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I RESUMEN

Actualmente algunas lineas de investigacidn estdn enfocadas
en demostrar claramente el papel que juegan las estructuras
ribonucleoproteicas dentro del ndcleo. Los grinulos
pericromatinianaos (GPC) localizados en la periferia de la
cromatina, se piensa, estldn relacionados con el procesamiento
postranscripcional de los RNAs premensajeros.

En este trabajo son analizados los efectos de la castracidn
y la administracidn de testosterona en la dindmica de los GPC. Se
realizd en células del epitelio de la vesicula seminal de
ratas normales o testigo, castradas y castradas con una posterior
administracidn de testosterona, dejandao actuar a la hormona
durante los primeros 15, 30, &0 vy 120 minutos, antes de ser
sacrificadas.

Se corrobord que efectivamente la castracidn causa una
atresia severa en la morfologia y volumen tanto del nicleo como
del nucledlo, vy que al reponerles testosterona hay una cierta
recuperacidn que resulta no ser significativa en los tiempos
estudiados.

Para 1la localizacidn de los GPC se utilizéd 1la técnica
regresiva de contraste preferencial para ribonucleoproteinas

(RNP) propuesta por Bernhard en 1949 que optimiza el



contraste al microscopio electrdnico. La volumetria del nlcleo
y nucléplo se determind por microscopia optica ¥y tincidn de
Smetana que resulta preferencial para RMA.

En este estudio los resultados muestran que, en estas
células, la densidad numérica de los GPC disminuye driasticamente
con la castracibn y la administracidn de testosterona no proveca
una clara recuperacibn en la cantidad de estas particulas.

Los cambios en el volumen nuclear ¥ nucleolar de los grupos
castrados con respecto a los normales y la frecuencia o densidad
numérica de GPC, en el presente estudio, pueden interpretarse, en
cuanto gque no hay un efecto postranscripcional de la testosterona

en el procesamiento y / o transporte de mRNA hacia el citoplasma.



II INTRODUCCION

En la actualidad se establece que las células son la wunidad
funcional compuesta por sustancias y elementos guimicos, elementos
gue se encuentran presentes aln en la materia inorgdnica. La
funcibn celular es la de coordinar e interrelacionar eventos
fisiolbdgicos del organismo;j de tal manera que tan importante es
conocer las diversas partes que conforman el organismo come los
mecanismos y las relaciones que los unen en un perfecto
equilibrio.

Los compuestos organicos presentes en la materia viva
muestran wuna enorme variedad Yy la mayor parte de ellos son muy
complejos. Adn el mas sencillo de los organismos unicelulares
contienen un gran nlmero de moléculas orginicas. Tal es el caso de
Escherichia colli que contiene aproximadamente S000 compuestos
diferentes, entre 1los cuales unas 3000 difentes clases de
proteinas y 1000 distintos tipos de acidos nucleicos (44).

Si se consideran organismos superiores en la escala
evolutiva los compuestos organicos de que estin constituidos
resultan ser mas complejos, es el caso de los animales b4
las plantas superiores, sin embargo la inmensa variedad de
estas moleéculas puede reducirse a moléculas sencillas que unidas
entre si{ forman largas y complejas cadenasi como ejemplo,
el almiddn vy la celulosa estdn constituidos por moléculas

de glucosai los diferentes tipos de proteinas estdn



constituidos por solo 20 diferentes aminoiAcidos cuya ordenacidn
determina la funcidn y localizacidn de ésta en las células.
Analogamente los 1000 o mas acidos nucleicos de la ceélula E.
coli, estdn constituidos a partir de un total de 8 moleéculas
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 comin (44).



ITI ANTECEDENTES HISTORICOS Y TEORIA CELULAR.

El nombre de ceéelula fueée utilizado por primera vez en el
sigla XVII por Robert Hooke, denominando asli, a las celdillas que
observd en el corcho, casi dos siglos despues M. J. Scheiden
trabajando en tejidos vegetales y T. Schwann con tejidos animales
fundamentaron las bases de la teoria celular

Todos los tejidos vegetales como animales estan conformados
por ceélulas y todas las ceélulas responden a los mismos principios
de organizacién, desde 1los animales mas complejos hasta los
diminutos seres vivos en los gue una sola célula comprende todo el
organismao. Mas tarde se establece que la célula es la unidad
funcional, es decir que todos los fendmenos vitales podian
reducirse a funciones celulares.

La teorlia celular trajo como consecuencia la teoria del
medio interno, +orﬁulada por C. Bernard en 1854, en la cual se
postula que todas las células del cuerpo esthn incluidas en un
medio interno gque posee ciertas propiedades, las células son
organismos que estan incluidos en un wmedio ambiente propio
diferente al medio externo en el gue vive el organismo completo.
Otra consecuencia de la teorfa celular fue la doctrina de la
neurona (Santiago Rambn y Cajal en 1888), en la que se propone
que el sistema nervioso esta formado por células independientes vy

que el impulso nervioso salta de una neurona a otra.



Ya al principio de este siglo se establecen las leyes de
disyuncidn de los caractéres gue representan el fundamento que
explica el mecanismo de la herencia, esto es en realidad un
redescubrimiento de las leyes establecidas por Mendel en 1865.
Hugo de Vries en 1901, establece el concepto de mutacidn para
explicar las variaciones obtenidas en sus cultivos vegetales, lo
cual introduclia wuna explicacién del origen de 1la variabilidad
dentro del esquema sumamente estable de la teoria Mendelianaj
liquidaba también la hipdtesis Lamarkiana de una variabilidad
adaptativa, estableciendo asi, el concepto de variaciones debidas
al azar.

La teoria cromosdmica se debe principalmente a los trabajos
de T. H. Morgan en 1910, anteriormente Flemming Yy Strasburger

en 1875 habifan visualizado los cromosomas, ocho afos después Van

Beneden enuncid la ley de 1la constancia numérica de los
cromosomas de acuerdo a cada especie, ademas de observar
la reduccidn cromosémica durante la meiosis. Morgan en
colaboracidn con Bridges, Sturtevant vy Muller, establece

que los genes se encuentran ordenados en forma lineal en los
cromosomas. Mas tarde Painter en 1933, confirma esta teoria
demostrando que en los cromosomas de Drosophila existen bandas
muy visiblesj este trabajo se completd con el estudio de Grifith
en 1928 que establece 1la naturaleza gquimica de los cromosomas.
En 1952 Watson y Crick, haciendo una precisa recopilacidn de

datos reportados anteriomente presentan el modelo de la molécula



de DNA, explicando su autoduplicacidn asl como el fendmeno de

mutacidn como consecuencia de su organizacitn estructural (44).

III 1 Componentes Estructurales del Nicleo.

- Envoltura Nuclear y Complejo del Poro.

La membrana nuclear es una doble membrana de naturaleza
lipoproteica que constituye la frontera entre el ndcleo Yy el
citoplasma. Constituye una prolongacidn del reticulo endopléasmicoj
se presenta siempre con una cavidad aplanada o espacio
perinuclear de aproximadamente 200 angstrons de espesor, en
donde una parte de la membrana gue la limita, estd en contacto
con el citoplasma y lleva asociados ribosomas y la otra se
encuentra en contacto con el nucleoplasma. Ambas membranas estan
interconectadas por la presencia de poros, que san
perforaciones de alrededor de 700 A de diametro (17),

Al borde de cada poro nuclear estd adherido un material que
forma un cilindro orientado perpendicularmente a la envoltura que
atravieza el poro y da salida a la vez al citoplasma vy al
nucleoplasma, este material es el denominado complejo del poro.
Estd constituido por 8 unidades cuya disposicidn adn no es
precisa, pero se cree que estin dispuestos en dos niveles a una Yy
otra cara de 1la membrana nuclear, cada piso comparte
probablemente 4 subunidades, <formando un anillo. El diametro
externo del complejo del poro, es superior que el diametro

internoj los intercambios entre nucleoplasma ¥y citaoplasma se



realizan a través de un canal de aproximadamente 100 3 de
diametro.

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 ndcleo, mieﬁtras que para
el ovocito de anfibios al final del crecimiento un total de

40 millones que ocupan un 25% de la superficie nuclear (17).

- Lamina Densa.

Es también constituyente de la envoltura nuclear vy se
encuentra a lo largo de ésta, en la cara interna, adosada a la
periferia del poro, su espesor y estructura varia segin los
diferentes tipos celulares vy organismos. Aungque se ha
establecido que su composicidn filamentosa esta constituida por
laminas, al parecer de citogueratina vy vimentina, el diametro de
tales filamentos va de 3 a &6 nm (18).

Se ha estudiado una posible conexidn entre los filamentos que
companen las tres laminas del ndcleo v los tilamentos
intermediarios dentro del citoplasma como constituyentes del
citoesgqueleto, é&sto mediante, la wutilizacidn de anticuerpos
monoclonales gque reconocen ambas estructuras tanto en la
envoltura nuclear como dentro de el citoplasma (18 , 20).

Se piensa que la funcién de esta 1lamina debido a su

nauraleza, es la de darle consistencia y soporte al nécleo.



-Matri{z Nuclear o Carioesqueleto.

Se ha observado al tratar al nlcleo, con extracciones a
diferentes concentraciones de sal y digestibn con nucleasas. Se
trata de una red +filamentosa de naturaleza protéica que le
proporciona cierta rigidez interna al nlcleo.

Dentro de esta matriz nuclear se han caracterizado
principalmente proteinas no histdnicas de naturaleza acida,
carbohidratos vy +fosfolipidos, ademas de DNA y RNA en poca
cantidad (25). Su constitucidn +fibrosa presenta cierta
continuidad con el citoesqueleto, dichas fibras se encuentran
anastomosadas formando una red gue se supone sirve de soporte
mecanico a los componentes nucleolares, el diametro de estas
fibras se calcula entre 50 y &0 A «(24). Por su naturaleza
guimica es suceptible a pepsinas vy resistente a RNAsas.

Un estudio reciente muestra gue en cultivos de células HelLa,
a las cuales se aplicd diferentes tratamientos con RNAasa,
extraccidn con detergentes, inhibidores de la sintesis de RNA,
etc., se presentan cambios morfoldgicos entre la estructura de
la cromatina y los componentes de la matrlz nuclear, junto con
una disminuciédn del RNA dentro del nicleo. De esta manera se
demuestra que esta red filamentosa ademas de constar en su mayor
parte de RNP, también estd en relacidn con la disposiciédn de la

cromatina dentro del nicleo (40).



- Cromatina.

Denominada as{ por Flemming en 1879 debido a su fuerte
afinidad por los colorantes bisicos. La cromatina es un estado
morfoldgico del DMA presente dentro del ndcleo interfiasico en
todas las células eucarionticas. En su totalidad la craomatina
consta de DNA, RNA, protelnas histdnicas y no histdnicas,
fosfolipidos ¥y cationes (28).

Durante la interfase se le encuentra en estado condensado en
su mayoria, aungque en las areas donde se localizan los complejos
de transcripcidn, la cromatina aparece difusa. Por lo que se
establece un cambio mworfoldgico en la cromatina activa vy la
cromatina inactiva.

El complejo DNA-histona, se denomina nucleosoma, esta es la
unidad formada por un octamero de histonas (HZ A)2, (HZ B)2, (H3)2
y (H4)2, que se encuentran en unidn idnica con la doble cadena de
DNA que envuelve a estas protelnas. Estas estructuras asemejan a

un collar de cuentas cuyo diametro es de 100 a; entre los espacios

de &stas se localiza el DNA libre, donde se ha comprobado una
mayor sensibilidad a 1la accidn de nucleasas, procedimiento
mediante el cual, se obtienen miltiplos aproximados de

200 pares de nucledbtidos (49).

Analisis de sedimentacifn han demostrado gue el di3metro 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 interaccidn idnica entre estas fibras

por lo que se adopta su estructura molecular caracteristica (19).



Es importante mencionar que las histonas no ejercen un
influjo directo en la expresidn de la informacidn genética, aungue
si pueden favorecer los cambios necesarios en la estructura del
cromosoma para una expresiédn genédtica selectivaj cuando los genes
de los cromosomas adquieren un estado de actividad, de cuya
formacién se caonoce aldn poco, a pesar de ello, acaba de
determinarse que la cromatina activa mantiene todavia histonas
enlazadas, y adn mi&s se ccnserva la periocdicidad repetitiva
nucleosdmica (40}, Actualmente s2 apoya la teoria de que la
cromatina activa, contiene ademds de histdnas, proteinas no
histédnicas que de algquna manera modifican la estructura del
nucleosoma(40).

Se ha llegado a demostrar gue la cromatina no presenta una
distribucidn al azar, por el contrario, durante la interfase se
observa en disposicidn ordenada de acuerdo a patrones
repetitivos, principalmente en las Areas cercanas al nucléolo
(30).

- Nucledlo.

Es el componente nuclear mds 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, gue bajo estas condiciones se denomina pericromatina
nucleolar, gue ocasiaonalmente penetra en el nucléolo en forma de
delgadas fibras de DNA.

Las funciones del nucledlo estidn bien definidas b

secuencialmente son la sintesis Yy procesamiento de preRNA



ribosomal asi{ como el ensamblaje de particulas prerribosdmicas
{27). En cuanto a su morfologlia, dentro del nucledlo se localizan
los centros fibrilares, que son regiones que aparecen claras al
microscopio electrtnico, unidas entre si, contienen DNA Y
protelnas de naturaleza noa ribonucleoproteica, esta Zona
se ha definido claramente como aquella donde se localiza el
organizador nucleolar (NOR), que es una regidn de la cromatina
gue contiene agrupados los genes que transcriben a RNA ribosémico
(26).

Rodeando a los centros fibrilares, se encuentra la regidn
fibrilar densa, rodeando a ésta a su vez, la regidn granular,
ambas regianes estan constituidas principalmente por
ribonucleoproteinas, el limite entre 1a regidn Ffibrilar Yy
granular no estid del todo bien definida. Es justamente en la zona
de transicidn, entre el limite del centro fibrilar y la regidn
fibrilar densa donde por meétodos inmunocitoquimicos asi como por
autorradiografia se ha detectado cierta actividad transcripcional,
en esta peguefa zona se ha encontrado también DNA y RNA (53).

Ademds de que contiene RNA, DNA, proteinas histdnicas y
ribonucleoproteinas, el nucledlo contiene proteinas no histbnicas

de naturaleza acida tales como las dencminadas, B23 vy (C23 o

Nucleolina. En 1los centros fibrilares se ha localizado la
Fibrilarina con un punto isoeléctrico de 8 (bdsica), de acuerdo
con Busch vy col. en el nucleblo existen mids de 400 proteinas

diferentes.

Cambios morfoldgicos a nivel molecular dentro del nucledlo,



son atribuibles a la accidn de enfermedades autoinmunes y de tipo
canceroso, de ahi la importancia de su estudio en las dltimas
décadas. Actualmente se estudian desde 1os mecanismos que
controlan su expresibn genética, hasta la identificacidn a nivel

molecular de lesiones causadas por cancerligenos (268).

- Particulas Ribonucleoproteicas.

Las ribonucleoprotelinas (RNP) se encuentran como componentes
del nucleoplasma vy pueden observarse perfectamente mediante un
procedimiento de tincidn regresiva, mediante el cual, la
cromatina aparece blangueada y el contraste de las particulas gue
contienen RNP, se resalta (12).

Monneron y Bernhard han descrito algunas estructuras
compuestas por RNP§ granulos intercromatinianos Y
pericromatinianos, fibras pericromatinicas y ciertas estructuras
que por su organizacidn les denominan cuerpos espiralados. Estas
estructuras son caracteristicas en ndcleos en interfase de
células animales vy vegetales; en ovocitos de anfibios se han
observado grinulos de 300 a 400 A de origen nucleolar, ademds
estructuras en forma de h&lices de 300 a 800 A en los nicleos de
amiba, que también han sido caracterizidas como RNP (23).

Se ha establecido una interrelacidn entre cromatina y RNP,
asl como un posible mecanismo de transporte de las RNP a través
de la membrana nuclear hacia el citoplasma, esto puede observarse

en ]l siguiente esquema (5).



Representacidn esquemitica de la localizacién de las RNP
dentro del nticleo interfdsico de células eucariontas y posible dindimica
de la relaci®n RNP - RNA, segiin E. Puvién (38).

(CC) croratina compacta; (CPN) cromatina perinucleolar; (GPC) grénulos
pericromatiniancs; (GIC) grdnulos intercromatinianos; (CE) cuerpos espi
ralades: (Nu) nucleolo; (FP) fibras pericromatinicas; (CD) cromatina -

dispersa; (Cit) citoplasma: (R) ribosomas.

- 14 -



También se ha demostrado mediante un estudio comparativo de
evolucidn nuclear , gue en la escala evolutiva desde Euglena
hasta mamiferos las estructuras antes descritas, constituidas
por RNP se conservan, de lo cual se postula que el papel
funcional de estas partlculas es primordial y estd directamente
relacionado con los procesos de transporte, almacen y

procesamiento postranscripcional de los mRMA ¥y rRNA (41).

Grdnulos intercromatinianos (GIC).

Se han encontrado como componente permanente en todas las
células animales, localizados en cdmulos interconectados con
diminutas fibras cuyo didmetro va de 200 a 250 5; no se ha
encontrado ninguna relacidn topogrifica con respecto al nicleo o
los poros de la membrana. También se comprobd una alta resistencia
a la acciédn de RNAsas y su funciédn aln no ha sido bien definida,
aungue se ha establecido gue participan en la maduracidn del RNA
mensajero.

Contienen pequefos ribonucledtidos dentro del ndcleo ricos en
Uridina (UsnRNP) (15 y 164).

También se especula en base a su localizacidn y tamafo, asi
como por su naturaleza ribonucleoproteica,que los GIC pueden
jugar un papel muy importante en la sintesis y/o transporte de
una de las fracciones gue componen los ribosomas (15, 34); esto
resulta ser poco probable ya que en estudios por

inmunolocalizacibdn, en nicleos politénicos de glandulas salivales

= AB



de Chironomus thummi, se ha establecido la estrecha relacidn de
estas estructuras, con los nuevos sintetizados de RNA premensajero

(54).

Fibras pericromatinianas

Fueron descritas inicialmente por Monneron y Bernhard en
1969, san también RNP cuyo diametro va de 30 a 50 8,
se encuentran mas o menos enrolladas entre ellas mismas, mediante
autorradiografla se ha encontrado que precisamente al borde de la
cromatina compacta donde se localizan estas +fibras, hay una
rdpida e intensa incorporacidn de wuridina tritiada. Son muy
sensibles a la acciédn de RMNAsas.

Se ha observado que con la utilizacidn de cortisona
se estimdila la sintesis de RNA y la densidad numérica de tibras
pericromatinianas aumentaj por el contrario si se inhibe la
sintesis de RNA premensajero con &-amanitina se observa un
decremento de estas fibras, en base a lo cual se establece una
relacidn entre los niveles de sintesis de RNA inmaduro vy la
densidad numérica de +fibras pericromatinianas (21).

Por tales evidencias, asl como por su localizacidn se ha
sugerido gue estas FPC constituyen el sustrato morfolégico donde

se localiza el RNA heteronuclear recién sintetizado (22).



Cuerpos Espiralados.

Se encuentran en el area de intercromatina, son esféricos vy
su didmetro va de 0.3 a 0.5 nm.. Son RNP, que se observaron en
primer lugar dentro de las células de mamiferos (5).

Su funcidn vy 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 arguitectura

del nlcleo (42).

Granulos Pericromatinianos

Los granulos pericromatinianos (GPC) fueron descritos por
primera wvez en 1942 por Swifth y Watson por separado (&,
7). Se observaron asociados a la cromatina periférica del
nicleo, de donde toman su nombre. Se localizan como un componente
permanente en cklulas de diferentes organismos tales como
insectos (8) vy plantas (9,10) sin embargo no se han localizado
en fuglena (11). En células animales se encuentran en una
concentracién variable. Su didmetro va de 300 a 500 A., la
tincibn regresiva con EDTA (agente quelante que elimina grupos
uranilo del DNA, destacando regiones ricas en RNA), resalta las
RNP, de esta manera se puede distinguir un halo claro alrededor
de los GPC de aproximadamente 250 E. de espesor. Los GPC pueden

encontrarse mds comunmente en la periferia de los grumos de



cromatina v cerca de la membrana nuclear, algunas veces en
zonas aisladas del area de la intercromatina asi como en la
zona del nucléolo (4).

En cuanto a su composicibn guimica se ha establecido que los
GPC presentan resistencia a la digestibn enzimdtica con DNAasa Y
RNAasa en combinacibn; sin embargo, hay un decremento en el
numero de granulos, cuando se les digiere con Pronasa y RNAasa, lo
cual sugiere gue los GPC, consisten de RNP ¥y no de DNA (5).

Cuando se emplea la técnica prefencial antgs mencionada
(Bernhard 194%9), se puede observar que los GPC estidn constituidos
por microfibrillas de aproximadamente 30 &. de didmetro, algunas
de estas +fibrillas emergen de la particula grano ¥y pueden
continuarse a cortas distancias a través de la cromatina o Areas
de intercromatina, en otros casos puden observarse pegquefos
grupos de GPC interconectados a través de fibrillas (5). Se ha
comprobada una relacibn lineal entre el estado morfoldgico de
fibra a grano, puesto gque al haber un aumento en la aparicibn de
fibras la concentracibdn de granos decrece, ademds conjuntamente a
este fenbmeno, se presenta una disminucidn del volumen nuclear
(7)

Un estudio ultraestructural, compara los GPC de hepatocitos
y aovocitos, con los granulos de Balbiani (GB), de los cromosomas
gigantes de Chironomus thummi, se establece que Ambos componentes
son similares en talla (aprx. 4350 31 siendo los granulos de
Balbiani, algunas veces considerablemente peguefos, en lo gue se

refiere a sus propiedades citogquimicas, ambos presentan un



contraste positivo a la tincibn de EDTA, desapareciendo después
can una digestidn combinada de Pronasa - RNAsa, en ambos no se
ha determinado la presencia de DNA. Mientras gue los GB son
detectados desde su sitio de formacibn y sequidos a través del
poro nuclear, los GPC estan practicamente asociados a cromatina
condensada, se sugiere gque su funcidn es la misma (47).

Se han logrado aislar los GPC determinandose su
coeficiente de sedimentacion que es de 40S, también se ha
establecido que estidn conformados por tres polipéptidos muy
similares entre si{, cuyos pesos moleculares van desde 31 000 hasta
36 000; el polipéptido mayor presenta una migracidn en gel
(poliacrilamida de SDS) muy similar a la del péptido encontrado
en células HelLa gque corresponde a las particulas de RNA
heteronuclear (13, 48).

En condiciones de estimulo para la sintesis de RNA mediante
el uso de cortisol, se observa que hay una acumulacitn de GPC,
relativamente limitada, mientras que bajo condiciones gue inhiben

el procesamiento de RNA, é&stp es, utilizando cicloheximida, se

induce a un incremento principalmente extranucleolar de los GPC
(14). En estas mismas células (hepatocitos de rata), la accidn
del Diclorobenzoimidazol (DBR) es andlogo a la Adenosina, ambos

inhiben parcialmente la sintesis de RNA heteronuclear dafando asi
mismo el procesamiento de RNA ribosomal, paralelamente se denota
una desaparicidn de +ibras pericromatinicas, ademds de una
fragmentacién del nucléolo ¥y una notable acumulacidn de  GPC

dentro de é&ste (4).



Muchos estudios del papel funcional de los GPC, apoyan la
teorla de que 1los GPC son formas de almacenamiento y/o de
transporte del RNA heteronuclear o RNA mensajero (4, 13, 22, 34,
38, 43, 45, 47, 50).

Recientemente VAzguez Nin y colaboradores (54),establecen en
un estudio inmunocitoquimico y por medio de autorradiografia

que en los nlicleos de las glandulas salivales de larva de

Chironomus, no se detecta la presencia de snRNP, (pequefros
ribonucleotidos) en los granulos de Balbiani maduros,
estructuras que anteriormente, se han mencionado comao
homdlogas de los GPC. Se sugiere que el mRNA es directamente

procesado, incluyendo el proceso de eliminacibn de intrones,
dentro de los sitios de transcripcibn y gque estos GB contienen

el RMA mensajero ya procesado (47, 54).

1I1 2 E1 Papel de las Hormonas Esteroides en la Transcripcidn.

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 esterpnides, son también
hormonas que aparecen y desaparecen mediante procesos
moleculdres importantes en el desarrollo y mantenimiento de la
actividad celular especifica en la diferenciacibn del organismo.

Las hormonas esteroides se sintetizan en diferentes células,

las células corticosuprarenales, células del cuerpo amarillo del
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ovario y en las células intersticiales del testiculo. La
biosintesis se realiza en varias etapas, la primera ocurre &n el
retlculo endopldsmico liso, las otras en las membranas de las
mitocondrias; en todos los casos la primera etapa es la formacibdn
de un precursor comin , la pregnenolona a partir del colesterol,
en las siguientes etapas ésta se transforma en hormona esteroide
(desoxicorticosterona, progesterona y testosterona) (3,17).

En cuanto a el transporte de las hormonas esteroides se sabe
gue son transportadas dentro del nlcleo de las célula blanco,
donde interaccionan con la cromatina. De acuerdo a el modelo

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

accibn de andrdgenos, la interaccidn del complejo proteina
receptora - hormona, can su sitio aceptor en el nlcleo,
estimula una secuencia temporal de eventos bioguimicos los

cuales son los responsables de la manifestacidn de la respuesta
andrbgena (32).

La vesicula seminal es un drgano dependiente de andrégenos,
cuya morfologla y funcidn es altamente sensitiva a los niveles de
circulacién de la testosterona (46). La castracidn causa
una involucidn vy la inyeccidn de testosterona restaura el peso ¥
la funcibn de este drgano, los eventos que ocurren durante
las primeras 24 hrs. después de la estimulacién con
testosterona consiste en un incremento en la transcripcidn de
rRNA vy mRNA, ademas de sintesis de proteinas, la sintesis de
DNA resulta ser mhs sensible (34).

Se han realizado estudinos en cuanto a los cambios
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estructurales gue ocurren en células deperndientes de andrdgenos;
en el caso de veslcula seminal y prdstata, se ha establecido que
la castracidn induce un decremento en el volumen nuclear y
nucleolar. Dentro del nucléolo ocurre una segregacidn de sus
componentes fibrilar y granular, observAndose también un relativo
incremento en fibras (32). Ademis decrece el volumen vacuolar,
intranucleolar y el de los centros fibrilares, tanto como su
volumen absoluto. La administracidn de testosterona revierte
progresivamente estos efectos siendo detectados los primeros
cambios después de | hr de la inyeccidn de la hormona (32).

En lo referente a la mitosis, los efectos citolbgicos de la
vesicula seminal de ratas castradas son severos; antes de la
administracidn de testosterona no se observa divisiones
celulares, las que aparecen 24 a 3& horas después de la
estimulacibn., La actividad mitdtica se presenta en un 75% después
de las 60 hrs. de aplicado el tratamiento (33).

Se ha establecido gue existe una heterogeneidad celular,
como respuesta a bajas dosis de testnsternn; (0.025 - 0.1 mg.) en
vesécu]a seminal. Por medio de autorradicgrafla se pueden
observar diferentes estadiosj proliferacién celular, células en
transito, ésto es, en vias de maduracidn, algunas otras alcanzan
a diferenciarse, un mayor porcentaje se observan en decaimienta
formando cuerpos apoptdticos, antes de morir esto es, una
compresibn del citoplasma celular y un apelotamiento entre estas
células muy reducidas en tamaRo (29).

En cuanto a la sintesis de RNA y DNA en células de vesicula
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seminal vy prbstata de ratas castradas se ha observado que existe
una estimulacidn de la sintesis, aproximadamente a los 2 dias
después de la inyeccidn contlnua de testosterona. En el caso de
la slntesis de RNA se obtiene un valor maximo a los & dlas,
despubés de este tiempo hay un decremento en la sintesis hasta
alcanzar un valor normal tanto en el ndcleo como en el
citoplasma. E1 DNA se sintetiza en una forma mis conservada,
llegando a un valor de slintesis normal hasta los 6 dlas después
de la administracibn diaria de la hormona (36).

La slntesis i/n viéro de RNA en niclepos aislados de préstata
de ratas castradas e inyectadas con testosterona, muestran un
incremento a las 2 hs despuds de 1la administracidn, se postula
que este incremento en la sintesis es el resultado de un aumento
en los sitios de iniciacidn en la cromatina, 1lo mismo que se
refleja en una mayor estimulacibn en la actividad de la RNA
polimerasa II (37).

Los efectos del estradiol sobre las RNP de células del
epitelio endometrial, muestran que existe un decremento de los
granulos pericromatinianos dentro de los primeros treinta minutos
después del tratamiento con esta hormona, esto es, en ratas
ovariectomizadas 21 dias antes, presentandose una narmalizacidn
en nimero despuéds de una horaj el conjunto de los experimentos
demostrd que el estradiol incrementa el transporte de RNA
sintetizado antes del tratamiento, hacia el citoplasma v gue los
GPC tienen una funcidn muy importante en dicho transporte

(43, 50).



IV OBJETIVO

Realizar un analisis cuantitativo intranuclear de
estructuras ribonucleoproteicas, en particular de los grianulos
pericromatinianos (GPC) de las células epiteliales de vesicula
seminal de rata en condiciones normales (testigos), castradas b
castradas con administracidn posterior de testosteronaj as{ como
el analizar morfométricamente cambios inducidos a nivel del

nicleo ¥ nucléolo en estas células.



Vv MATERIAL Y METODO

Se wutilizd un lote de ratas machos de 3 meses de edad,
(plberes de aproximadamente 100 gr. de peso) el cual se dividid 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 intactasj el grupo C de 3 ratas
castradas, las cuales fueron sacrificadas 30 dias después de la
castracidn sin ninguna administracién de testosteronaj el grupo
T consistid de 12 ratas castradas y tratadas con la testosterona,
a las cuales se les extrajo la vesicula seminal a
diferentes tiempos, después de haberlas inyectado.

La castracibn fue via escrotal, bajo condiciones de
anestesia. Al grupo T, se le inyectd via intraperitoneal 1 mg de
17B-hemisuccinato de Testosterona por 100 gramos de peso
corporal}y previamente se diluyd 1la testosterona en alcohol
absoluto y agua bidestilada,de tal manera que la solucién +final
tuvo 1| mg de testosterona diluida en 1 ml.,misma que le fue
inyectada al animal. Se sacrificaron vy se les extrajo el tejido,
a los 15, 30, &0 y 120 min después de la inyeccidn.

Se procedid a fijar en glutaraldehldo al 2.5% amortiguado en
fosfatos, durante %0 min.

Se deshidratd en alcoholes graduales de 70, 80 , 96% ¥

alcohol absoluto durante 20 min cada uno.
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La preinclusidn se realizd en una mezcla de epon y bxido de
propileno en proporcion 1:1 a temperatura ambiente durante 24
hs; posteriormente se incluyd en resina epoxica vy finalmente
ésta se polimerizd a 60°C durante 24 hs.

Para realizar los estudios especlficos de nicleo vy nucledlo
parte del tejido se incluyéd en glicol metacrilato (GMA),
segin describe Leduc vy Bernhard (35). La +fijacidn del tejido
se realizd bajo las condiciones antes mencionadas,
posteriormente se enjuagd con amortiguador de fosfatos.

La deshidratacidn se llevd a cabo en una solucidn de GMA a
diferentes concentraciones; al 70%, B8B0% y 97% con dos cambios
cada 20 min en las diferentes concentraciones. Se realizd wuna
preinclusidn del tejido, en una solucidn de 7 ml de GMA al &7%
a la cual se le agregaron 2 ml de butil metacrilato 100 mg
de perdxido de benzoilo. El tejido se deja en dicha solucidn
de inclusiédn no polimerizada durante 1| hr aRradiendo GMA al ?7% en
proporcion 1:1, se deja durante 24 hs en el prepolimero.

La inclusidn se realiza en cipsulas de gelatina vy se
polimeriza con luz ultravioleta.

Una wvez obtenidos los blogues y capsulas de ambas resinas
(GMA y EPON) que contienen porciones de epitelio de veslcula
seminal, se procedid a la microtomia, para lo cual se utilizd wun
ultramicrotomo Sorvall MT II.

MICROSCOPIA OPTICA. Para el estudio especifico de volumetria
se utilizd la resina de GMA, de la cual se obtuvieron cortes

semifinos de aproximadamente | micra de grosor, el cual se



mantuvo constante. Se localizd el epitelio y obtuvieron 4q
portaobjetos por espécimen, se tiferon con 0.025% de azul de
toluidina en solucibn con etanol al 10% a un pH de 5.5 segin
Smetana, tincidn gue resulta ser preferencial para RNA (31).

Estos cortes se observaron al microscépio dptico a un aumento
total fijo de 1600 X.

Se utilizd un ocular graduado para las mediciones del ndcleo
y nuclebdlo de las células gque fueron cortadas longitudinalemente.
Se escogieron aguellas células gque presentaban un solo nuclépolo,
con el fin de estandarizar los resultados, tomando las
coordenadas del didmetro mayor y menor, tanto del nicleo como del
nuclebdlo de 30 células por espécimen (90 cel. por caso).
Finalmente se realizd un andlisis estadistico de varianza con
prueba de Tukey.

MICROSCOPIA ELECTRONICA; Se wutilizd la resina epdxica,
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 sSu cara superior, que a su vez
sirve como soporte para que los delgados cortes se depositen
extendidos., Estas rejillas se contrastaron segin la técnica de
Bernhard (12), que utiliza acetato de uranilo, EDTA y citrato de
plomo.

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

acetato de wuranilo disueltos en 10 ml de agua bidestilada.



El A4cido etil-diamino tetracético (EDTA) se prepard en
solucién con 7.44 g. de EDTA y S0 ml. de agua bidestilada a la
cual se le afade solucidn fresca de NaOH, hasta alcanzar un pH de
4.9, se aford a 100 ml con agqua bidestilada vy se utilizd a
temperatura ambiente.

El citrato de plomo, consistid en una solucidn de 30 mg de
citrato de plomo, disueltos en 10 ml. de agua bidestilada,
agregando NaOH 10 N hasta alcanzar un pH de 11.

Las rejillas se depositaron flotando sobre una gota de
solucidn acuosa de acetato de uranilo, EDTA vy citrato de plomo,
durante 3, 18 ¥y 2 min respectivamente, en cada cambio de
solucibn se enjuagd por goteo con agua bidestiladaj una vez secas
las rejillas se aobservaron al microscépio electrénico EM 10 Carl
Zeiss a un aumento fijo de 8 S00X.

Posteriormente se seleccionaron 10 ndcleos por cada bloque
(30 nicleos por caso) y se fotografiaron. La densidad numérica de
GPC por unidad de area, fue calculada de acuerdo con el programa
disefado por el Dr. Vazquez Nin, en una microcomputadora Franklin
ACE 1200 con un sistema de procesamiento de imagen. El1 criterio
para determinar los GPC fue el siguiente: la observacion de un
halo bien visible alrededor del grano redondo con un tamaro
dentro del rango ya establecido (300 a 500 3 de didmetro). Una
vez identificados, se pasd el cursor sobre el contorno nuclear de

manera gue se obtuvd el 3rea de corte del nicleo y suministrando



el nJdmero de GPC localizados anteriormente, el programa calculd
la densidad numérica de estos granos en el corte.

Tomando en cuenta el volumen nuclear obtenido por la
medicidn de lps cortes observados en microscopia dptica, se
calculd el nimero total de GPC por nidcleo.

Se realizaron estudios de estadistica descriptiva en todos
los grupos de datos Yy se calculd 1la significancia de sus
diferencias mediante un analisis de varianza y prueba de Tukey.

Es necesario aclarar que el andlisis estadistico se realizd
en los 3 casos diferentes (3 ratas) de cada grupo experimental, de
tal manera que VOL.N1, WVOL.N2 y VOL.N3 se refiere a el andlisis
cuantitativo del volumen nuclear comparativo de la rata ndmero 1,
2y 3 de cada grupo, segin sea denotadoj asl mismo VOL.Nul,
VOL.NuZ ¥ VOL.Nu3 es el anlilisis del nucléolo por cada lote
experimental. El analisis de varianza compard las similitudes o
diferencias entre todos los grupos experimentales de la rata L, 2

y 3.



DIAGRAMA DE FLUJO DE LA METOLOGIA

(vesicula seminal)

TEJIDO

FIJACION

(glutaraldehido 2.5% amortiguado c/fosfatos)

DESHIDRATACION
(alcohol etflico 70, 80 96
y alcohol absoluto)

PREINCLUSION
(6xido de propilenmo y epon 1:1)

INCLUSION
(epén)

POLIMERIZACION
(incubacién a 60°C )

ULTRAMICROTOMIA
(cortes ultrafinos 60-90 nm.)

CONTRASTE
(acetdto Ur., EDTA, citrato PB)

OBSERVACION
(EMIO 8 800 X)

DESHIDRATACION
(c/sol. de GMA al 70% 80% y 97%)

PREINCLUSION
(sol. de GMA, butilmetacrilato
perdxido de benzoilo)

INCLUSION
{GMA prepolfmero)

POLIMERIZACION
(con luz U.V.)

MICROTOMIA
{cortes semifinos de 1 micra)

TINCION SMETANA
(azll de toluidina)

OBSERVACION
(M. dptico 1 600 X)



V1 RESULTADOS

Una clara alteracitn morfolégica se puede observar al
microscopio dptico en las células epiteliales de vesicula seminal
de rata, bajo condiciones de castracidn, en comparacidn con las
celulas de ratas normales. Existe una reduccidn muy notoria en el
volumen tanto del ndcleo como del nucléolo. Asi también el
citoplasma se comprime, por lo cual el tama”fo de la célula
decrece (ver fig. 1).

En lo gque a volumen nuclear se refiere, los valores medios de
cada uno de los grupos experimentales aparecen en la tabla # L. Se
observa que el volumen del grupo testigo es aproximadamente 3
veces mayor con respecto al grupo de castradosi los diferentes
grupos tratados con testosterona presentan un promedio muy cercano
al grupo de castrados sin administracibn alguna de la hormona. En
la grafica # 1 puede observarse gque no existe una recuperacidn
significativa del wvolumen nuclear con la administracibn de
testosterona después de la castracidn.

En el nucléolo también existe wuna drdstica reduccidn del
volumen (grafica # 2). El grupo testigo tiene un valor promedio de
poco mis de 3 veces el valor promedio del grupo castrado (tabla #
2).

Las gradficas 4 vy 5 describen 1la variacidn promedio del
volumen nuclear y nucleclar respectivamente, desde el momento de
la castracidn. Se observa un peguefo aumento en el volumen nuclear

(5 micras cubicas aprox.) después de 15 minutos, mientras gue el
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Figura # 1 : Micrografias dpticas de células
epiteliales de vesicula seminal de rata. Cortes
semifinos de aproximadamente una micra de grosor.
Tincién con azul de tolouidina.

a) y b) vesicula seminal normal a 5,120X y
12,800X respectivamente.

¢) v d) vesicula seminal de rata castrada -
sin administracidén de hormona a 5,120X v 12,800X
respectivamente.

Las cabezas de flecha senalan niicleos en -
todos los casos. Existe una disminucidén en el

volumen nuclear en las c¢&lulas de animales castrados






Tabla # 1 y 2

Volumen nuclear y nucleolar respectivamente,
se indica media, mediana y desviacidn estandar, -
en micras cubicas, de todos los grupos experimen-
tales; donde N es el grupo normal o testigo, C el
grupo castrado, Cl15, C30, C60 y Cl120 los grupos -
castrados con testosterona a esos tiempos en minu

tos.

VOL. N1, VOL. N2, VOL. N3, se refiere a las
mediciones del volumen nuclear de los 3 casos ana
lizados de cada uno de los grupos experimentales,
asi mismo VOL. NU1l, VOL. NU2, VOL. NU3, es la no-
menclatura en las mediciones de volumen del nu---
cléolo.



Tabla # 1

VOLIMEN NUCLEAR

Vol. N1 (n = 30)i
N C cl5 c30 c60 €120
Media 52.39 18.33 19.94 17.57 15.63 2L Ts
Mediana 47.31 14.67 19.6 15.93 14.67 18.17
D.Standar 28.56 11.46 9.0 8.0 7.62 12.51
Vol. N2 (n = 30)
Media 61.78 20.33 27.39 182 25.62 29.41
Mediana 35.47 17.85 22.49 15.84 20.36 28.19
D. Standar 17.57 10.68 13,65 11.56 18.45 13.47
Vol. N3 (n = 30)
Media 65.68 1923 2T 23.44 20.94 19.78
Mediana 61.37 16.84 23.95 19.34 17.78 16.93
D. Standar 35.41 9.34 15.03 14.8 10.48 13. 32
Tabla # 2
VOLUMEN NUCLEOLAR

Vol. Nul {(n= 30)

N C Ccl5 €30 c60 c120
Media 1. 77 0.56 0.78 0.61 0.51 0.95
Mediana 1.34 0.42 0.38 0.49 0.36 0.6
D. Standar 1.24 0.42 0.89 0.4 0.43 0.48
Vol. Nu2 (n= 30 )
Media 2.78 0.57 0. 77 0.63 0.85 0.64
Mediana 2,22 0.56 0.66 0.5 0.68 0.47
D. Standar 2.08 0.28 0.43 0.59 0.58 0.48
Vol. Nu 3 (n = 30)
Media 271 0.73 0.85 1.82 1.14 0.84
Mediana 1.98 0.64 0.62 .5 0.5 0.61
D. Standar 2.0 0.46 0.8 0.48 0.47 0.67
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Grafica 1 : Diagrama de barras que representa el volumen nuclear
de los diferentes grupos estudiados, Cl5, €30, C60 y Cl120 son los
grupos tratados con testosterona y tiempo en minutos.
Diferencias significativas solo entre el grupo normal con respecto
a los demis.
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Grafica 2 : Diagrama de barras que representa el volumen nucleolar
de los diferentes grupos estudiados, Cl5, C30, C60 y Cl120 son los
grupos tratados con testosterona y tiempo en minutos.

Diferencias significativas solo entre el grupo normal con respecto
a los demd3s grupos experimentales.
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Grifica &4: Representa la variacidn
en el volumen nuclear, a partir de
la castracién; €15, €30, C60 ¥y cl20
son los prupos tratados con testos-
terona.
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nucléolo se incrementa levemente a los 30. Estos aumentos son
ligeros y no se mantienen a lo largo de 2 horas de tratamiento.

El andlisis de varianza para estos pardmetros, describe a el
grupo castrado y los grupos tratados con testosterona coma muy
similares; las diferencias significativas solo existen con
respecto a el grupo control.

Al realizar el contraste preferencial para RNP, propuesto
par Bernhard (196%9), se observan los nicleos contrastadosj 1la
cromatina periférica aparece grisada, la regidn del nucléclo mids
obscuraj; se observan también RNP. Los grinulos
pericromatinianos (GPC) aparecen claramente en la regibn
periférica del nucléolo y la cromatina compacta, los rodea un
halo claro, que en algunos aparece bien definido. Pueden
distinguirse tambieén algunos grupos de granulos
intercromatinianos en cumulos. Alrededor del nicleo se observa
reticulo endoplasmico asociado a ribosomas (fig. 2).

Este fue en general el perfil de los nicleos control o
testigo que se observaron al microscopio electrbnico.

El valor medio de la densidad numérica de GPC en los grupos
control fue de casi el doble con respecto al determinado en los
nicleos del grupo castrado ( tabla # 3).

Los grupos tratados con testosterona no presentan un aumento
significativo en la densidad de GPC con respecto al castrado,
alcanzando el valor mis alto a los 30 wmin después de la

administracibn hormonal. Este dato es discutido posteriormente.



La diferencia entre el grupo de ratas normales con respecto
a los castrados resultd ser significativa . También existe cierta
diferencia entre el grupo testigo y todos los grupos tratados con
la testosterona.

En la grifica 3 se representa la densidad numérica de GPC por
unidad de A4rea, encontrandose diferencias significativas entre el
grupo control y castradoj control y Cé40 y entre los grupos de
castrado y C30 (apéndice 2).

Es necesario aclarar que las graficas denotan variabilidad
dentro de los grupos para los 3 casos analizados en cada uno de
los experimentos, por lo que las desviaciones estdndar 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 clbicas.



Figura # 2: Micrografia electrdnica de
un nlicleo interfdsico de célula epitelial de
vesfcula seminal de rata normal, contrastado
seglin la técnica de Bernhard al EDTA (24 310X).

Se observan los granulos pericromatinia-
nos (GPC) rodeados por un halo claro (flechas),
alrededor de cilimulos blanqueados de cromatina
compacta (CC) perinucleolar y en relacién con
el nucléolo (Nu). Los grinulos intercromati-
nianos (GIC) aparecen en ciimulos. Envoltura
nuclear (EN): reticulo endopldsmico rugoso --
(RER): las cabezas de flecha sefalan poros con

material electrodenso atravesidndolos.
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Tabla # 3

DENSIDAD NUMERICA DE GPC

n = 30 Grupos

N C cl5 c30
Media 1.47 0.9 1.0 1.41
Mediana 1.01 0.43 0.63 0.76
D.Standar 1.24 0.75 0.83 EoZd

c60

0.97
0.47
0.93

c120
1.05
0.43
1.0

Y
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Grifica 3 : Histograma aue representa la densiad numérica de GPC
por unidad de drea. Cl5. €30, C60 y Cl20 son los grupos tratados
con testosterona a esos tiempos en minutos.

Diferencias no significativas solo entre el grupo control y C30.
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VII DISCUSION

Se ha establecido que la falta de andrbgenos debido a la
castraciédn provoca una serie de alteraciones, en las cuales se
incluyen wuna disminucidn en el volumen nuclear y nucleolar, la

inhibicibn de sintesis de las proteinas, del DNA y RNA (32, 33,

36).

A nivel celular, después de la castracidn se observa un
decremento en el volumen de! nlcleo, con la aplicacidn continua
de testosterona, después de 72 hs, hay una recuperacién

total as! como estimulacidn en la sintesis de proteinas (364).
Una manifestacién ultraestructural de 1la inhibicidn, por
ausencia de andrbgenos, en la sintesis de RNA mensajero vy RNA
ribosomal, se reflejaria en el nlcleo y nuclépolo respectivamente,
En este estudio se analizaron las variaciones producidas por la
inyeccibn de testosterona (1 dosis de 1 mg / 100 g de peso
corporal), durante las primeras 2 horas. Nuestros resultados
muestran que hay una disminucidn en el volumen del ndcleo vy
nucléolo, debido a 1la castracidn y gue la estimulacién con
testosterona no restaura el volumen normal registrado en las
células de ratas testigo. En lo que se refiere al nucléolo la
disminucidn en volumen resulta ser mlds severa en relacidn con el
nicleo. Como ejemplo Gulbenk:en (32) demuestra una recuperacidn en

volumen nucleolar, después de las 12 hs de inyeccidn contlnua de
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testosterona. Nosotros no observamos tal recuperacidn en el
volumen nucleolar, puesto que el modelo de estudio fué diferente.
El enfogue directo de este estudio relaciona los efectos de
la castracidn y la administracidn de testosterona con la densidad
numérica de los granos pericromatinianos, presentes en el nicleo

en los diferentes grupos analizados.

Como ya se sabe la transcripcion ocurre dentro del nicleo,
en dos areas topoldgicamente distintas, en el nucléolo (rRNA) vy
en el espacio extranucleolar (mRNA, tRNA, etc.), cambios

bioguimicos dentro del ndcleo, se van a reflejar, en la sintesis
y/o transporte del RNA. Apoyando la teoria de que los granos
pericromatinianos son estructuras de almaceén y/o transporte de el
RNA mensajero hacia el citoplasma (4, 5, 13, 14, 15, 16, 22, 34,
43, 45, 47, 48, 50, 51, 52); un decremento en el ndmero de GPC
después de la castracidn puede ser indicio de wuna tasa de
sintesis muy baja, por lo cual no existe almacén de granulos
sintestizados, ©0 bien, Que hay un transporte aumentado con
respecto a la sintesis, o ambos mecanismos en una tasa muy baja.
Al igual gque en este modelo, se ha estudiado la accidn de la
testosterona en las células del epitelio de la prdstata ventral
de rata (52). Se ha comprobado que la castracibn induce una
disminucibn significativa en el wvolumen nucleolar con un
incremento en la densidad numérica de GPC. Al inyectar
testosterona este nimero decrece durante los primeros &40 min de
el estimulo y después se mantiene. Si hacemos una analogfa con

este estudio, podremos decir gque en vesicula seminal la
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biosintesis de las RNP es definitivamente diferente, puesto
que hay una reduccidn signiticativa en tamafo nucleolar, pero
el nimero de GPC decrece con la castracidn. Por lo que se deduce
que no existe wun control del nimero de GPC por restriccidn del
transporte de mRNA hacia el citoplasma, y el equilibrio entre
transcripcidn vy transporte no cambia al inyectar testosterona.

Por todo esto el nlmero de GPC en los ndcleos de células
epiteliales de la vesicula seminal varia proporcionalnente a la
velocidad de la transcripcidn, como el volumen nuclear y
nucleolar.

Es interesante sefalar 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
especimenes 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 operacidn, existe un aumento en el nimero de GPC,
asumiéndose gque el mecanismo del transporte de RNA hacia el
citoplasma, se hizo mis lento que la transcripcidn. Entre 15 y 30
min, después de inyectar estradiol, los GPC decrecen hasta una
cuarta parte del wvalor registrado en los grupos castrados. Una
hora después del estimulo con estradiol hay un notable incremento

alcanzando su nivel normal entre una y doce horas. El estradiol



estimula independientemente la sintesis de RNA vy su transporte
hacia el citaoplasma (50).

En células aisladas y cultivadas después de la ovariectomia,
se describe un aumento en el nimero de GPC y una reduccidén en el
volumen del nucléolo en relacidn a cultivos celulares de epitelio
de endometrio de rata normal. El nlmero de GPC disminuye entre 15
y 30 min después de agregar estradiol al medio de cultivo y vuelve
a aumentar posteriormente. La autorradiografia ultraestructural
cuantitativa, muestra que el estradiol aumenta el transporte de
RNA al citoplasma mds rapidamente que 1lo que incrementa la
transcripcibn, lo que confirma 1la existencia de un control
postranscripcional de la expresibn génetica producida por la
hormona a nivel del transporte (43).

La progesterona en el endometrio de ratas, también induce wun
pequefo pero significativo aumento en el volumen del nicleo a los
30 min después de la inyeccidn, incrementa la sintesis de RNP
extranucleolares, mientras gque la densidad numérica de GPC no
cambia. Existe un eqguilibrio entre la transcripcibn b el
transporte (45).

En vesicula seminal se sugiere gque no existe un efecto
postranscripcional de la testosterona sobre la salida de
mensajeros hacia el citoplasma, puesto gue no se evidencia aumento
en el nlmero de GPC en animales castrados, sino que por el
contrario, su frecuencia disminuye bastante. La falta de respuesta

a la administracidn de 1a hormona, de todos los pardmetros



estudiados, podrla deberse a una mayor sensibilidad de la veslcula
seminal a dicha hormona o a una respuesta muy lenta.

En este estudio la técnica de autorradiografia
ultraestructural nos habria ayudado a evaluar la transcripcibén vy
el transporte de mRMA, en células de animales normales y castrados
y de esta manera se podria comprobar pricticamente, los efectos de

la testosterona en la regulacibn de los transcritos de RNA.



VIII CONCLUSIONMES

- La castracidn induce severos cambios; disminucidn en el volumen
nuclear v nucleolar, observandose una alteracidn adn mayor en el

nucléolo de las células epiteliales de la vesicula seminal.

-Existe wuna disminucibn en la densidad numérica de los GPC,

debida a la castracibn.

- La induccibn con testosterona en los tiempos determinados en
este estudio, no restaura el volumen perdido del nicleo vy del
nucléolo después de la castracidn, por lo que se supone que

existe una inhibicibn en la sintesis de RNA.

- La testosterona no produce aumentos progresivos del nlmero 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 transparte de mensajeros hacia el citoplasma.



APENDICE 1

La Microscopia Electrénica como Técnica de Estudio.

Para estudios de Biolngfa Molecular, asi{ como para otras
ireas resulta de qgrarn 3vuda el uso de la microscopia
electrdnica. Aungue tsta surgiera inicialmente para la

experimentacidn +fisica, el avance de técnicas histoquimicas de
fijacidn e inclusidn de las muestras, asi como de contraste Y
tincidn, han permitido su aplicacidn a materiales bioldgicos. En
la actualidad este instrumento es indispensable en estudios
morfoldgicos a nivel de organizacidn celularj obteniéndose una
descripcidn morfoldgica detallada, se pueden analizar y
correlacionar eventos fisioldgicos muy estrechamente relacionados
a la ultraestructura celular.

El microscdpio electrdnico de transmisidn es un instrumento
muy parecido a el microscdpio dptico en cuanto a su disero, solo
que éste wutiliza un haz de electrones acelerados para irradiar
una muestra por una de sus caras ¥y producir una imagen detal lada
de eésta, formada por los electrones que emergen de la cara
contraria (1).

El microscdpio electrdnico consiste de una camara de vacio
que es la columna electrdn dptica por donde cursan los electrones
que son acelerados por una diferencia de potencial entre catodo vy
anodo. El voltaje puede seleccionarse desde 40 000 hasta 100 000
volts, algunos instrumentos estin equipados con un solo wvoltaje

de aceleracidn gue puede ser hasta de 1 000 000 de volts, cuanto



mayor es el voltaje de aceleracidn, mayor serd la

velocidad de los electrones (2).

La columna del mwicroscdpio es uno de los componentes
principales por encontrarse en ella el cafddn electrdnico, lentes
condensadoras, la camara del espeécimen, el microscdpio

propiamente dicho vy 1la pantalla fluorescente. El1 sistema de
iluminacidn esti formado por el caddn electrdnico vy las lentes
condensadoras Yy sirve para producir una emisidn de electrones
que pasarad posteriormente por cada uno de los sistemas. El1 cafdn
electrdnico esti localizado en la parte superior de la columna Y
es el encargado de producir el haz electrdnico con cierta
velocidad y direccién, se encuentra formado por un filamento
(catodo o emisor), anodo ¥y cilindro de Wehnelt. El1 filamento es
un alambre de tungsteno en forma de "V* que tiene un diametro
de 0.1 a 0.2 mm. El flujo de electrones es producido por emision
termoidnica, el +filamento es calentado a una alta temperatura
para acelerar un nimero suficiente de electrdnes de la punta
superticial del metal, los electrones gque de esta +forma son
liberados hacia el espacio forman una nube alrededor del
filamento, los electrones salen de éste y vuelven a caer en &l en
cuanto pierden la energia adquirida por efecto joule (1,2). Este
efecto se caontraresta cuando se emplea un campo eléctrico entre

el filamento vy el anodo.



Entre el &nodo vy el cilindro de Wehnelt se establece un
campo electrostatico que sirve como lente; recoge la gran
mayoria de electrones desprendidos por el filamento los canaliza
y dirije.

Los condensadores suelen estar formados por una o dos lentes
magnéticas dispuestas una a continuacidn de otra, su funcidn es
la de concentrar el rayo electrénico de tal manera que permita
iluminar la preparacién en forma adecuada.

La camara del objeto ests construida de materiales no
magnéticos a fin de evitar las distorsiones del campo magnético,
se localiza justo debajo de la lente condensadora, est3d provista
de esclusas que permiten introducir y sacar los especimenes sin
alterar mayormente el vacio de la columna. Una platina a la que
queda wunido el objeto dentro de esta camara, puede ser movida
mecanicamente por el operador, permitiéndole observar diversas
zonas de un especimen hasta de tres millmetros de diametro.

En esto consiste bhsicamente un microscdpio electrdnico de
transmisian.

En cuanto a las descripciones de la ultraestructura celular
realizadas por el microscopio elctrdnico, se encuentran entre las
primeras, las de K. Porter vy col. describiendo al reticulo
endoplasmico en el afo de 1945. A partir de 1952 se publicaron
numeraosos trabajos entre ellos las detalladas descripciones, de
la estructura interna de las mitocondrias. Los ribosomas 1levado
al cabo por G.E. Paladej la ultraestructura del Aparato de Golgi

por Felix y Dalton, seguida de estudios correlacionados



bioquimica Yy estructuralmente en el retlculo endoplasmico rugoso
de céklulas pancreiticas , en colaboracidn con Siekevitzj la
sintesis de proteinas destinadas a la secrecidni la estructura
del centriolo y microtdbulos; la envoltura nuclear, por lo gue se
describieron las relaciones entre el nicleo y el citoplasma; la
organizacién de los cromosomas durante la profase meidtica
gracias a J. R. Soteloj la estructura interna de los
cloroplastos; la estructura multilamelar de la mielina por H.
Fernidndez Mordnj estructura y funcionamiento de la sinapsis por
E.D.P.De Robertis; 1la disposicidn de la actina Yy miosina en el
misculo, las bases macromoleculares de la contraccidn vy la
estructura fina de las fibras de coldgena;j la ultrestructura de
los hongos, protozoarios y bacterias. Desde gue este instrumento
se aplica a estudios bioldgicos, se emplea en enfermedades
humanas, en especial del cancer (1).

En los aros 60’, cuando las técnicas ya estaban establecidas

y difundidas, los instrumentos comerciales y 1los grupaos de

investigadores se habian multiplicado, los trabajos
fundamentalmente descriptivos disminuyen Y aparecen la
citoquimica, la autorradiografia, la morfometria Y la

estereologla, como auxiliares de la microscopla electrdnica (1).
Ahora su aplicacion es multidisciplinaria, la investigacion

a llevado a hallazgos importantes gracias a este instrumento que

junto con la Bioguimica, Biologia Molecular y Fisicoguimica son

la base para los mas importantes adelantos cientificos.
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Apendice 2

Procedimento general para la pueba de Tukey.
El procedimento general fué el siguiente:
l1.- Obtener todas las posibles diferencias en valor absoluto entre

las medias (X) de los diferentes grupos experimentales.

=i
]

Donde: media de grupo control o testigo.

1
§2= L # castrado
i3= W = L con testosterona a los 15 min.
T " " " " " 30 "
x&
T - 1" " " " " 60 "
x5
kTS = " " " " " 120 "
¢
2.- Calcular la diferencia minima significativa real(DMSR), de acuer
do a la siguiente férmula
Z
=< varianza error 1 1
J = ——_ + S— .
DGR Qa,n—aL// 2 (n. n.} ’
1 ]
donde: di es un valor obtenido de la tabla de los valores

a,n-a
criticos de Tukey; la varianza del error es la obtenida en el

ANOVA, n.oy nj es el nimero de observacidnes en cada uno de los

grupos experimentales.

3.- Se compararon las diferencias en valor ahsoluto, con respecto
a DMSR, de acuerdo a la siguiente regla de decisidn: si la di-
ferencia absoluta /Ei_ }j} resulta ser mayor que la DMSR obte-
nida, entonces la diferencia de las medias (X) se considera -

significativa.

Prueba de Tukey para volumen nuclear:

Vol. N1
X, =% = 3 X e W ¥, = % =
fl fz 34.06 X2 ¥3 1.1 X3 XS 4.31
- = * X = = X - X =
fl §3 32.45 52 f& 0.76 33 fb 1.84
= = * = = o =
fl TL 34.82 fZ fS 2.+ T fd 35 1.94
- = * - = - =
fl fS 36.76 fz fﬁ 3.45 f& fﬁ 4.21
Xl - Xﬁ = 30.61 * ¥3 - Ya = 2.37 Xs - K& = 6.15
Diferencia entre las medias de este grupo en valor abscluto.
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La DMSR seria calculada asi.

213.6318 I .1
DMSR = :..031/ > Cip + 30)

DMSR = 10.75

Los (*) indican los casos en los due si se encuentran diferencias

significativas, todas los demas tiene diferencias no significativas

Diferencias entre las medias Vol. N2

fl - fz = 41.45 * fz - §3 = 7.06 fS - fS = Ludd

= = . 39 % 2 = . - = .0
fl f3 34, 39 f? f4 25%13 53 56 2.02
?l - f& = 43,58 * f? - §5 = 5.24 fa - 55 = J.42
fl - TS = 3h.16 * fz - fﬁ = 9.08 f& - §6 = 15.79

i = * e = - =
Xl Xﬁ 32.37 K3 X4 9.19 Xs X6 3..79
La DMSR se calcula asfi

_ 919.1401 e 5 g
DMSR = 4.03 [/——~2 . Sutap )
DMSR = 22,30
Diferencias entre las medias Vol. N3
& = T * Foa W o= T o ¥ o
fl fz 46.38 fz f3 7.9 f3 fs 6.26
fl - §3 = 38.4P * fZ - f& = 4.14 §3 - f& = 7.42
fl - fﬁ = §2.7h * §2 - 55 = 1.64 fﬁ - 35 = 2.5
fl - 55 = 44,74 % fz - fﬁ = 0.48 34 - fﬁ = 3.66
Xl - X& = 45.9 * Xa - X& = 3.76 ?5 - Xe = 1.16
DMSP = 4.03 L//34'50ﬁ63 ( i + l )
2 an 30

PMSR = 13.66

——



Diferencias entre las -medias del
1.2 %

sl b4l b1 Bel b4l
o e e

Bl Bl Bl Bl B
o W B W

"
*
0.99 %,
1.16 * 32
1.26 * %,
*
0.82 %
DMSE =
DMSR =

Diferencias

-

E -
e e I

E T BT T |
oy o W N

2

(*) indican

Erupos,

Diferencias

L B - - - |
e e e e

e - - - -1
(= Y R - I

2
2.
1
2

2T K iz

.01 * ?2
) =

15 fz
*

.93 fz
*

.14 X,

0

grupo Vol.Nul

entre las medias del grupo Vol.Nu2

pMsR = 4.03)/ -2

fs = 0.43 §3 - fs = 0.27

54 = .05 §3 - fﬁ w: 0T

Rg = 0.05 %, - %5 = 0.1

Xg = 0.39 X, = g = 0.34

Xa = 0.17 XS - xa = 0.44
0D.848212 1

e V[ 2 (35 * 30)

L6776

Xy = 0.2 ¥y - %5 = 0.08

fa = 0.06 §3 - fﬁ = 013

X, = 0.28 %, - Xy = 0.22

fﬁ = 0.07 fﬁ - fe = (.01

Xa = 0.14 XS - X6 = 0.21
2779 1 1

DMSR = 0.7087

diferencias significativas con respecto a los demas

2

su ausencia quiere decir

ig

(30 30

uldad.

entre las medias del grupo Vol.Nu3

.98 %
.86 %
.86 X,
57 ¥
.87 X,

DMSR = 4.03V/q'“;ﬁﬁ8 (

DMSR = 2.26

N I
s o v oW

Q.

1

12

.09
0.41
0.

0.97

11

3

1 1
i

En este grupo las medias de todos los casos se
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Diferencias entre las medias de los grupos de Densidad Numérica

de GPC.

X, - X, =0.57 % 5:2 - Xy = 0.1 X, = §5= 0.03

Xy~ By = 0.43 ¥y - X =0.51 % Xy - %o = 0.04

X, - X, = 0.06 Xy = Xz = 0.07 X, - Xg = 0.44

Ry = B » Bi5 % R, - X = 0.14 X, =% = 0.37

il - 1‘(6 = 0.43 )"t3 - ’_(c. = 0,41 ?5 - )‘(6 = 0.07
PMSR = 4.03[/9—'%% (3% + %0)

NMSR

0.4802

En este grupo solo algunas medias resultaron ser significativamente

diferentes (*).



TaBLA DE ANOVA,

para Vol. NI

Fo.

77.25246 ](p
|

!

8274.606 (p

28.22335 (p

O

~78.40851 |(p

23.84715 |(p

1.912258 (p

Fuente de Suma de
_Varianza Cuadrados g'de 1. Varianza
Tratamiento 29109.94 5 5821.988
Errox 37171.91 174 213.6318
total 66281.85 179 -
para Vol. N2

Tratamiento 38027.63 5 7605.526
Error 159930.4 174 919.1401
total 197958.1 170 -
para Vol., N3

Tratamiento 48691.75 5 9738.35
Error 60037.99 174 345.0463
total 108729.7 179 :
para Vol. Nul

Fuente de Suma de

Varianza Cuadrados _ g"de 1.  Varianza Bo
Tratamiento 33.25353 5 6.650706
Error 147.5889 174 n.848212
total 180.8424 179 -
para Vol. Nu2

Tratamiento 110.627 5 22 L2854
Error 161.4373 174 p.o2779
total 272.0642 179 -
para Vol. N3

Tratamiento 90.32n52 5 18.NE4104
Error 1643.688 174 9.44648

total

L

Fuente de
larianza
Tratamiento
Error

total

1734.008

179

Tabla de Anova para Densidad Numérica

Suma de

Cuadrados

8.88649
74.14191
83.0284

g de 1.
5
174
179

- 60 -

Varianza
1.777298
N.426103

de G P C por unidad de drea.

F..
4.171054] (p

1.325"
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