ferencia absoluta I xi- :Yj / resulta ser mayor QUe la DMSR obte

nida, entonces la diferencia de las medias (X) se considera -

si gnifica tiva . 

Prueba de Tukey para volumen nuclear : 

Vol. N l 

x1 - :x2 34 . 06 * x2 j( 3 l.() l x3 :x5 = 4. 31 

x1 x3 32.4 5 * x2 X4 o. 76 x3 x6 l. 84 

x1 x4 34 . 82 * x2 xs 2 . 7 x4 x5 l. 94 

x1 - xs 36. 76 * xz - xó 3 . 45 x4 - x6 4 . 2 J 

x1 - x.6 30. 6 l * )l 3 y4 2. 3 7 :x5 x.6 6 . 15 

Dife r encia e ntre las medias de este grupo en valor absoluto . 
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La DMSR sería calculada así. 

Dt-'SR 

DMSR=l0 . 75 

Los ( *} i ndican los casos en los o ue si se encuentran diferencias 

si gn ificativas, t odas los dema s t ie ne diferencias no sign ificativa s 

Diferencias en tr e las medias Vol. N2 

x1 x2 41.45 * x2 x3 7. 06 x3 x5 l. 7 7 

x1 - x3 34.39 * x2 - X4 2. 13 x3 x6 2 . 0 2 

>\ x4 43 . 58 * x2 xs 5 . 24 ¡¡4 x5 7 . 42 

xi - xs 36 . 16 * x2 - x6 9 . 08 x4 x6 15 . 79 

xi :X 6 32. 3 7 * x3 - x4 9 . 19 x 5 x6 3 . 79 

La DMSR se calcula así 

Dt-<SF 4.03 ¡/91\14(11 l l = 30+ 30 

D ~•S R 22 . 30 

Diferencias entre 1 as medias Vol . N3 

x1 - x2 46 . 38 * :X 2 - x3 = 7.9 )(3 - :X s 6 . 26 

x t x3 38 . 4P * y2 x4 4. 14 x3 x6 7 . 42 

x1 - x4 42.24 * x2 - xs l. 64 x4 - Ji 5 2 . 5 

x l - X5 4 4. 7 4 * )(2 - x6 o. 4 8 x4 x6 3 . 66 

x1 x6 4 5 .9 * xJ ii 4 3. 76 xs x6 l. l 6 

Dl-'S F 4 . 03 V-34 . 50463 l l 

(30 
+ 

10 > 2 

l'f'!SR 13 . 66 
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Diferencias entre las ·medias del g rup o Vo l . Nul 

xl X2 l . 21 * x2 - X3 0 .43 x3 - xs 0 . 27 

xl x3 o .9 9 * x2 x4 o.os x3 x6 o. 1 7 

x1 x4 l. 16 * x2 xs o.os x4 - xs o. l 

xl - XS l . 2 6 * x2 - x6 0.39 X4 - x6 o . 34 

x 1 - x6 0 . 82 * x 3 - x4 o. l 7 xs - x6 0 . 44 

DMSR 4 . 03 Vº·ª~8212 l 
( 30 + l 

10> 

DMSR 0 . 677f: 

Diferencias entre l as me di as del g rupo Vol.Nu2 

xl - x2 2 . 21 * x2 - x3 o. 2 x3 xs 0 . 08 

x1 x3 2.01 * x2 )(4 0.06 x3 x6 o. 13 

xl - x4 2 . l s * ji 2 xs 0.28 x4 xs 0 . 22 

x1 - xs = l. 9 3 * x2 - x6 0.07 X4 x6 0.0 1 

x1 - x6 2 . 14 * X 3 - X4 o. 14 xs x6 0 . 21 

4 . o3 v 0 . 92779 l l Dl"SR 2 <30 JO) 

DMSR 0 . 7087 

( * ) in di can di feren cías significat ivas con respecto a los <lemas 

g rupos, su ausenci a quiere decir i ¡> uldad. 

Diferencias entre las medias del ¡>rupo Vol.Nu3 

X¡ - x2 l. 98 x2 XJ <' . l 2 x3 xs 0 . 29 

x1 x3 l. 86 xz x4 l. 09 x3 x6 0.01 

x1 - X4 0.86 x2 xs 0 .41 x4 xs 0 . 68 

x1 xs l. s 7 x2 x6 o . 11 X4 x6 0.93 

x1 x6 l. 8 7 x3 x4 o. 9 7 xs x6 o. 3 

Ot-<S R = 2 . 26 

En este g rup o las medias de todo s los casos se consideran iguales . 
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Diferencias entre las medias de los g rup os de Densidad Numérica 

de GPC. 

x1 - x2 o. 5 7 * x2 - XJ o. l x3 - xs O. OJ 

x1 x3 0.43 ;¡ 2 x4 O. Si * ;¡ 3 - x6 0.04 

x 1 - x4 0.06 x2 - xs 0 . 07 x4 - xs 0.44 

x1 xs o.s * x2 x6 o. 14 x4 x6 0.37 

x 1 x6 0.43 ¡¡3 - x4 = o. 41 ¡;s x6 0.07 

l)t-<SR 4 . 03(0 . 426~032 1 
( 30 

1 
+ JO) 

nMSR 0 . 4802 

En este p. rupo solo algunas medias resultaron ser siFnificativamente 

diferentes (*) . 
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TABLA DE ANOVA, 

para Vol . N 1 

Fuente de Suma de 
V¡¡x:ianza Cuadrados !? •d e 1 . 
Tratamiento 29109 . 94 5 

Error 37171.91 174 

tota l 66281.85 1 7<l 

para Vol . N2 
Tratamien to 38027.63 5 7605 . 526 

919.1401 

1 

82 74 . 606 l(p 10 6 > 
Error 159930.4 
t o tal 197958 . l 

pa r a Vol . N 3 
Tra ta miento 48691 . 75 
Er r o r 60037 . Q9 
total 108 729. 7 

para Vol. Nul 
Fuente de Suma de 
V anz a Cuadrados 

.--'T'"'r'"'a'"'t'"'a"'m""i""· e""n- t -o--"3 3. i 5-3 Ü 
Error 147 . 5889 
total 180 . 8424 

para Vol . Nu2 
Tratamiento 110 . 627 
Error 161.4373 
to ta 1 272 . 0642 

para Vol. !O 
Tr atamiento 90.32052 
Error 1643.688 
total 1734 . 008 

1 74 
1 7° 

5 
1 74 
179 

g " de l . 
. 5 

1 74 
1 79 

5 
1 74 
l 79 

5 
1 74 
179 

9738 . 35 
34 5 . 0463 

28.22335 
1
(p 

- - ·- - ·1 

Varianza fe>. 
6-~5r1 7fi·..:;6'----"1"'fl,...:.~4~0~851 (p 

() . 848212 

22 . 1254 23.84715 (p 
0 . 92779 

1 
18 . (\f. 4 1 04 1.912258 
9.441\41' 

·~ ... -· ··--- ·--- --·-·---- ··--- --. - . -- -- -

rp 

Fuente de 
Varianza 

~ ~~~i-en to 
ror 
al 

Tabla de Anova para Densidad Numérica 

de t. p e por unidad de área . 

Suma de 
Cuaqrados 
8 . 88649 
7 4 . 14 19 1 
83 . ()284 

~· ~e 1 . Vari2n1a fo . 

__ d ! . ----~-:~~ ~ ~ ~ --~:n.o J < p 
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