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Si bien la estructura de la cromatina
parece muy estable entre los Eucarion
tes, la ultraestructura de las ribonu_
cleoprotexnas, aunque se conoce toda-
vía poco, pudiera ser mucho mas varia
da (Moyne. Eertaux, Puvion, 1975).

Quizá, debido a que el núcleo es una
parte tan importante para la célula,
la filogenia basada en el tipo de nú
cleo puede ser mas confiable que la
basada en cloroplastos, flagelos o en
aspectos de la morfología de las celu
las (Oakley, 197S).
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I. RESUMEN

La marcada diferencia entre los núcleos celulares interfási-

cos de mamíferos y de Bugte.no. y la carencia de un estudio con en-:

foque evolutivo sobre el comportamiento de las ribonucleoproteínas

(RNP) intranucleares relacionadas con el procesamiento postrans--*

cripcional de los ENAs, nos Ilev6 a investigar a este organelo den

tro de un esquema filogenético que considera distintos niveles de

organización tisular.

Se estudiaron por primera vez al microscopio electr5nico, los

núcleos celulares interfásicos de diferentes tejidos de Porifera,

Cnidaria, Nemertina, Annelida, Sipunculoidea, Hemichordata, Cepha-

lochordata, Pisces y Amphíbia mediante la técnica regresiva de con

traste preferencial para RNP.

Los resultados muestran la presencia de nucléolo, fibras y

granulos pericromatinianos (FPC y GPC) y la presencia de fibras y

granulos intercromatinianos (FIC y GXC). El diámetro promedio de

los GPC, del halo que los rodea y de los G.TC no muestra diferen-:

cias significativas entre los diferentes grupos (p > 0.05). El dia_

metro promedio intergrupal para los GPC es de aproximadamente
o o

428 A y de aproximadamente 193 A para el halo que los circunda.

El diámetro de los GIC;es de unos 2 60 A.

Se concluye que en animales hay un patrón morfológico común

para el procesamiento postranscripcional de los RNAs pre-mRNA y

del pre-rRNA probablemente, lo que sugiere un origen común a par-

tir de uno o varios ancestros para este reino.



H. INTRODUCCIÓN

LDS aspectos ultraestructurales del nüeleo celular interfasi^

co se estudian desde el punto de vista de la concepción evolutiva

del mundo vivo debido a las diferencias tan notables observadas entre

los núcleos de mamíferos (1) y de Eu.gi.ana gfiac¿¿Á.¿ (2).

Actualmente se conoce bien la estructura fina del núcleo en

interfase de células de mamíferos debido fundamentalmente a la pu-

blicación de una técnica regresiva de contraste preferencial para

ribonucleoproteínas (RNP) (3), de una técnica de contraste prefe-

r-encial para cromatina (4) y de una teenjica de contraste específico

para cromatina, del tipo Feulgen (5). La marcada diferencia entre

los núcleos de E. QKac.ÁZ¿& y mamíferos nos.llevó a pensar que es

posible intentar observar diversos patrones morfológicos nucleares

que permitieran, en organismos actuales, elaborar relaciones filo-

genéticas nuevas o ratificar las ya establecidas para casi 14-00 m¿

llones de años, del organelo que compartamentaliza el material ge_

nético en eucariontes (6).

Las partículas ribonucleoproteicas: intranucleares se re-

lacionan con el procesamiento, almacén y/o transporte de RNA del

núcleo al citoplasma (7), y representan el sustrato morfológico

donde pueden ocurrir tales fenómenos.

Ultraestructuralmente presentan tina gran heterogeneidad^que

podría estar correlacionada con aspectds funcionales que Xa.~L v e z

no se establecieron desde la primera aparición de los seres con

núcleo en el planeta • ̂ ás bien pensamos que esa heterogenei-

dad sea la consecuencia de la acumulación de pequeños cambios cuan-

titativos (genéticos) que se traducenj en cambios cualitativos ma-

nifiestos Cfenotípicos) . Este cambio ¡gradual y continuo, base de

la teoría evolutiva neodarwiniana,sin embargo puede no ser del to-

do correcto y quizá la evolución de las especies sea un proceso

más discontinuo en el que no es posible encontrar estados interne^

dios, como ha sido postulado por la teoría del equilibrio

puntuado (8 ) .
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Se han realizado muchos intentos tendientes a organizar una

secuencia evolutiva natural de los seres vivos. Los esquemas tra

dicionales basados en caracteres morfológicos, embriológicos, pa-

leontológicos, etc. han sido complementados, y en ocasiones modi-

ficados, por características basadas en aspectos moleculares,, fi_

siológicos y celulares. De acuerdo a esto, el presente estudio in

tenta ser un aporte a los esquemas evolutivos trazados con otros

caracteres.

Por otro lado, se pretende complementar una serie de invest^

gaciones sobre la ultraestructura nuclear. Anteriormente se han

utilizado drogas, hormonas y un sistema modelo de diferenciación con el

objeto de aclarar el posible papel citofisiológico de las partícu

las nucleares actuales relacionadas con el metabolismo postrans-

cripcional del RNA'en sistemas transcripcionales alterados, es de_

car, en sistemas donde la transcripción de algunos genes se reprime por

el proceso de diferenciación celular (se inactivan ciertos genes) y

en sistemas donde la transcripción ocurre de acuerdo a estímulos

ambientales íse "prenden" y se "apagan" ciertos genes durante el

ciclo celular). Desde este punto de vista se pretende, entonces,

obtener información ultraestructural acerca de le que puede pasar

con las partículas RNP intranucjeares en sistemas donde se piens;

que se originan y se pierden genes, esto es, a lo largo de la histo-

ria evolutiva. Creemos posible que la estructura nuclear en ani-

males sea diferente,cualitativamente, en organismos considerados

como primitivos en la escala f ilogené'tica, con base en las varían

tes que se han sufrido respecto de un patrón común que puede bien

ser encontrado entre los organismos que originarían a los metazoa

rios: los Protoctistas.

La ultraestructura nuclear interna puede representar un para

metro confiable para llevar a cabo estudios evolutivos pues es en

el núcleo donde residen ios complejos multimacromoleculares reía

cionados con el gene, base de la variabilidad genética.

En resumen, el trabajo aquí presentado intenta estudiar los

posibles cambios en la disposición, forma, tamaño y número ce las

partículas RNP intranucleares relacionadas con el almacén, írans



porte y procesamiento del RNA, a la luz de la teoría evolutiva.

Así entonces, se estudia el núcleo mediante una técnica regresi-

va de contraste preferencial para RNP y se dan elementos para dis_

cutir los resultados desde el punto de vista de la filogenia, del

posible papel de las partículas mencionadas en el procesamiento

del RNA, de la arquitectura y fisiología nuclear en general.



flil ANTECEDENTES
II.1,1 NÚCLEO INTERFÁSÍCO

Los núcleos celulares fueron vistos y descritos por primera

vez por Leewenhoek en 1770 en los glóbulos roj os del salmón. Des-

cribiendo sus figuras dijo: "Las figuras 2ABCD representan las

partículas ovales de la sangre de un salmón que pesaba arriba de

30 libras ... se representan las partículas que parecían delgadas

y gruesas, pero que no encaraban al ojo directamente. Las de la

figura C sí lo hacían y en su mayoría tenían una especie de peque_

ña luz (£u.me.n) clara en el centro (núcleo), más larga en unos que

en otros, lo que ha hecho que el Grabador haga su máximo esfuerzo

para imitarlo". También observó núcleos en peces lenguados, des-

cribiéndolos como "puntos pequeños y brillantes". Trembley y Mü-

11er en 1774 y 177S respectivamente, observaron núcleos en St&n-

t'an y otros protozoarios. Asimismo Hewson en 1777 observó núcleos

en glóbulos roj os de peces, anfibios, reptiles, aves y en inverte_

brados como la langosta de mar. Fontana, por otro lado, describió

los núcleos celulares en la sustancia gelatinosa que cubre la piel

denlas anguilas y los reporta diciendo que "...uno ve un cuerpo pe-

queño {pzt-it coAp¿') interno, situado en diferentes puntos de cada

glóbulo". Purkinje on 1825 habla de una vesícula germinativa en

los cigotos de las aves, pero no encontró una relación con la ZLL-

m<¿n o los pe.£¿£ co-UpA ya descritos. En vegetales, desde 1802, Bauei

ya había dibuj ado núcleos de células del tejido laxo que subyace

al canal del estigma de la orquídea Bl&£¿a Tanko.Kai-ttÁ.a.2, pero

sus trabajes se publicaron mucho tiempo después. Brown, conocien-

do les trabajos de Bauer, se da cuenta de que el núcleo no ocurre

sólo esporádicamente en las células y acuñó el nombre con que se

conoce actualmente a este organelo. Eñ efecto, fue Robert Brown

quien en su obra "Observation on the Organs and Mode of Fecunda-

tion in Orchidae and Asclepiadaceae", aparecida en 1831 en un fo-

lleto y reproducida en 1833, describe al núcleo celular diciendo

que "... en cada célula de la epidermis de una gran parte de esta

familia (Orchidae), especialmente en aquellas con hojas membrano-

sas, se observa una aréola circular simple, por lo general algo



más opaca que la membrana dé la célula.,. esta aréola o NÚCLEO,

como quizá pueda ser denominada, no se halla confinada en la epi-

dermis sino que se encuentra en el parénquima o en las células in

ternas del tejido ... puedo aquí reconocer que sé de casos en que

el núcleo no es solitario en cada utrículo o célula".

No obstante, Valentín en 1836 fue quien introdujo la palabra

núcleo en la citología animal, describiéndolo en el epitelio que

cubre los vasos del plexo coroide del cerebro y diciendo "... pero

cada uno de ellos contiene en el centro de su interior, una es-

tructura redonda y oscura que recuerda el núcleo que hay en el rei_

no vegetal en las células epidérmicas del pistilo". De esta manera

se marcaba un paso fundamental en el estudio car-iologíco conside-

rando a esa pequeña "nuez" como una estructura constante en celu

las -animales y vegetales, dentro del contexto de la teoría celu-

lar en gestación que nacía del desarrollo conceptual de la fibra,

el glóbulo y la hilera de glóbulos y desembocaba en él nacimien-

to de la frase "teoría celular" acuñada por Schwann para signifi-

car que "... uno puede incluir bajo en nombre de teoría celular,

en el sentido más amplio, la afirmación de que existe un princi-

pio de construcción (Bildungsprinzip) para todo producto orgánico

y que este principio de construcción es la formación celular (9,10).

Los - estudios que se tienen sobre el desarrollo histórico del

conocimiento del núcleo han sido analizados en otras ocasiones

(11-17) y aquí solamente se ha hecho mención de los aspectos que

quizá queden oscuros en la literatura por su poca accesibilidad.

Por lo tanto hablaremos de los rasgos más relevantes Que en la ac_

tualidad se tienen sobre el comportamiento citofisiológico del

núcleo celular en interfase.

Aproximadamente 1400 millones de años atrás, cuando aparecie_

ron los primeros eucariontes en la evolución, en el período pre-

cáTTibricc (6) , áe incrementó la explotación del fenómeno de la recom-

binación genética que traía consigo e-1 aumento sustancial en la

variabilidad genética sobre la que actuaría la selección natural
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contribuyendo en gran medida a la actual diversidad del mundo vi-

vo . Se ha descrito en muchas ocasiones como ha sido el desarrollo

del conocimiento sobre al núcleo celular, tanto durante la mito--

sis como durante la interfase. Aquí, lo que nos interesa es el as-

pecto morfofisiológico que se tiene en nuestros días, particular-

mente en el período de interfase y haciendo énfasis en los cornpo-

nentes ribonucleoproteicos (RNP) que tienen que ver con los proce

sos de transporte, almacén y procesamiento postranscripcional de •

los RNAs.

Aún cuando no está perfectamente establecida la estructura

y función de la cromatina, se sabe que es la matriz a partir de

la cual se sintetizan los componentes moleculares que intervendrán

en la síntesis de proteínas y en la replicación genética (18-21).

En este trabajo, no's enfocaremos en los complejos RNP intranuclea-

re-s descritos desde finales de los años cincuenta de este siglo,

pero hablaremos someramente de otras estructuras nucleares, ya que

existen excelentes revisiones sobre el tema de núcleo (18, 22, 23).

Cabe destacar que los conocimientos descritos a continuación son

el producto de la convergencia de técnicas estructurales y bioquí-

micas, en particular, de las modernas técnicas de electroforesis

en gel y obtención de secuencias de nucleotídos y técnicas autorra.

diográficas de alta resolución combinadas con métodos de contras-

te específico o prefereheial, como son la del ácido etilen diamí-so

tetraacético (E.D.T.A.).para RNP, la del ácido fosfotúngstico (PTA)

para cromatina y otras (23).

Morfológicamente se definen tres regiones nucleares: la re'gió

de cromatina compacta, la región intercromatiniana y la región del

cuerpo nucleolar. En la primera se encuentra distribuida la croma

tina transcripcionalmente inactiva, rodeada de la región pericro-

matiniana, que es la subregión transcripcionalmente activa. La

región intercromatiniana se define como el espacio nuclear que se

encuentra entre cúmulos de cromatina compacta. El cuerpo nucleolar

corresponde a la 'zona que ocupa el nucléolo, lugar donde se sinte-

tizan los RNAs rifcosomaies !85iy_28S (18,23),Las RNP intranucjeares se aso-



ciar, a estas regiones y se describen a continuación.

II.1.1.1 RIBONUCLEÜPROTEÍNAS INTRANUCJEARES
II.1.1.1.1 GRANULOS PERICROMATINÍANOS
Los granulos pericromatínianos CGPC) fueron descritos por pri_

mera vez por Watson en 1962 (24) y parece que se encuentran en to-

cios los núcleos celulares interfásicos de eucariontes. Se locali-

zan cercanos a conglomerados de cromatina compacta y son corpüscu_
c

los individuales de 300 a 500 A de diámetro que con las técnicas
habituales de microscopía electrónica presentan un centro denso a

o
los electrones formado por fibras de entre 10 y 3 0 A de grosor y

o
un halo claro alrededor, de aproximadamente 250 A de diámetro (7,

25). Su estructura, composición y función apenas están siendo acla-

rados .

El posible significado citofisiológico de estas partículas se

hizo evidente en un trabajo en el que se compararon las caracterís_

ticas estructurales, morfométricas, citcquímicas y autorradiográfi

cas de estos granulos en hepatocitos de rata y en los granulos de

los anillos de Balbiani de los núcleos con cromosomas politenicos

de células de glándulas salivales de Ck¿nonomu¿, • Se sugirió enton-

ces que funcionarían almacenando y/o transportando intranuclearmen

te el RNA mensajero o premensajero C?6), Posteriormente se realiza

ren diversos estudios tendientes a apoyar tal hipótesis. Se anali-

zaron los efectos de diferentes inhibidores metabólicos, la defi-

ciencia alimenticia y los agentes físicos sobre el número, estruc-

Lura y disposición de los GPC y otros cuerpos RNP.

Se utilizó cortisol (27), a-amanitina (28), cicloheximida (29),

mitomicina C (30), cloruro de cadmio (31), bleomicina (32), hipo-

alimentación y realimentación (33), temperaturas supranormales (34)

c hipotermia (35). El uso de estos agentes, debido a efectos cola-

terales (toxicidad), no aporta evidencias claras del mecanismo por

el cual estas partículas se alteran en número, calidad y disposi-

ción. Sin embargo, al estudiar los efectos de las variaciones del

nivel de estradiel sobre las RNP del núcleo de células epitelia-

les endoir.etriales, pues el estradiol no produce toxicidad (36),se
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encontró que una disminución en si nivel de la hormona produce un

aumento significativo del número de GPC por unidad de volumen nu-

clear, mientras que la administración del estradiol tiene el efec_

to contrario. Esto llevó a preponer un efecto postrascripcíonal deü

estradiol y a apoyar los efectos postulados sobre la síntesis de

RNA (37). Se pensó también que los GPC forman un almacén intra-

nuclear de RNP en equilibrio entre la síntesis de RNA mensajero y

su salida al citoplasma. Esto se confirmo experimentaImente cuan-

do se diseño un método para cultivo primario de células epitelia-

les endometriales de rata (38), que permitió estudiar la síntesis

y transporte de RNA al citoplasma mediante marcado con uridina tri.

tiada y autorradiografía ultraestructural cuantitativa (39). Con

estas técnicas se demostró que la abundancia de GPC depende de la

relación entre la velocidad de síntesis de RNA y su migración al

citoplasma•

La observación de variaciones semejantes en células epitelia

les endometriales durante el ciclo estral normal de la rata, de-

muestra que los resultados no se deben a efectos colaterales de la

hormona ni a artefactos de la manipulación.

Teniendo en cuenta los conocimientos sobre la cito.fisiología

de los GPC, que indicaban cambios reversibles en la síntesis de

RNA producidos por diferentes concentraciones de estradiol, se

ideó investigar las características estructurales y morfométricas

de los GPC y de otras RNP durante la diferenciación celular, fe-

nómeno que lleva consigo casi siempre cambios irreversibles de la

expresión genética y por ésto, en el patrón de síntesis de RNA, en condi-

ciones normales. Se tomó como modelo la diferenciación de célu-la

matriz a neuroblasto, la de éste en neuronas y la maduración de la

ir.isma en médula espinal cervical de embrión de pollo, pues se co-

noce bastante sobre la citodiferenciación e histogénesis del siá-

tenia (40, 41). Los resultados fueron muy significativos pues se

demostró que los GPC casi no existen en células matrices y en neu

roblastos, y aumentan mucho en número cuando éstos ya se trans-

forman en neuronas y establecen contactos sinápticos. Además, la

existencia de GPC en neuronas motoras inmaduras, permitió compro-
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bar con técnicas estereológicas5 la hipótesis de que el tamaño de

estas partículas podría variar con el tamaña de los diferentes genes C26).

Los datos morfométricos sugieren que en artrópodos y verte-

brados , estos granulos contienen RNA producto de la transcripción

del gene al cual son adyacentes.

Recientemente se han aislado estas partículas con técnicas

bioquímicas y al analizar el RNA de estas fracciones medianamente

purificadas, se confirmó en parte esta hipótesis (25, 42).

11.1,1.1,2 FIBRAS PERICRGMATINIANAS
Las fibras pericromatinianas (FPC) son estructuras RNP de

o o

30 a 50 A de grosor y hasta 1200 A de largo. Fueron descritas

por Monneron y Bernhard en 1969 (1). Cuando se aplica cortiscl a

ratas sin corteza adrenal aumenta el número de FPC (27). Sin em-

bargo cuando se administra a-amanitina a ratas en ayuno antes de

ser realimentadas, no se observan FPC (28) . Las drogas que detie-

nen la síntesis de RNA mensajero inmaduro o heterogéneo nuclear

(pre-mRNA o hnRNA) disminuyen dramáticamente el número de FPC,

como es el caso del ribósido de diclorobenzimidazol CDRB), un ana

logo de la adenosina, que inhibe la iniciación de la síntesis de

hnRNA. Como se ve, existe una gran correlación entre la inhibi-

ción de la síntesis de pre-mRNA y la desaparición de FPC, lo que

sugiere que estas sean el sustrato morfológico de aquel (23).

Recientemente, mediante autorradiografía ultraestructural

cuantitativa, en combinación con técnicas bioquímicas de electro-

foresis en gel, se mostró marca radiactiva en el borde de la cro-

matina compacta, después de un pulso con uridina tritxaca; es de-

cir, la marca apareció en la región rica en FPC. Estos resultados

sugieren que las FPC representan el sustrato morfológico donde se

localiza el hnRNA recien sintetizado (43, k4).

11.1.1.1,3 FIBRAS INTERCROMATINIANAS
Las fibras intercromatinianas (FIC) pueden representan el es

tado intercromatiniano de las FPC durante su migración por el nu

cleoplasma (44). Cuando se utilizan pulsos cortos de 5 minutos de
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uridina tritiada y experimentos de caza de 2 a 4 horas, en el es_

pació intercromatiniano aparecen marcas de radiactividad asocia-

das a fibras ribonucleoproteicas por lo que se ha postulado que

astas podrían representar el sustrato morfológico de los hnRNAs

libres en el nucleoplasma o de migración al citoplasma (23).

11,1,1,1,4 GRANULOS INTERCROMATINIANOS
Los granulos intercromatinianos CGIC) son estructuras granu-

o

lares de 200 a 300 A de diámetro que se encuentran unidas por fi-

brillas delgadas y forman cúmulos de tamaño variable en el espacia

intercroiTiatiniano. Fueron descritas por Swift en 1959 C45) pero

Kcnneron y Bernhard les dieron nombre y comprobaron su naturaleza

ribonucleoproteica en 1969 Cl).

En experimentos 'con;.̂ rofiasa- seguida de RNasa en cortes, se lo-

gró obtener una reducción en el número y tamaño de los GIC; cuan-

do se utiliza ana sola de las enzimas, no hay alteración de estas

estructuras Cl).

Se ha logrado observar actividad de ATPasa y STPasa en los

GIC y se ha visto también que la infección por virus aumenta el

número de cúmulos de GIC (46).

En 1970, utilizando lasiocarpina, se observó que aparecían

más GIC de los normales. Debido a que esta droga inhibe la sínt£

sis de RNA ribosomal se cree que esta correlación entre aumento

de GIC y disminución de la síntesis indica que los GIC son estru£

turas con RNA ribosomal. Usando técnicas de bloqueo de grupos quí-

micos, seguidas de una técnica de contraste especial, Wassef. detec-

to proteínas fosforiladas en los granos (46).

Recientemente se ha investigado nuevamente el papel de estos

cuerpos y se ha propuesto que están asociados cspacialmente al nu-

cléolo. Utilizando drogas que inhiben la síntesis del hnRNA, como

el DRB, autorradiografía ultraestructural cuantitativa y drogas

que inhiben la síntesis de RNA ribosomal, en combinación con ex-

perimentos de pulso y caza, se ha sugerido que_]os CIC son es-

tructuras RNP con un RNA ribosomal bien protegido y de síntesis

muy inicial en el ciclo celular, ss decir, al inicio de G., (47, '18).
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Ge ha observado que cuando se utiliza una técnica de contras

te con nitrato de plata amoniacal-formol para proteínas, se esta-

blece una relación cito-química entre el nucléolo y los GIC, pues

esta técnica contrasta las proteínas B23 y C23 núcleolares y tam-

bién los GIC . Los mismos autores de esc trabajo observaron que

en células en división, los GIC se disgregan en telofa.se pues mi-

gran a 1 citoplasma y ahí se desintegran. En las células hijas se

forjan de. novo en un período muy temprano del ciclo celular (49).

11.1.1.1.5 CUERPOS ESPIRALADOS
Los cuerpos espira lados (CE) fueron vistos por primera vez

por Monneron y 3ernhard en 1969; estas estructuras no han sido ge_

neralizadas a las células de otros organismos diferentes de mamí-

fero, y actualmente se acepta, no sin reservas, su naturaleza ri-

bonuclcoprcteica (1). Son estructuras que alcanzan 0.5 y ir. de diá-

metro , enrolladas sobre un eje, Se localizan en el espacio Ínter-

cromatiniano.

Recientemente se ha postulado su origen nucleolar y su posi-

ble papel en el procesamiento de los KNAs ribosórnales. Sin embar-

go , los estudios más actuales de estas partículas subnucleares

son puramente morfológicos y no aportan ninguna prueba clara de

su papel citofisiolcgicc (50, 51).

11.1.1.1.6 NUCLÉOLO
Felice Fontana en 1781 describe al nucléolo en anguilas di-

ciendo que "la vesícula en a_ en la figura 10 representa una de las

vesículas de la figura 9 en la cual uno observa un cuerpo ovifor-

me (el núcleo) teniendo una "mancha" ("tache") en su interior".

Esta "tache" es quizá la primera ilustración del nucléolo en los

seres vivos (9, 10).

Fontana evidentemente nunca pensó en la compiej idad que ya

exis Lia centro del nucléolo, pero lo reconoció como una estructu

ra digna de ser mencionada aunque fuera cen el nombre de una "man

cha". Desde la "tache" descrita por este autor, hasta el conoci-

miento actual que ya se tiene sobre el nucléolo, hay una serie
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de eventos históricos que han sido revisados ampliamente en otros

trabajos (14, 15, 52-54).

Se sabe que el nucléolo es el sitio de formación de los pre-

cursores moleculares de los ribosomas y en especial de la produc-

ción de RNAs ribosomales 18S, 5.8S y 28S-, sintetizados a partir

de algunos genes que forman parte de lo que se conoce como

región del organizador nucleolar (ÑOR). Este fragmento de DMA sir

ve como molde a partir del cual se sintetiza un precursor de RNA

ribosomal inmaduro o pre-rRNA de 45S.

Recientemente se ha postulado que el nucléolo consta de varios com

ponentes estructurales y funcionales.a) Los centros fibrilares son

regiones no nucleolonemales, poseen DNA ribosomal (rDNA)en el cual

está codificado el precursor ribosomal 45S , poseen también RNA po-

limerasa I encargada" de transcribir el rDNA y poseen además pro-

teínas de la región nucleolar teñidas con técnicas de plata. Es

rico en las proteínas B23 y C23 . b)Los componentes fibrilares den-

sos conforman lo que se conocía anteriormente como la pafi.& $¿bsio~

¿a o región del nucléolo y representa la forma transcripcionalmen

te activa del nucléolo.c)Los componentes granulares o pafi-A ghanalai
o

consta do partículas de 150 A de diámetro, compuestas de pre-rRNA..

d) La región del organizador nucleolar representa el sitio donde se

localizan1los genes rDNA y es a partir de él que se forma nueva-

mente el nucléolo después de telofase .e)El nucleolonema, descrito

por Estable y Sotelo, es•una región de fibras gruesas de unos 0.1

ym de espesor-, formadas por graiioa y fibras nucleolares .X)LÜS espa_

cios circundantes del organizador nucleolar son regiones que bor-

dean las áreas cercanas.a donde se localizan los rDNA.g)Las "vacuo

las nucleolares" son espacios largos y ovalados, o esféricos, ri-

cos en pre-rRNA y muestran la presencia de fibras dispersas, ri-

cas también en pre-rRNA; también son llamados "intersticios" por

carecer de membrana; se localizan en muchas ocasiones, entre zo-

nas nucleolonemales,h)La cromatina asociada al nucléolo, o croma-

tina perinucleolar, rodea el cuerpo nucleolar sin formar parte

del mismo pero penetrándolo mediante fibrillas á)En el nucléolo se

presenta una matriz nucleolar, compuesta de material amorfo donde



se observan fibras y granos después de una extracci6n salina (18,

54), Recientemente se ha localizado una proteína, 'la Mr 1M-5 000,

que se asocia a estructuras similares a cuerpos espiralados. Sin

embargo, no se ha establecido su papel citofisiol6gico (55).

11,1,1.2 ESTRUCTURAS NO RIBONUCLEOPROTEÍCAS
11,1.1.2,1 MATRIZ NUCLEAR
La estructura nuclear residual denominada matriz o esqueleto

nuclear, ha sido aislada de núcleo de diversas células por extrac-

ciones con alta concentraciSn de sal y por digestión con nucleasas.

Está representada por una red proteica y ribonucleoproteica que

mantiene la integridad y forma del núcleo; consiste de una costra

de lámina densa y proteínas del complejo del poro, de los residuos

del nucléolo y de una red interna que conecta a estos dos elemen-

tos; ademas, presenta partículas que semejan a'los GIC de núcleos

intactos. Estos granos pueden ser observados tanto en matrices sin

cromatina como en matrices sin RNA (18).
o

La matriz consiste de fibras de 50 a 60 A de grosor y está for_

mada por proteínas acidas, además de que contiene pocoDNA, RNA,

carbohidratos y fosfolípidos (60),

A la matriz nuclear se le han asociado funciones de organiza-

ción de la cromatina en interfase y un papel en la dirección del

pasaje de moléculas hacia el citoplasma. La matriz no se tiñe con

la reaccifin de Feulgen y tifie ligeramente con azul de toluidina;

sin embargo, con verde brillante toma un color fuerte. Es.suscep-

tible a pepsina pero resistente a RNasa (57-59).

Se ha demostrado que la, matriz nuclear es continua con el ci_
1 o

toesqueleto y está compuesta por filamentos internos de 20 a 220 A

de grosor, organizados en una red anastomosada tridimensional en

la que están inmersos los nucléolos (61),

La electroforesis en gel bidimensional muestra que las pro-

teínas del citoesqueleto, cromatina y matriz nuclear son muy dife-

rentes, pero hay un componente común a todos, aunque es distinto

bioquímicamente en cada uno de ellos: laact.ina. La actina o pro -

teína BJ ha sido aislada a partir de hepatomas y analizada por cri



terios bioquímicos. Se ha obtenido' su secuencia primaria y se ha

mostrado que esta actina es propia del núcleo pues es diferente

de la actina muscular y de la citoplásmica (62).

Otros autores han encontrado miosina, actina y tropomiosina,

todas como proteínas contráctiles nucleares. Agunos autores repor

taron la presencia de a-actinina y de tubulina. Todas estas pro—

teínas forman casi el 38% de las proteínas no histónicas del nú-

cleo y pueden ser nuy importantes en los fenómenos de transporte

intranuclear de moléculas grandes (19, 63, 64).

Recientemente se ha visto que la matriz nuclear se asocia a

una proteína de 70 000 daltones, inducida por calor en céululas

cultivadas (5 minutos a 44°C). Esta proteína no se presenta en con

diciones normales y no reacciona contra anticuerpos nucleares pro-

ducidos a partir de -extractos nucleares y puede ser contaminante (56).

11.1.1,2,2 LÁMINA DENSA
La lámina densa o lámina fibrosa fue descrita por Fawcett en

1966 en el núcleo de algunos verteb-ados. La describió como una

costra de material denso a los electrones que recubre la cara in-

terna de la membrana interna de la envoltura nuclear (65 ) »

Actualmente se piensa que está formada al menos por tres prc_

teínas que conforman una red densa (23).

En experimentos de reasociación de membranas después de la

nitosis, se ha observado,que la lámina densa se origina a partir

de proteínas asociadas a la envoltura nuclear (66). A pesar de

esto, los componentes bioquímicos reales de esta estructura se co

nocen poco. Se cree que le da soporte y forma al núcleo pero ést'o

nc se ha demostrado experimentalmente.

1 1 = 1 . 1 , 2 = 3 CROMATINA
La cromatina representa s i ccmplejo desoxirribonucleoproteico

a par t i r del cual se llevan a cabo los fenómenos de la s íntesis de

proteínas (indjrectamente) y ce la herencia en cucariontes. Bioquímicamente está

formada per v.nidades repeti t ivas de DNA e h.i «tonas denominadas nu-

cleosoniB.s, Cada n\;o"' exsona •ncisee des >de cada una ce las nisto-
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ñas denominadas H2A, H2B, H3 y H4; posee además una histona de

unión, la Hl (20, 67, 68). Al"nucleosoma se asocian proteínas

que constituyen un requisito para que ocurra la transcripción,

como la HMG.. y la HMG 7 (proteínas del Grupo de Alta Movilidad,

High Mobility Group) (69) . Cuando el DNA está asociado a las historias

formando los nucleoscmas, es posible demostrar regiones hlpersensibles a~.\ ata-

que por algunas endonucleasas. Estas regiones tienen un alto contenido ce bases

A y T y se unen a IIMGK .El empaquetamiento del DNA en cromatins y

cromosomas , por intervención del nucleosoma, hace posible que el

DMA de eucaricntes sea mantenido dentro tíe un volumen relativamcn

te pequeño y que la función de éste a su vez, se conserve de nane-

ra coherente. Se ha postulado que la cromarina laxa o eucronatlna

y no la cromatina compacta o heterocroraatina,es la que representa

el estado morfológico transcripelonalmente activo del DNA. Esto ha

sido confirmado en múltiples ocasiones y se.ha establecido que qu¿

zá sólo la eucromatina de la región pericrcmatiniana, es decir,

]a que se encuentra en los bordes de cúmulos de cromatlna compac-

ta, es a partir de la cual se transcriben los RNAs asociados a las

FPC (71).

Los complejos de transcripción no nucleclares también han si_

do visualizados ultraestructuralmente y muestran similitud con

los del nucléolo (72, 73).

La estructura de la cromatina transcripcionaluiente menos ac

tiva o casi Inactiva, los cromosomas, ha sido estudiada en los

últimos años y se ha establecido que cada cromosoma posee un es-

queleto o "andamio" proteico de proteínas no histónicas. Estas

proteínas dan forma al cromosoma. En preparados de cromosomas ais_

lados y tratados con sulfato de dextran para eliminar las histonas

y heparina para dispersarlos, se observa que los componentes es-

queléticos constan de proteínas acidas que dan forma a la estruc

tura; e 1 DNA está distribuido en asas Individuales de 10 a 20 ¡jm

de largo, unidas al esqueleto proteico (74).

La relación entre las partículas nucleares y los procesos rae

tabólicos postranscripcionales llevaron a buscar algún tipo
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de convergencia entre estos dos aspectos.La convergencia directa

encentrada entre los estudios bioquímicos y morfológicos lle-

vo hasta los RNAs intranueleares de tamaño pequeño, ricos en

residuos de Uridina (UsnRNAs).

La técnica especifica que ha hecho posible detectar tal con-

vergencia ha sido la inmunocitoquímica ultraestructural. Se ha en

centrado que los UsnRNAs se asocian a diversas partículas intranu

oleares. Se sabe que de los varios tipos de UsnRNAs (Ul a U61, el

U3 se asocia al nucléolo, el U2 se asocia a cromatina y se cree

que puede intervenir en la estructuración de la misma. Los Ul, U2,

U4, U5 y U6 se unen estrechamente a las FPC, a los GIC, a los GPC

y a las FIC, por lo que se ha postulado su posible papel dentro

de la síntesis y procesamiento de los RNAK dentro del núcleo (75,

76, 77). Algunos autores han encontrado que los GPC sólo se aso-

cian al U6; el Ul se asocia abundantemente a las FPC. Otros auto-

res encontraron que en hepatomas y otros tipos celulares cultiva-

dos, la matriz nuclear y los GIC representan los sitios de mayor

cantidad de UsnRNAs. Los mismos autores, usando DRB como inhibi-

dor dé la síntesis de hnRNA , encontraron que este tratamiento

afecta la distribución denlas partículas detectablas por iniíiunoci_

toquímica ultraestructural, sugiriendo que hay una estrecha rela-

ción entre los UsnRNAs y las partículas RNP ricas en hnRNA C75).

El panorama mostrado indica que hay una relación íntina entre

las partículas RNP intranueleares, los UsnRNAs y ei procesamiento

postranscripcional de los RNAs, en particular del hnRNA o pre-mKNA

Esto pudiera sugerir que el compartimiento nuclear ha evoluciona-

do a partir de formas sencillas que puedan encontrarse en los gru_ •

pos filogenéticamente más antiguos. En este trabajo se toca, casi

exclusivamente el componente RNP, dejando un poco de lado el de la

cromatina. Es importante entonces hacer notar que el estudio inte-

gral del núcleo ayudaría a obtener correlación entre la morfología

y la bioquímica con la filogenia. Quíaá en este•organelo se dieron

los cambios oue resultaron en la diversidad fenotíuica eucarionte.
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11,1,2 PROCESAMIENTO POSTRANSCRIPCIONAL DEL mRNA
La presencia de envoltura nuclear en células eucariontes ha

permitido la separación del material hereditario del citoplasma y

esto ha llevado a la división de los seres vivos en precavientes y

cucarlontes. Esta compartamentalizaelón seguramente -favorece '1 o"3 f e_

nómenos de rccomblnacíón y posibilita en mayor grado la regulación

de la expresión gene Lica a nivel postrascripcional. En procariontes

la traducción es casi simultánea a la trascripción y ésta regulación

aún cuando se presenta, no es cela misma cómalejidad. La oportunidad

dealteración de los transcritos primarios dentro del núcleo trae cor;

sigo eventos conocidos como procesamiento o maduración postrancsrip_

cional del RMA. Durante este proceso, se modificar, cadenas grandes

de RNA antes de salir al citoplasma para acoplarse a la síntesis de

proteínas, Sin embargo, en procariontes se ha reportado también que

hay -un procesamiento postranscripcicnal de los RNA 5 de transferen-

cia , ribosoma1 y mensajero (78). En estos organismos, si bien es

más simple y de menos posibilidades, los transcritos primarios di-

fieren de los funcionales en varias cosas, por ejemplo, el rRNA que

posee la secuencia nucleotídicá de los 2 3S, 16S y !iS , también posee

la secuencia para algún tipo de tRNA, de tal manera que el RNA pri-

mario tiene que modificarse antes de hacer contacto con el aparato

traduccicnál. Se sabe que.los RNAs procariontes son procesados In-

cluso durante la transcripción por las endorrlbonucleañas denomina-

das III, E, F y ? y por una exonucleasa, la D,

El aparato transcripcional tiene mayor complejidad en eijcarlon

tes. En procariontes una sola RNA polímerasa cataliza la síntesis de

RNA uniéndose a una secuencia específica de DNA conocida como promo

tor, A partir de este sitio de Iniciación, la cadena crece en di-

rección 5 '•- > 3' hasta alcanzar una señal de terminación dende se

libera. En eucariontes hay tres RNA polimerasas, una para cada tipo

de RNA. La RNA polimerasa II cataliza la formación de los RNA mensa

jeros, la RNA polimerasa I la formación de los rRNA 28S, 13S y ñ.SS

y la RNA polimerasa III la formación de los tRNA-y del rRNA 5S (79).

Los sitios de reconocimiento de las RNA pelimerasas I y II ha-

cia la molécula de ácido desoxirribonucleico son de alguna manera
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similares a los de la RNA pcliir.erasa bacteriana, esto es , existe

usn secuencia rica en bases A '•] T, aproximadamente unos 35 nucleó-

tidos per detrás del sitio ce iniciación de la transcripción, esen

cial para comenzar.! a, denominada TATA "box" o Goldberg-Hogness

''box" { 7C) . además de otras secuencias relevantes como el enhancer,

El RNA recién sintetizado es empacado casi inmediatamente en

RNP C8í:). Estas partículas RNP representan sitios de almacén y/c

Lransporte, degradación y procesamiento postranscripci ona 1 intra-

nuclear de RNA (7).

En este estudio describiremos principalmente el procesamiento

postranscripcional de los RNAs mensajeros que implican mcdificacio_

nos covalentes.

El gene y -as características universales de tipo molecular

de su producto transcrito cono RNA mensaj ero se ilustra a continua

ción y se detallan en el texto.

DMA

RNA polimerasa TI —•

! promotor i n i c i o FIN

enhancer Í 2 1 D L }

LÍDER

TATA
+4+H1H S-

EXON INENTRÓN [ EXON HÍTR0N EXON

TRAILER

'caí?" —v útil en la iniciación de la traducción
poli-A -*- estabiliza mRNA

secuencias que no se

•traducen i

htóNA mctpppG FXCN CU INTRON AG EXON AAAAAAA
AÜG UAA

UAG
AGA
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pcl.i-A

150-200 A
UAUUU

20 nucleótidoK antes

de GC
AUG EXONES UAA

rRNA "cap" met DppG 5T —4- h — AAAAAAA 3 ' po l i -A
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La formación de un RNA mensa]ero activó en la síntesis de

proteínas,implica una serie complej a de eventos que incluyen la

iniciación y terminación de la transcripción, "capping", instila-

ción interna, poliadenilación, "splicing" y transporte citoplás-

mico. A continuación describiremos en más detalle el "capping11,

ia poliadenilación y el ''splicing".

II.1.2.1 "CAPPING" O METILACIQN DEL EXTREMO 5'
Los transcritos primarios de mRNA intranuclear se denominan

RNA heterogéneo nuclear o RNA premensajcro, hnRNA o pre-mRNA res-

pectivamente. Antes ce dejar el núcleo se asocian a proteínas,

conformando ribonucleoproteínas heterogéneo nucleares (hnRNP). Las

modificaciones co va lentes que sufre este RNA antes de salir al ci_

toplasma son la adición de un "capuchón" o "cap" en el extremo 5'

de la molécula, la adición de una "cola" de ácido poliadenílico

(poli-A) en el extremo 3' y la eliminación de secuencias no codi-

ficantes o intrones C"sclicing").

En 1974, Reddy estudió los RNAs 4S y 8S de bajo peso molecii

lar en hepatomas. Al obtener la secuencia de nucleotidos de es-

tas moléculas, encontraba un residuo nucleotídico de guanosina

hipermetliada en el extremo 5' (2, 2, 7 trimetil guanosina), uní

do a adenosina metalada mediante un enlace 5'-5r pirofosfato(81).

Actualmente se sabe que esta estructura molecular es probablemen-

te de ocurrencia universal en eucariontes y se denomina como gru

po 7-metilguanosina (m6pppAmpAp). Este grupo metilado es interno

en tRNA y no existe en rRNA, El grupo 7-metilguanosina le da esta.

bilidad al mRNA en el citoplasma pues impide su degradación. El-

"encapuchamiento" o "capping" ocurre en el extremo 5' de la mole_

cula y consiste en la adición de un grupo rr.7G( 5 ' )ppp( 5 ' )N (aquí,

lí es un residuo nucleotídico . cualquiera).

En el esquema a continuación,se muestra cual serla la es-

tructura de el "cap" y como estaría unido al resto de la mo-

lécula de hnRNA
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7-detilguanosína . extremo 5T del TORNA

HO OH

puente trifos-

fato 5'-5'

cap1

P-CH

El extremo 5' es encapuchado antes de que se transcriba "toda

la cadena y se cree que ocurre antes de que se transcriban los pri^

meros 20 nucleótidos; la reacción es catalizada por enzimas que se

asocian a la RNA polimerasa II. El complejo enzimático consta de

una guanidil transferasa de RNA mensajero que une el "cap" a GTP y

-la metiltransferasa de mRNA que metilá el residuo de guanina en la

posición 7 (81).

Se ha demostrado que el "cap" es necesario para la unión efi-

ciente al ribosoma y para la iniciación de la síntesis de proteí-

nas pues ésta comienza en el primer triplete AUG después del "cap" (21).

Se ha visto que la interacción entre el "cap" y la proteína

receptoras del riboscna ocurre entre los electrones del aminoácido

triptofano y los derivados de la 7-metilguanosina, en especial',

,de la guanina metilada en el nitrógeno de la posición 7. Se ha

propuesto también que el "cap" impide la degradación nucleolítica

del hnRNA y del mRNA (82),
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íí,1,2.2 ADICIÓN DE LA "COLA" DE POLI-A EN 3'
•La poliadenilación o adición de la "cola" de ácido poliadení-

lico (poli-A) en el extremo 3' de la molécula de hnRNA, ocurre una

vez que se ha sintetizado el precursor molecular del RNA mensajero.

El proceso es mediado por una poliadenilasa que añade de 100 a 200

residuos de ácido adenilico, poli-A, en el extremo 3T .

íío se conoce exactamente la función de esta estructura pero

se ha postulado que le da estabilidad al RNA mensajero y que fav£

rece la salida del mismo al citoplasma (21). Por _e j emplo , en cepas-

celulares infectadas con mutantes virales de SVHO, deficientes en

el transporte de RNA, no se encuentra la "cola" de poli-A (83).

Las proteínas asociadas a la "cola" de poli-A son diferentes

entre los mRNA y los hnRNA (84). Una vez en el citoplasma, la "co-

la" de poli-A puede seguir dos rutas: se reduce de tamaño si se aso

cia a polisomas o bien permanece de igual tamaño si se acopla a ri-

bonucleoproteínas libres. Esto puede indicar que esta estructura

juega un papel importante en la estructura y estabilidad del "hnRNA

(85).

La poliadenilaci&n y el fenómeno mencionado a continuación

("splicing") ocurren dentro de partículas RNP; sin embargo, la for

mación de estas partículas no depende de esos fenómenos (80).

11.1.2,3 "SPLICING" O ELIMINACIÓN DE INTRONES
Los experimentos con uridina tritiada sobre transcritos pri-

marios de hnRNA durante períodos cortos de tiempo,llevaron a esta-

blecer que éstos son inestables dentro del núcleo y que decrecen

rápidamente en tamaño. Solo el 5 % de este RNA abandona el organe

lo nuclear y el resto es degradado dentro del compartimiento (21).

Este descubrimiento, junto con el de los gene partidos (split ge-

nes) en 1977, realizado al estudiar la biosíntesis de mRMA viral

en células infectadas con ade'novirus 2 y el uso de la tecnología

de DNA recombinante llevaron a establecer que la mayoría de los

genes estructurales de eucariontes no son colineales con sus pro-

ductos sino que contienen secuencias de interrupción en las que

no está codificado algíin mensaje para proteínas (86, 87). Las re-
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giones que tienen cod-i f icadas las secuencias de mRNA se denominan

exones y están interrumpidas por secuencias en las que no está c£

dificado algún mensaj e para aminoácidos , denominadas introñes C 88 ).

Se han descubierto genes partidos en genomas virales, en cromoso-

mas de eucariontcs, en rRNA, tRNA, en genomas mitocondriales y de

cloroplastos, pero no en pr-ocariontes. Actualmente se acepta que

el genoma de eucariontes presenta genes partidos, a excepción de

algunos casos, como el de los genes de histonas (89). Con este des_

cubrimiento se hizo patente la existencia de otra reacción de pro_

cesamiento y se comenzó a especular sobre como es el fenómeno de la

eliminación de los intrones o "splicing"

El fenómeno de "splicing" ayuda a explicar algunos hechos que

parecían poco razonables. Uno de ellos era el por qué si el 7 o 10%

del DNA es transcrito, sólo el 1 o 2% sale del n tic le o. También

explica por qué algunos transcritos de hnRNA mucho más grandes que

sus productos maduros de mRNA son acortados significativamente (21).

Se ha postulado también que los genes partidos sean en reali_

dad "ID in i genes" y que cada exón codifica para cierta parte fun-

cional de la molécula proteica (88).

La importancia de los intrones o de los genes partidos aún

está por aclararse en su totalidad, sin embargo, se ha intentado

explicar el fenómeno de "splicing'' por diferentes mecanismos.

El mecanismo de "splicing" debe tener dos fases como mínimo:

una en la que se separaen las uniones intrón-exón y otra en la

que se unan los exones resultantes. Aún cuando no se conocen las

enzimas que realizaran tales actividades, es posible, cbn los avan

ees actuales, tratar de hacer modelos. En el estudio de las secuen

cias no codificantes, resaltan varios hechos importantes:

Parece que las secuencias nucleotídicas que unen un intrón a

un exón son estructuras universales, conservadas en la evolución

pues se presentan las bases GU del lado del extremo 5'de la molé-

cula de hnRNA y las bases AG del lado 3'; el sitio de "splicing"

se presenta en lugares de secuencias repetidas (89). Se ha visto

que pacientes con una 0 -talasemia, enfermedad que consiste en la sín-

tesis deficiente de /3 -globina en la hemoglobina de adulto, presen
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tan una mutación en la secuencia conservada de unión exón-intron

del lado 5 ' , la cual impide el procesamiento adecuado de. la no leí

cula (90).

Los intrones fluctúan de 100 a 1DC0 nucleótidos de tamaño (211

También se ha observado que entre las bases de unión ex5n-intrón

y algunas regiones de RNA de bajo peso molecular contenido en imENl

hay complementar!dad. Estos RNAs son los ya mencionados UsnRNAs.

Los U-snRNAs fueron estudiados per primera vez por Maramatsu

en 1968. Los descubrió al a .i slar RNAs nucleolares con coeficien-

tes de sedimentación KS y 8S y observo que eran diferentes a los

rRNA y a los tRMA. Por tener gran cantidad de ácido uridíüco les

llamó U-RNA y por ser pequeño y estar dentro del núcleo los deno-

minó como sn (small nuclear). Los U-snRNAs pequeños, con alto con-

tenido de ácido uridílico y que se presentar, en virus, en procarion—

tes y en eucariontes, poseen de 90 a 4-00 nucleotidos y se presen-

ta-cerca de un millón de copias por célula. Son moléculas estables

que se .localizan en compartimientos específicos: U3 en el nucléolo,

Ul, U2 , IJJ+, US, 115 y La '+. 5S en el nucleoplasma y en ocasiones en

el "citoplasma. Los Ul a U6 son sintetizados por la RNA polimerasa

II; los otros por la RNA polimerasa III. Los Ul a U5 tienen un

"cap" de trimetilguanosina; en el Ü6 CE distinto. Todos se asocian

a RNP y a precursores de hnRNA. La secuencia para cada uno de los

U-snRNAs es casi universal entre las diferentes especies, es decir,

se ha conservado en la evolución, quizá por su papel importante

aún no esclarecido, Este- hecho y el que sea el Ul si que se presen
i

te en mayor concentración dentro del núcleo ha llevado a pensar

que tal vez exista una relación sntre el Ul y el fenómeno de "spli.

cing" ya que se ha visto que una parte de la cadena de Ul-snRNA es

complementaria a los sitios de unión exón-intron (91-94).

En el esquema que se muestra a continuación se ilustra la se-

cuencia de bases o estructura primaria de la molécula de Ul-snRNA

En el extremo 5' se ve la estructura del "cap" trimetilado y se

encierra en líneas negras a les primeros 21 resjdúos nucleotídicos

que se aparean con los sitios de unión entre el exen y al intrón,

como se verá en un esquema más adelante.
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pm3 G

p 10 ' * 20 í . 30 40 50
p AUAC ACC ÜGGCAGGGGA GAUACCAUGA UCACGAAGGU GGUUUUCCCA

uijn

60 70 SO 90 100
GGGCGAGGCU UAUCCAUUGC ACUCCGGAUG UGCUGACCCC UGCGAUUUCC

110 120 130 m o 150
CCAAAUGCGG GAAACUCGAC UGCAUAAUUU GUGGUAGUGG GGGACUGCGU

160 165
UCGCGCUCUC CCCUG0E

Secuencia de bases del Ul-snRNA. Hasta el nucleótido nú-

mero 21 la secuencia es complementaria concia unión intrón-exón.

Al aislar algunos tipos de U-snRNPs se ha encontrado que hay

alrededor de 10 proteínas distintas, dos de las cuales se unen és_

trechamente con el Ul-snRNA. La mayoría de los U-snRNAs, salvo el

U3, son inmunoprecipitables por antisueros de Zupu¿> eritematoso

sistémico (95). Por ésto, se representan dos antígenos, designa-

dos: RNP, que se asocia a Ul y tiene siete proteínas distintas.El

otro es Sm y parece ser una proteína; se asocia a Ul, U2, UH, U5 o

U6.

Tenemos varias evidencias que apoyan la participación de

la molécula de Ul-snRNA en la eliminación de intrones: a) el extre_

mo o1 del Ul RNA es complementario a la secuencia conservada du-

rante la evolución de los sitios de unión intrón-exón en el hnRMA,

b) Cuando se incuba el Ul RNA purificado, bajo condiciones de ni-

bridización, con una secuencia de DNA de 16 nucleótidos que imi-

ta la secuencia, conservada, se hibridiza una secuencia corta en

el extremo 51 del Ul, c) in v^vo, el Ul está fuertemente unido a

hnRNPs, d) la actividad estimulatoria del "splicing" copurifica

con snRNP en experimentos donde cierta fracción nuclear conocida

como S100 es purificada por cromatografía sobre columna de inter-

cambio iónico y columnas de filtración con gel, e) entre snRNA y
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hnRNAs hay enlaces de hidrógeno-, f) los Ul a los que se les ha cor

tado un fragmento del extremo 5r, no se unen a hnRNP, g) el "spli-

cing" es inhibido si se preincuba el hnRNA de adenovirus en célu-

las HeLa con anticuerpos para anti-Sm o anti-RNP (91-94).

Además de los U-snRNAs, en el "splicing" también participan

iones como el magnesio (Mg ), el ATP y ciertas proteínas no carac

terizadas (96). A pesar de que no se han caracteriaado estas pro-

teínas que intervienen en la eliminación de los intrones, hay evi-

dencias que apoyan el hecho de que sí intervienen proteínas en el

mismo. El "splicing" es abatido por calor o por tratamiento con

proteinasa C 96).

Se ha propuesto que lo importante de la molécula de Ul es su

estructura secundaria puesto que en moléculas de Ul que difieren

en su secuencia de n«cle6tidos, se efectúa el "splicing". Esto su

giere que su estructura secundaria puede ser similar.

Algunos autores han sugerido que el mediador del fenómeno de

la eliminación de los intrones es una "madurasa1' que está codifi-

cada en los intrones mismos (97).

De acuerdo a lo anteriormente dicho, el modele más aceptado

para el mecanismo de la eliminación de los intrones se muestra en

el esquema siguiente (21, 91).

Secuencia del Ul-ftníMA

que se complementa cor

la hebra de hnRNA.

Sale intron
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En este modelo, el asa formada mantiene unidos los extremos

de los exor.es adyacentes, facilitando el proceso de rompijr.iento .

y unión mediado por enzimas aun desconocidas. El Ul-SnRNA, de 165

nucleótidos se coir.plementa con la unión exón-intrón en alguna par

te del comienzo de la cadena. La complenentaridad deja juntos el

brazo aceptor {exón 2) y el brazo donador C exon 1) , como parte pr-e

iiminar del "splicing". No se sabe cómo un solo brazo aceptor se

une a un solo brazo donador, pero debe ocurrir ce esta manera; en

caso de no ser así, las proteínas serían construidas baj o un caos

total pues la recombinación de exon es sería posible y no se man-

tendría un orden.

En experimentos con intermediarios del fenómeno de "splicing:"

se observa que el primer fenómeno detectable es el rOTr.p̂ m.iento de

la unión exen-in trón cerca del extremo 5f (98) . Otro estudie su-

giere que la secuencia de eventos es: la modificación interna ce

los intrones, el rompimiento del extremo 5' "y el rompimiento del

extremo 3'. Posteriormente se ligan los extremos de los dos exo-

nes (9S) . Actualmente la investigación se centra en la bu. o queda

de las enzimas del "splicing".

II.1.2.4 PROCESAMIENTO DE OTROS RNAB
En los RNAs de transferencia y ribcscmal no hay "cap", no hay

poli-A ni intervienen, salvo en el nucléolo, los U-snRNAs.

En el tRNA, donde también hay intrones, la reacción de eliira

nación lleva dos pasos que requieren ííg y ATP C 89 , luu-±O¿ ) .

En el rRNA no hay intrones pero interviene el U3-snRKA que

actúa sobre ciertas secuencias para producir, a partir del precur-

sor pre-rRNA .'I5S, los rRNAs maduros 23S, 18S y 5.8S. El U3 actuaría

sobre el precursor 3 2S para originar el 28S, en un mecanismo simi-

lar a la eliminación de los intrones (91, 103).

En mítocondrias y cloroplastos, los RNAs sufren modificacio-

nes similares a las de los eucariontes, salvo que no intervienen

los U-snRNAs y las secuencias de unión exón-intrón no son GU ni AG.

Sin embargo, se producirían las mismas asas que se proponen para el

Ul y el hnRNA. No se conoce mucho sobre el mecanismo ni los elemen

tos involucrados en el "splicing" de estos tipos de RNA Í89, 104).
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II.1.3 FILOGENIA
La historia evolutiva de los eucariontés ha sido estudiada

por muchos autores y la teoría más aceptada actualmente es la

que considera que se originaron al mismo tiempo que divergieron

las arquebacterias y eubacterias , (105) ,a partir de procariontes

no fotosintéticos de tipo ameboideo que por una serie de simbio_

sis produjeron un organismo ameboflagelado que se volvió sexual.

Así, estos originarían un protoctista holozoico que seria el an_

cestro de los metazoarios (106). El cloroplasto derivaría de una

cianohacteria simbiótica en un protozoario fagotrófico en tanto

que la mitocondria derivó quizá de bacterias aeróbicas simbión-

ticas(lG7, 108, 109), Se piensa igualmente que los cilios y flage-

los y las estructuras relacionadas con éstos se formaron a par-

tir de endosimMoñtes del tipo espiroqueta (107), El origen del

núcleo es aún menos claro. La teoría más aceptada es la que pos

tula que se originó por una serie de invaginaciones de la mem-

brana plasmática que englobaron el material genético en un com-

partimiento como protegiéndolo del oxígeno venenoso que incremen

taba su concentración en la tierra {.109). El origen de la pluri-

celularidad seguramente trajo como ventajas a los organismos, el

que la maquinaria celular estuviera repetida, lo que haría vivir

más al organismo de tal forma que puede dejar mayor descendencia

al haber células especializadas dedicadas a una actividad parti-

cular de síntesis (110).

De los H5 phyla de Protoctista considarados actualmente (111)

los Chytridiomycota son los que más se relacionan con los posi-

bles ancestros de los animales (108). No obstante, al parecer los

Karyoblastea representan los eucariontes más primitivas en la ac

tualidad pues poseen núcleo pero no tienen organelos sino bacte-

rias perinucleares escenciales para la obtención de energía. No

presentan mitosis pero almacenan glucógeno (108).

Se han postulado varias teorías para el origen de los ani-

males :

La teoría Sincicial considera que un grupo de ciliados mul-

tinucleados representa al grupo ancestral que produjo una serie
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de membranas1 que compartamentalízaron el material celular. La teo

ría se apoya en que algunos ciliados actuales presentan simetría

que se puede considerar bilateral y tamaño semejante al de algunos

platelmintos. Esta teoría presenta, entre otras objeciones, la fal

ta de celularizaciSn en la ontogenia de grupos actuales de inver-

tebrados y el.que otros grupos presenten espermatozoides flagela-

dos.

La teoría colonial acepta que un grupo de flagelados colonia_

les originó un grupo multicelular por espccialización e interdepen

dencia de algunas células. Las evidencias que presenta son, por

ejemplo, el que los metaaoarios actuales_ poseen espermatozoides

flagelados y el que grupos como las esponjas tienen células somá-

ticas- flageladas. La teoría ademas acepta que un metazoario ances-

tral del tipo de los fitoflagelados era de tipo colonial y formaba

una esfera hueca que posteriormente dio lugar a un grupo de célu-

las flageladas superficiales, en el eje anteroposterior. Esto for

maría células somáticas y reproductoras en diferentes sitios del

organismo, conformando lo que se ha llamado la btaitua., que posi-

blemente está representada ontogénicamente por la blástula embrio_

naria. La bta.&tza pudo invaginarse y dar lugar a una gástrula que

es similar en morfología a la de los organismos de los phyla Pori

fera y Cnrdaria. De esta forma, el ancestro conformaba una esfera

hueca bilateral que daba origen a una ga¿tsi&.a de tipo ovoide y de

simetría radial j con las células del exterior flageladas y curnplien

do la función de nutrición y reproducción. Esto formó seguramente

un ancestro planuloide similar a la larva plánula actual de los

Cnidaria (112, 113) (ver esquema 2).

Recientemente se ha descubierto a TKÁ.choptax adhanfinni, que

es un organismo colocado en el phylum 2 del grupo de los Parazoa

(108, 112). Este organismo se considera actualmente el metazoario

más primitivo debido a su organización corporal aplanada, a la pre_

sencía de dos capas externas , a la presencia de células epitelia-

les flageladas mezcladas con células estrelladas que semejan un

mesénquima y a otras características como son la reproducción

asexual por fisión y gemación y la presencia de lá cantidad de DNA

menor que en cualquier otro metazoario.
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Desde la aparición de los primeros eucariontes hace aproxima-

damente moo millones de años (6, 108), la diversidad del mundo

vivo se ha incrementado principalmente por fen5menos complejos de re

carldnación génética£i hemos de considerar que la Tierra se originó

hace unos 4500 millones de años y que los primeros seres vivos del

tipo procarionte aparecen probablemente hace unos 3500 millones

de años, bastaron sGlo unos 1000 millones de años para la apari-

ción de la vida en el planeta. Los primeros eucariontes aparece

rían después de 2100 millones de años de evolución procarionte.

La aparición de los primeros metazoarios se fecha en aproximada-

mente 700 millones de años atrás (6, 103, 110), Es interesante

notar que en la Tierre pasaron 1000 millones de años,desde su or.i

gen, para que se produjeran seres vivos ;procariontes; a partir de

éstos pasaron 2100 millones de años para que aparecieran los euca

riontes; la evolución de los eucariontes íue de sólo 700 millones

de -años para que se originaran los animales pluricelulares. De

aquí se observa que, para la aparición de los procariontes en la

Tierra pasó relativamente poco tiempo pero para la aparición de

los eucariontes tuvieron que pasar más años. Sin embargo, una vaz

que aparecieron éstos últimos, la diversidad del mundo vivo se in

cremento muy rápidamente (ver esquema 20.

Los 700 millones de. años de evolución animal llevaron a la

formación de los 32 phyla actuales y a su gran diversidad (108).

Por ésto, no es de extrañar que los organismos actuales presenten

relaciones filogenéticas que señalen su posible historia evolutiva.

Los organismos utilizados en el presente estudio se relacio-

nan filogenéticamente de acuerdo al esquema 2. Se han ordenado con

base en caracteres filogenéticos clásicos como son la embriología,

la morfología. la paleontología, etc. Se pretende con este esque-

ma abarcar gran parte de los niveles.de organización animal que

permitan obtener alguna correlación con los aspectos nucleares

estudiados.

Recientemente los estudios bioquímicos y moleculares con en-

foque evolutivo nos llevan a pensar que hay rasgos universales en

todos los seres vivos. Para su metabolismo, todos obtienen ener-
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gía del sol o bien, indirectamente de éste a partir de moléculas

alimenticias en forma de ATP. Los sistemas replicativos están ba-

sados en moléculas de DNA o RNA (114). Se observa poco cambio bio_

químico en cuanto a procesos como la fermentación, la respiración,

la fotosíntesis, así cómo en cuanto a las enzimas que intervienen

en estos procesos. Además, se ha llegado a entender que los cam-

bios moleculares ocurren principalmente en las partes que no al-

teran la función esencial de las moléculas (115-119). De esta ma-

nera, los cambios en dichas partes pueden ser útiles para estable_

cer relaciones filogenéticas.

Este tipo de estudios, enfocados principalmente a la obten-

ción de secuencias de ácidos nucleicos y de proteínas han llevado

a proponer algún tipo de correlación con los árboles filogenéti-

eos establecidos con base en caracteres tradicionales (115). Sin

embargo, en ocasiones se presentan resultados distintos. Trabajar^

do con RNA ribosomal 16S, se ha observado que dentro del grupo

de los procariontes se presentan dos grandes grupos que divergen

más entre ellos que cada uno con los eucariontes. Las arquebacte-

rias presentan más rasgos eucariontes que las eubacterias, como

son, la presencia del rRNA 16S más parecido al 18S citoplásmico

de eucariontes que al 16S bacteriano, la presencia de un citocro-

mo b. similar al de retículo endoplásmico y al de la membrana

plasmática de eucariontes, la presencia de una proteína tipo his_

tona denominada HTa unida a DNA, con una homología del 8 9% con

la H2A y H3 conformando una estructura de tipo nucleosoiiia, la pr>e_

sencia de una proteína de tipo actina que es inhibida por citoca-

lasina B y que es reactivada por ATP, presencia de un glucopépti-

do similar al de la cubierta celular de eucariontes, una ruta pa-

ra la síntesis de 8-carotenoides como la que se presenta en vege.

tales, intervención de la metionina para el inicio de la

síntesis de proteínas, la presencia de una proteína similar a al_

guna de los ríbosomas de eucariontes. Además se ha postulado que

las arquebacterias podrían haber intervenido en la formación del

núcleo puesto que éste presenta genes eubacterianos que proven-

drían de mitocondrias y cloroplastos y algunos genes arquebacte-

rianos (105, 107).
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En estudios similares al presentado aquí, pero trabajando con

la colágena desde el punto de vista bioquímico, se ha encontrado

que la estructura básica de la molécula, como es por ejemplo, la

triple hélice, el contenido de glicina y los pesos moleculares

cercanos a 300 DO0, no cambia en la evolución pero sí en caracte-

rísticas particulares que posiblemente no alteren su función pri-

mordial dentro del tejido conectivo o de la cubierta cuticular.

Aún así, se postula que la colágena presenta dos líneas evolutivas:

una que formaría las de la cutícula y otra formaría la del tej ido

conectivo (120). Este tipo de estudios entonces muestra que la mo-

lécula se conserva en la evolución en cuanto a función pero no en

cuanto a estructura molecular fina.

Estudiando la variación de los pesos moleculares de los rRNAs

18S y 28S entre protostomados y deuterostornados, se ha mostrado que

el 18S no varía entre estos grupos y que el 26 S es de menor tamaño

en los protostomados (121). Así, los ribosomas de un grupo y otro

son diferentes.

El esquema 2 resume lo mencionado anteriormente y trata de in

tegrar el conocimiento filogenético de una manera general, con ba-

se en diferentes autores (105, 108, 110, 122-124).
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III, MATERIAL Y MÉTODO

III.1 PROCESAMIENTO DEL MATERIAL PARA SU OBSERVACIÓN AL MICROSCO-
PIO ELECTRÓNICO

Algunos organismos de los phyla Porifera, Cnidaria, Nemertina,

Annelida, Sipunculoidea, Hemichordata y Chordata Cphyla Al, A4, AS,

A19, A26, A28 y A29 según Margulis y Whittaker (108)) fueron proce-

sados para microscopía electrónica de acuerdo al siguiente procedi^

miento:

Para el caso de los 6 primeros phyla, se realizaron k colectas

en la zona arrecifal de la Isla Sacrificios, Veracruz.Para su obser_

vación al microscopio electrónico, se procesó la pared corporal de

los diferentes animales con el objeto de conservar células de los

tejidos epitelial, conjuntivo y muscular. Los cortes fueron fijados

durante 2 o 3 horas a temperatura ambiente en glutaraldehído al 2.5%

amortiguado en agua de mar filtrada o en fosfatos 0.16M, pK 7.2.

Algunas muestras fueron postfijadas con tetraóxido de osmio al 1%

después del enjuague con amortiguador. Posteriormente todas las

muestras fueron colocadas en alcohol etílico al 70% durante 24 ho-

ras con el objeto de iniciar la deshidrataeión y conservar los cor-

tes para su procesamiento posterior en el laboratorio.

La deshidrataeión se realizó en una serie de alcoholes etíli-

cos graduales de 70%,80%, 96% y 100%. durante 20 minutos cada uno,

a excepción del alcohol de 10 0%, el cual llevó tres cambios. Algu-

nas muestras fueron deshidratadas comenzando con alcoholes de 30%

y 50%. Después de la deshidrataeión se utilizaron tres cambios,de

20 minutos cada uno, con óxido de propileno como agente interme-

diario.

La preinclusión se llevó a cabo por el procedimiento rápido

para tejidos blandos, es decir, con una mezcla de óxido de propile-

no-glicideter 100, en proporción 1:1 durante 24 horas a temperatu-

ra ambiente. La inclusión se efectuó en una mezcla dura de resina

epóxica Cglicideter 100) durante 24 horas a 60°C.

Del phylum Chordata se procesaron organismos de los subphyla
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Cephalochordata y Vertebrata, De Éstos últimos se procesaron peces

y anfibios. Los cefalocordados fueron proporcionados por el Labor>a_

torio de Invertebrados de la Facultad de Ciencias de la U.N.A.M.

Estos fueron colectados en Bahía de Platanitos, Nayarit y fijados

en formol al 10% Cformalina) durante una semana. Posteriormente se

refijaron en glutaraldehído al 2.5% amortiguado en fosfatos 0.16M,

pH 7.2 durante 2 horas. De estos organismos se utilizaron células

del intestino y del tejido conjuntivo.

Los peces fueron colectados en una granja de truchas y se pro

cesaron de la misma forma que los cefalocordados, pero no fueron

fijados en formol. Se utilizo tejido hepático por su facilidad de

trabajo y porque se puede comparar con el núcleo de mamíferos, el

cual es bien conocido.

Para el caso de los anfibios, las ranas fueron obtenidas del

bioterio de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la

U.N.A.M. También se utilizó hígado y se procedió igual que en cefa_

locordados y peces.

Todas las muestras de Chordados fueron deshidratadas e inclui-

das de acuerdo a lo descrito antes para los invertebrados.

Una vez incluidas las muestras en resina, todas fueron corta-

das en un ultramicrotomo MT-1 o MT-2« Los cortes semifinos de apro-

ximadamente 0.5 ym de espesor,fueron teñidos con una solución de

azul de toluidina y bórax, ambos al 1%. Una vez localizados los

núcleo de las células, se realizaron cortés ultrafinos dé BQ a 100

nanometros de grosor. Estos fueron colocados en rejillas de cobre

cubiertas de formvar al 0.3% y contrastadas de acuerdo a la técni-

ca de contraste regresivo preferencial para ribonucleoproteínas de

Eernhard (3). Se utilizó un contraste con acetato de uranilo al 3%

durante 1 a 5 minutos. Posterior al enjuague se aplicó la solución

de ácido etilendiaminotetraacStico (EDTA) durante 5 a 22 minutos.

Finalmente se utilizó una solución de citrato de plomo al 3% duran

te 1 a 2 minutos.

Los cortes postfijados con tetraóxido de osmio se contrastaron

con la técnica habitual de doble tinción con uranilo--plomo, duran-

te 20 y 10 minutos, respectivamente.
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Las electromicrografías fueron tomadas a diferentes aumentos

en un microscopio electrónico EM-9 o EM-10, Cari Zeiss, a 60kV.

Las fotografías fueron analizadas morfome"tricamente utilizando ver

niar y planímetro C125). Los datos se procesaron estadísticamente.

111,2 MORFOMETRÍA
Una vez. localizadas las estructuras ribonucleoproteicas intra.

nucleares, se midió el diámetro de los GPC, de su halo circundante

considerando la medida desde el borde del mismo halo y se midió tata—

bien el diámetro de los GIC. La conversión numérica a Angstroms(A)

se efectuó realizando la medida en milímetros y dividiéndola entre

el aumento final de la foto. Después este resultado se multiplicó

por el factor de conversión (en este caso, para convertir milímetros
o

a A, es de 10 ). Los datos para los GPC, su halo y para los GIC fue_

ron comparados,en cada caso, por el método del análisis de varianza.

Se midieron también ares nucleares, nucleolares y cromatínicas

utilizando un planímetro. El factor de conversión fue similar al

usado en la medición de los diámetros, pero el valor en centímetros

cuadrados fue dividido entre el aumento final elevado al cuadrado.

Este análisis, debe mencionarse, para el caso de la cromatina., se

llevó a cabo sobre los manchones blanqueados por el uso de la téc-

nica de contraste preferencial para RNP.



IV. RESULTADOS

Todos los núcleos observados en el presente estudio tienen va

rias características ultraestructurales en común con el núcleo ce-

lular interfásico estudiado previamente en mamíferos; difieren por

lo tanto, de los núcleos de algunos protoctistas ya analizados. Ta

les características son: a) la presencia de una estructura nucleo-

lar con regiones fibrilares y granulares, aún cuando es evidente

que en los invertebrados estudiados en el presente trabajo este or_

gánelo es compacto y pequeño; en los vertebrados es de tipo núcleo^

lonemal s b) la presencia de partículas ribonucleoproteicas cono f_L

bras y granulos pericroirtatinianos (FPC,CPC), fibras y granulos in-

tercromatinianos CFICjGIC) y una matriz ribonucleoproteica en el

espacio nuclear (Tabla 1),

Los GIC no se presentan en cúmulos en los invertebrados y apa_

recen individualmente en el espacio intercromatiniano, en medio de

una red de RNP; presentan un"diámetro característico de entre 200
o

y 300 A (Gráfica 3) sin diferencias significativas entre les dife_
rentes grupos estudiados (p > 0.05) (Tabla 4). Los GPC oscilan en

o

tre 400 y 500 A de diámetro y tampoco muestran diferencias signi-

ficativas entre los diferentes grupos (p > 0.05) (Gráfica 1, Ta-
o

bla 2). El diámetro para el halo de los GPC va de 163 a 209 A (Grá

fica 2) y no nuestra diferencias significativas entre los diferen

tes grupos (Tabla 3).

Con el obj eto de correlacionar el tamaño de los diferentes grâ

nulos y del nucléolo con el área nuclear, área nucleolar y área

ocupada por cromatina compacta, se realizaron mediciones que per-

mitieron saber que en los diferentes grupos, el área nuclear ocu-

pada por nucléolo es del 2 al 12 % y el área ocupada por cromati-

na compacta es de un 26 a un 76 % (Tabla 1, Gráficas 4 y 5).

Aún cuando este trabajo se enfoca en el estudio de las partí,

culas ribonucleoproteicas intranucleares no núcleolares, fue posi_

ble observar ciertas características en cuanto a la arquitectura

nuclear en general. Estas•características son, como se observan por
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la"técnica convencional de contraste con uranio y plomo y ocasio-

nalmente por la técnica del ácido fosfotúngstico CPTA) , la presen.

cia de una doble membrana nuclear conformando la envoltura nuclear

la presencia de una lámina densa, muy notoria en esponjas, la pre-

sencia de ribosomas unidos a la cara externa de la membrana exter-

na de la envoltura nuclear,

A continuación se describen con más detalle los núcleos de los

diferentes organismos. En la Tabla 1 se resumen estos datos.

IV.1 PORIFERA
Presenta nucléolo pequeño y compacto, rodeado de croinatir.a pe_

rinucleolar y compuesto principalmente por estructuras granulares;

ocupa un 6% del área nuclear. Las FPC y las FIC están presentes;
o

los GPC presentan un diámetro promedio de 439 + 119 A y están ro-
o

deados por un halo claro cuyo diámetro promedio es de iSG + 53 A,
o

Los GIC son de aproximadamente 279 ± 54 A y se presentan individua.

les y mezclados con una red ribonúcleoproteica que llena el espacio

nuclear. El afea ocupada por cromatina compacta dentro del núcleo

es de un 2 6%. Se observan ribosomas adosados a la periferia exter-

na de la envoltura nuclear, así como la presencia de una lámina den

sa adherida a la cara interna de la membrana interna de la envoltu

ra (Figura 1).

IV,2 CNIDARIA
Nucléolo pequeño y compacto, con cromatina perinucleolar y ocu

pando un 6% del área nuclear. Presenta FPC y FIC. Los GIC, que se
o

encuentran aislados, miden aproximadamente 286 A de diámetro y es-
o

tan mezclados con una red de RNP. Los GPC miden 440 + 82 A de diá-
o

metro y presentan un halo claro circundante de unos 197 ± 29 A de

diámetro. El área ocupada por cromatina compacta es de casi 3 6 %

(Figura 2),

IV.3 NEMERTINA
Nucléolo pequeño, compacto y de forma irregular; de estructu-

ra granular principalmente, ocupando un 5% del área nuclear. Se



40
o

presentan FFC y FIC. Los GPC miden 460 + 8 0 A de diámetro. La talla
o

promedio para el diámetro ce los GTC es de 231 ± 35 A; se encuen-

tran mezclados con una red RNP abundante. El área ocupada por cro-

matina compacta en el núcleo es de un u9%. También se observan gru

mos grandes de RNP, mezclados con la red RNP (Figura 3).

IV,4 SIPUNCULOIDEA
Presentan nucléolo compacto, pequeño, granular y de forma irre_

guiar, ocupando casi el 6% del área nuclear total. También presen-
tí

ta FPC y FIC. Los GPC tienen un diámetro promedio de 450 + 73 A;

el halo claro que los rodea mide aproximadamente i68 ± 21 A de di a.

metro. Los GIC se encuentran dispersos e individuales entre una ira
o

tria de RNP fibrogranular; su diámetro es de 231 ± 23 A. El área

ocupada por cromatina compacta es de aproximadamente un 3 7%. Igual

que en los grupos anteriores, no se observan cuerpos espiralados

(figura 4 ) .

IV,5 ANNELIDA
Como en los grupos anteriores, su nucléolo es compacto, peque_

ño y granular y ocupa aproximadamente un 2% del área nuclear total,

es decir, es muy pequeño. Se observa la presencia de FPC y de FIC.
o

No presentan cuerpos espiralados. Los GPC miden líl3 ± 69 A de diá
metro promedio; el halo claro que los circunda tiene un diámetro

o
promedio de 209 + 56 A. La distribución de los GIC es similar a

los otros, grupos descritos y tienen en promedio un diámetro de'

298 ± 43 A . El área ocupada por la cromatina compacta es de apro-

ximadamente un 39% (Figura 5),

IV,6 HEMICHORDATA
Nucléolo pequeño, compacto y de forma regular ,r.edondo. Ocupa

un 3% del área nuclear total y tiende a estar desplazado a un eos-
o

tado del núcleo. Con FPC y FIC. Los GPC miden 44 5 ± 64 A de díame-
o

tro; su halo circundante tiene unos 187 + 40 A de diámetro. Los

GIC están aislados pero se encuentran asociados a una matriz RNP;

preaentan un diámetro promedio de 215 ± 54 A . El área nuclear es-

tá ocupada por un 76% de cromatina compacta (Figura 6).
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IV.7 CHORDATA

IV.7.1 CEPHALOCHORDATA
Nucléolo relativamente grande, de consistencia más laxa que

en los grupos anteriores; ocupa un 10! del área nuclear. Con FPC
o

y FIC. Los GPC presentan un diámetro promedio de 393 ± 32 A. El ha
c

le que los circunda mide en promedio 192 ± 45 A de diámetro. Los

GIC tienen una distribución similar a la que presentan los grupos

anteriores; su diámetro promedio es de 229 ± 30 A, El porcentaje

de área nuclear ocupada por cromatina compacta es de un 48% (Figura 7),

IV.7.2 VERTEBRATA
IV,7,2,1 PISCES

En hepatocitos de peces, el nucléolo es grande y de estructu-

ra nucleolonemal, rodeado de croir.atina compacta perinucleolar; apro

ximadamente un 12% del área nuclear está ocupada por nucléolo; se

observan bien las zonas fibrilar y granular. Se presentan FPC y FIC.
o

Los GPC tienen un diámetro promedio de 428 ± 78 A ; el halo que los
o

rodea mide 195 ± 2 8 A de diámetro promedio. Los GIC se observan en
o

ocasiones en cúmulos pero su talla individual es de 226 ± 35 A, No

se observan cuerpos espiralados pero sí unas estructuras que pare-

cen ser nucléolos pequeños, pues son de naturaleza RNP y tienen

cromatina periférica. El área ocupada por cromatina compacta dentro

del núcleo es de un 3 5% (Figura 8).

IV.7,2,2 AMPHIBIÁ
En Rana, el nucléolo es similar al de peces y al de mamíferos.

Presenta estructura nucleolonemal y regiones fibrilares y granula-

res; el área ocupada dentro del núcleo es de un 5%. Se observan
o

FPC y FIC. Los GP..C tienen un diámetro promedio de 387 ± 63 A y el°halo que los circunda es de 192 ± 61 A. Los GIC aparecen en cúmulos
en ocasiones pero su talla individual es de 292 ± 74 A . El área

que ocupa la cromatina compacta dentro del núcleo es de un 29 %

(Figura 9).

Debe mencionarse que ocasionalmente llegan a observarse lo que

puede corresponder a cúmulos de GIC en esponjas y nemertinos (Figs. 1,3),



También se debe mencionar la senej anza cualitativa entre los núcleos

de los animales estudiados. En particular, los núcleos de los inver-

tebrados se parecen entre sí y los núcleo de las células de los ver-

tebrados son semejantes entre ellos.

FIGURA 1- Núcleo celular interfásico de Porlfera (especie sin deter

minar» En a) se observa el núcleo de una célula disgregada no deter

minada que ha sido tratada con la técnica del ácido etilíin.diaininote_

traacético CEDTA). Se observa la cromatina blanqueada íc) y ribonu-

cleoproteínas como fibras pericromatinianas, fibras intercromatinia

ñas, granulos pericromatinianos e intercromatinianos. En b) se ob-

serva el nucléolo Cn) pequeño y compacto, con cromatina perinucleo-

lar Ccp). También se nota lo que parece ser un cúmulo de granulos

interoromatinianos. En c) se observa, con la técnica de doble tin-

ción con uranio y plomo, la envoltura nuclear (flechas) y la lámi-

na densa (cabezas de flecha). En d), también con la técnica de do-

ble tinción, se observan granulos pericromatinianos con su halo cía

ro alrededor (flechas), a) aprox- 74 000 X; b) aprox. 32 500 X; c)

aprox. 88 000 X; d) aprox, 91 000 X. FPC, fibras pericromatinianas,

FIC, fibras intercromatinianas, GPC, granulos pericromatinianos,

GIC, granulos intercromatinianos.

FIGURA 2\ Núcleo celular interfásico de una célula intersticial1 tíe

Cnidaria (especie sin determinar). En a) se observa la cromatina

(c) desteñida con la técnica del EDTA. El nucléolo (n) se ve rodea-

do de cromatina perinucleolar (cp). Se muestra lo que parecen ser

GIC. También se aprecian FPC. En b) se ilustra un gran aumento de

los GPC. En c) se observa, con la técnica de doble tinción, la en-

voltura nuclear (flecha) con ribosomas perinucleares (cabezas de

flecha); se nota la cisterna perinuclear. a)aprwe. 74 000 X, b) aprox.

74 000 X, c) aprox. 83 000 X.
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FIGURA 3• Núcleo celular interfásico de una célula de tejido con-

juntivo de Nemertina (C&Ji¿noma ¿p.). En a) se nota la cromatina

Ce) desteñida por el EDTA; FPC, nucléolo (n) peaueño y cernpacto,

rodeado de croir.atina perinucleolap Ccp) y "grumos grandes de RNP

C flecha) en el espacie intercromatiniano. En b) se usa la técnica

de EDTA para RNP con el objeto de mostrar los GPC y su halo circun

dante característico (flechas). En c) se observa lo que parece ser

un cúmulo de GIC (doble tinción)-a) 55 0Q0 X, b) 44 GÜO X, c) 38 00GX.

FIGURA ^• Núcleo celular interfásico de una célula del epitelio de

recubrimiento de Sipunculoidea (Pha&coZo&oma. antÁ,Z.ta.h.arñ) . En a) se

observa, con la técnica del EDTA, la cromatina compacta desteñida

Ce), FPC y lo que parecen ser GIC dispersos. Se observa el nucléo-

lo (n) como una estructura compacta y pequeña rodeada de cromatina

perinucleolar (cp). En b), utilizando la técnica de doble contras-

te, se notan claramente los GPC rodeados de su halo claro caracte-

rístico (cabezas de flecha). a)aprcx. 37 DGO X, b) aprox. 70 50G X.





FIGURA 5- Núcleo celular interfásico de una célula muscular de An-

nelida Polichaeta (We-tei-ó ip. ) . Tóenica regresiva de contraste pre_

forencial para RMF a base de EDTA. Se neta bien la croinatina coir.pac_

ta desteñida (c), el nucléolo Cn) pequeño y conpacto con cromatina

perlnucleolar circundante <cp) . Se observan los GPC con su halo ola_

PO característico (flechas), FPC en los bordes de la cromatina com-

pacta y lo que parecen representar GTC dispersos. Aprox. 34 000 X.

FIGURA 6- Núcleo celular interíasico de una célula epitelial de la

pared corporal de recubrimiento de Hemichordata (VotÁ.choQZo&&u.¿> ko-

waZíiky) . En a) se observa la cpomat.ina desteñida Ce), FPC, FTC, lo

que parecen ser GIC y nucléolo Cn) pequeño. En b) se notan algunos

3PC en cortes tratados con la doble tinción de uranio-plomo. a)aprox.

5 5 OÜO X, b) aproximadamente 64QQ0 X.
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FIGURA 7- Núcleo celular interfásico de una célula de tejido conjun

tivo de Cephalochcrdata C Bfian.ch<.o&£Qma J>p.). La cromatina no ha si-

do bien desteñida por el método del EDTA, pero se aprecia bien el

nucléolo (n), las FPC, las FIC, lo que parecen ser GIC y GPC. Tam-

bién se ve la cromatina perinucleolar (cp). Aprox. 56 5C0 X.

FIGURA 8- Núcleo celular interfásico dé una célula hepática de Pis_

ees (Salmo ̂ a.Lh.dn.lzK^') . El nucléolo Cn) presenta una estructura nu

cleolonemal con fibras gruesas y granos Cf y g respectivamente), Es

grande y se encuentra rodeado por crorr.atina perinucleolar Ccp), En

b) se notan, por la técnica de doble tinción, los GPC con su halo

característico (flechas). En c) se observa un fragmento de la do-

ble membrana nuclear (en), con su cisterna perinuclear. También se

observa un poro Cp). En d) se muestran dos nucléolos pequeños, ro-

deados de crcuiatina perinucleolar. a) aproximadamente 21 465 X, b)

unos 21 000 X, c) aprox. 46 000 X, d) aprox. 40 000 X.
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FIGURA 9* Húcleo celular interfásico de hef'atoci-

to de Amphibia (Zana pi.p¿2.n¿>) . Contraste con ura-

nio-EDTA-plomo. Se observan GPC y grumos de croma

tina compacta Ce) desteñidos. En el recuadro se'

observan GIC en cúmulos. Aprox. 6 3 5 00 X, en el

recuadro, apTOX. 98 000 X.
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DIÁMETRO DF. LOS GRANULOS PERICROHATl MÍANOS

CA) O x GPC

500

100

CP FI AMP C M S A H

Gráf i ca 1. Histograma que r e p r e s e n t a e l d i áme t ro medio de l o s GPC

oara los d i s t i n t o s grupos de animales e s t u d i a d o s . No hay

d i f e r e n c i a s s i g n i f i c a t i v a s Cp> G.D5). P, P o r r e r a ; C, Cni

d a r í a ; N, f íemertina; S, S ipunou lo idea , A, Anne l ida ; H, He

rr.ichcrdata ; C?, c epha lochorda ta ; P^ , P i s c e s ; AK, Arnipnibia.
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(A)

00

100

DIÁMETRO DEL HALO DE LOS GRANULOS PERICROMATINTANOS

Dx hale GPC

F C N A CP PI AM

Gráfica 2. Histograma que representa el diámetro medio del halo de.

los granulos pericromatinianos en los distintos grupos

de animales estudiados. No hay diferencias signi ficati-

vas Cp > 0.05)



DIÁMETRO DE LOS GRANULOS TNTERCROMATINIANOS

CA)

300

200- •

100

Dx GIC

P C N A H CP PI

Gráfica 3. Histograma que representa el diámetro medio para los grf_

nulos íntercromatinianos en los diferentes animales estu

diados. No hay diferencias significativas Cp> 0.05)
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FRACCIÓN DEL ÁREA NUCLEAR OCUPADA POR NUCLÉOLO

CA)

15.00

10.00

An/AN

.00

C N A H PI AM

Gráfica 4. Histograma que representa la fracción del área nuclear o-

cupada por nucléolo en los distintos grupos de animales

estudiados. Ninguno i lega a ocupar el 15% del área nuclear

total. An, área nucleolar; AN, área nuclear.
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FRACCIÓN DEL ÁREA NUCLEAR OCUPADA POR fJROMATTNA

2o.

AíVAN

P C N S A II :P PI AM

Cráíica 5. :-:istograir;a que representa, la fracción del área nuclear o-

cuoada por cramatina compacte, en los diferentes gruoos de

¿r.íraaleK es tediados . în cus ! qui er grupo , s"1. área r^.b^sa

el 2 ¡3% del área nuclear ¡..otal pero no excede el SCI. AC,

área de cromatina co.imactJ ,



Fuente de Suma de grados de

variación cuadrados libertad

Varianza Razón de

Varianzas

Diferentes

animales

Error

10511.9

258268.2 36

1313.9

7173.9

0.18"

Total 268774.1 44

Tabla 2. Análisis de Varianza para el diámetro de los gra-

nulos pericromatinianos en los diferentes organismos

estudiados. No hay diferencias significativas desde

el punto de vista biológico Cp > 0.05) *

Fuente de Suma de grados de

variación cuadrados libertad

Varianza Razón de

Varianzas

Diferentes

animales

trror

4911.8

49416.2 36

613.9

1372.6

0.45

Total 54328.0 44

Tabla 3. Análisis de Varianza para el diámetro del halo de

los granulos pericromatinianos en los diferentes

males estudiados. No hay diferencias significativas

(p > 0.05).



Fuente de Suma de grados de Variansa . Razón de

variación cuadrados libertad Varianzas

Diferentes 1.92~
. _ 47150.8 8 5893.8

animales

Error 110430.4 36 3067.5

Total 157581,4 44

Tabla 4. Análisis de Varianza para el diámetro de los granu-

los intereromatinianos en los diferentes grupos. No

hay diferencias significativas entre GIC individuales

o en grupos, en cuanto a su diámetro (p > 0.05).



V. DISCUSIÓN

En el presente estudio se muestra que la técnica regresiva de

contraste preferencial para RNP es aplicable a múltiples tejidos

de invertebrados y vertebrados. Los diferentes tiempos utilizados

para blanquear a la cromátina con EDTA seguramente se deben a que

los cortes tenían distintos grosores y a las características ti su

lares de cada organismo, como se ha propuesto (3),

Los resultados del presente trabajo también muestran que, por1

su ultraestructura, ios. núcleos celulares interfásicos en los anima

les son .similares, Aunque se n a trabajado con una técnica de contraste

preferencial para RNP, es posible detectar la disposición de la ero

rnatina como cúmulos blanqueados. Algunos de los componentes del nú-

cleo , como la envoltura nuclear, la lámina densa y los ribosomas a-

dosados a la cara externa de la envoltura nuclear, fueron visuali-

zados por el uso de la técnica de doble contraste con uranio y plo_

mo. La cromátina en todos los grupos muestra una disposición simi-

lar a la de los mamíferos, es decir, formando agregados heterocro-

matínicos de forma irregular, en ocasiones en contacte con la en-

voltura nucíear o rodeando al nucléolo. Tanbién es común encontrar

que este material, denso a los electrones con la técnica de contras

te con uranio y plomo, esté ausente en la región del poro.

El nucléolo, a pesar de estar presente en todos los organismos

estudiados, no muestra la estructura nucleolonemal típica de los

mamíferos, salve en los otros vertebrados (peces y anfibios). La

carencia de esta forma nucleolar en los invertebrados se puede de-

ber a la escasa actividad transcripcíonal de los núcleo estudiados;

esto se puede ver* porque el nucléolo ocupa un área muy pequeña den-

tro del núcleo y por la abundante cantidad de cromátina compacta.

Sin embargo, la presencia de nucléolos pequeños y granulares en los

diferentes animales se1puede deber a que tienen estados metabólicqs

similares, provocados por el ambiente marino al que están sometidos.

Los GPC y las FPC parecen ser estructuras muy similares en to-

dos los grupos y este sugiere que en ellos ocurran procesos bioquí-
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micos universales en los animales, como son el almacenamiento, trons

porte y procesamiento de los hnRNA. Cabe mencionar que en los vege_

tales, un estudio reciente ¡nuestra que estas partículas son muy pa

recidas a las de los animales (datos no mostrados, tesis en prepa-

ración). Esto sugiere que la función en la que están involucradas

estas estructuras es similar en los eucariontes multicelulares.

Parece que los GIC son poco comunes en los invertebrados, en

donde hasta ahora no se ha observado que formen cúmulos. La poca

claridad en cuanto a la función de los GIC impide dar por ahora

ur.a explicación de su escasez en estos animales. Tal parece, sin

embargo, que la presencia de los GIC es indicativa de un procesa-

miento, almacén y transporte de los RNA ribosornalcs 28S, 18S y 5.8S

(48) y quizá el hecho de no presentarse quiera decir que estos procesos

ocurren en proporción tal que no lleguen a formar conglomerados

grandes de GIC. Podrían realizarse estudios con inhibidores de la

síntesis de hnRNA que provoquen la acumulación de GIC en los in-

vertebrados, como el análogo de la adenina DRB, con el objeto de

observar si es que no ocurren normalmente o su ausencia se debe a

un tipo de metabolismo espedía! de las células que no han sido so

metidas a condiciones de laboratorio. Esto no parece ser el caso

pues recientemente se han observado cúmulos de GIC en el conejo de

los volcanes Rome.-fic¿agu6 ái.dZÁ. silvestre (datos no mostrados, te-

sis en preparación). También se han visto en células del paréíiqui

ma clorofiliano de vegetales superiores.

Los cuerpos espiralados son mas raros todavía y en el presen

te trabado no han sido detectados para alguno de los animales.

La poca frecuencia o ausencia de los GIC y de los CE sugiere

la presencia de vías alternas o complementarias para el procesa-

miento, almacén y transporte de los RNA ribosomales , si es que

se prueba el papel de estas estructuras. No se puede descartar la

posibilidad de que los GIC y los CE representen una adaptación me

tabólica intranuclear desconocida o una especializaci&n de teji-

dos altamente diferenciados en los mamíferos y en las plantas su-

periores .

Este trabajo nos lleva a la conclusión de que a nivel ultra-
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estructural no es posible observar cambios que pudieran indicar

relaciones filogenéticas en los animales o que sugieran las causas

de la diversidad en si reino animal. Nos lleva en cambio, a postu-

lar que a este nivel, los fenómenos relacionados con el procesamien

to postranscripcional del RNA premensajero son comunes en los ani-

males. No obstante, bioquímicamente pueden o deben existir diferen_

cias tan marcadas que nos podrían dar algún indicio de como ocurre

este proceso dentro de las diversas RNP.

Recientemente se han localizado dentro de homogenados de RNP

intranucleares, actividades enzimáticas como la de ATPasa, poliade_

nilasa, metilasa (126). Utilizando inmunocitoquímica se sabe que en

el nucléolo hay un tipo de RNA pequeño, el U3-snRNA. En otras es-

tructuras, como en las FPC y en los GIC se encuentran los Ul y U5

snRNAs y los Ul, U2, U4, U5^ U6 respectivamente. En los GPC se en

cuentra el U6-snRNA. Estos-hechos sugieren que en estas partículas

ocurren fenómenos que se relacionan con los mecanismos postranscrip_

clónales mencionados anteriormente. No obstante, los estudios no

son definitivos y actualmente la investigación se centra en el ais_

lamiento bioquímico y en la localización ultraestructural de las

enzimas o factores que intervienen en el "capping", en la poliade-

nilación y en el "splicing". La posibilidad de conocer los mecanis_

mos enzimáticos de la eliminación de los intrones y de localizar

topográficamente cada uno de los procesos que traen consigo modi-

ficaciones covalentes postranscripcional.es de los RNAs, resulta

una perspectiva muy importante a la luz de los procesos evolutivos

y de la regulación de la expresión genética en eucarióntes.

El comportamiento de las estructuras RNP cuando se aplican

drogas y hormonas y que implican cambios reversibles en la tran£

cripción y el comportamiento de las RNP durante la diferencia-

ción celular, fenómeno que implica cambios irreversibles en la

transcripción, indica que estas partículas varían cuantitativamen-

te en cuanto a número de las mismas pero no varían cualitativamen-

te de acuerdo al estado metabólico 'de la célula. Este trabajo su-

giere que a lo largo de la evolución animal, el comportamiento ul-

traestructural de las RNP intranucleares ha sido similar.
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La conservación de la estructura descrita en este estudio nos

hace pensar que ésta ha sido favorecida por la selección natural

como un estado morfológico que es visible por las técnicas de mi-

croscopía electrónica. Esto significaría que la estructura nuclear

relacionada con los eventos postranscripcionales intranucleares., es

similar en los animales.

La morfología nuclear compleja de los mamíferos puede tener

muchas causas. Una podría ser quizá explicada por el hecho de que

en organismos superiores, el aumento en la talla celular ha signi-

ficado un aumento en la talla nuclear (127). Esto tal vez trae con

sigo un aumento en el número o en la heterogeneidad de los proce-

sos de maduración de los RNAs dentro del- núcleo.

Los resultados presentados en este trabajo sugieren que el

ancestro o ancestros de los animales tuvieron una ultraestructura

similar o quizá parecida a la de los organismos actuales. Podría

quedar descartada la idea de que esta disposición de componentes

intranucleares se deba a la interacción de células a través de unio_

nes comunicantes, fenómeno inherente a la multicelularidad, puesto

que el cigoto es producido por dos células con núcleos morfológica^

mente Similares y porque durante la embriogénesis aparecen progre-

sivamente las RWP intranucleares conocidas (41, 128). Además, en

algunos miembros del reino Frotoctista, del tipo unicelular, esta

estructura es muy similar (datos no mostrados, tesis en prepara-

ción). Es necesario, sin embargo, estudiar más sobre este aspecto.

Por ejemplo, se puede estudiar el núcleo celular interfásico en or-

ganismos que presenten un grado de organización colonial en donde

la interacción celular sea incipiente o de tipo colonial, como en

VoZvox y en; Gon¿u.m. También se hace necesario' estudiar los tejidos

de organismos que se consideran los eucariontes más primitivos, cc_

mo Pe¿ofítXxa, o que se consideran los metazoarios más primitivos,

como Tnichoplcix. adkcL&'itní> (108) ya que probablemente sus núcleos pre-

sentan rasgos de los eucarisntes ancestrales.

La expresión fenotípica del material genético se debe tal vez

a la velocidad y a la actividad de síntesis de proteínas y a la

forma en como éstas se agnegan extranuclear y extracelularmente, y



a la velocidad de división celular, entre otros factores. En oca-

siones una sola mutación puntual produce alteraciones fénotípicas

notables, A nivel ultraestructural} dentro del núcleo, no es posi-

ble detectar variabilidad sino uniformidad o unidad en los seres vî

vos. Las causas que hacen que sean diferentes dos núcleos, de-

ben encontrarse en otro nivel de organización más fino, como podría

ser la disposición, secuencia o abundancia de las moléculas y de

los factores que las afectan.

Los eventos transcripcionales y traduccionales parecen ser uní

versales en cuanto al fenómeno bioquímico que llevan a cabo, pero

presentan diferencias marcadas entre procariontes y eucariontes.En

los eventos postranscripcionales encontramos este mismo fenómeno.

Los pequeños cambios cuantitativos de la materia, en continuo

cambio y movimiento, se traducen en cambios cualitativos manifies-

tos. Esos cambios cuantitativos posiblemente no alteran en gran ue_

dida los procesos y estructuras favorecidas por la evolución. Por

ejemplo, aún cuando los GPC son similares en estructura en los ani-

males , se puede pensar que sus componentes moleculares sean dife-

rentes; a pesar de esto^ su función debe ser igual. La diversi_

dad molecular encontrada en los seres vivos generalmente implica

porciones que no alteran la función primordial de las moléculas.

Los efectos que traen corísigo los cambios celulares finos so-

lo son importantes si se toman en cuenta los posibles efectos que

provoca en su ambiente vivo e. inanimado. La relación recíproca en-

tre los seres vivos y su ambiente explica, en principio, la concep-

ción evolutiva. Las diferencias moleculares, morfológicas, embrio-

lógicas, citciógicas, etc., ocurridas en la materia viva y con las

cuales se trata de explicar la diversidad fenotípica de los organis

mos, resulta un problema coyuntural de la Biología y en este estu-

dio se intentaron dar elementos que podrían ayudar a confirmar las

concepciones evolutivas 'basadas en otros caracteres.

La ultraestructura del núcleo no explica los cambios fenotípTÍ

eos de los organismos. Estos cambios pueden quedar explicados por

la asociación de una serie de factores que determinan, en concorda-n

cía con el ambiente, cóir.o ha de ser un ser vivo en su nicho.
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Se sugiere., con base en estos datos, que la diversificad", ón

del reino animal fue posterior a la aparición del núcleo y logro

su máxima complejidad (entendiendo ésto como las diferencias res-

pecto de un ancestro común) en vertebrados.

La diferencia entre protoctistas y animales podría explicarse

por los mecanismos de la división celular puesto que mientras que

en les primeros son muy heterogéneos, en los segundos se presenta

un soi o tipo: la ortomitosis.

Lo expuesto anteriormente nos lleva a postular que los co¡r.po

nentes moleculares que se ha propuesto que intervienen en los pro-

SP.SOS de transporte, almacén y procesamiento de los RNA premensaj e_

ro y prerribosomal, se asocian en agregados mult-i moleculares (simi_

lar1 a como lo hacen les ribo somas y otros or gane los celulares) cori

formando partículas ribonucleoprcteicas intranueleares que son es-

tructuras constantes y universalmente presentes en los animales.De

esta forma, la variabilidad morfofuncional de este reino se propo-

ne que ocurre a un nivel supracelular Co al menos supranuclear) y

a nivel molecular, es decir, la variabilidad celular se puede pro-

ducir tanto durante la diferenciación celular como durante las eta

pas posteriores del desarrollo de los animales, hasta conformar la

expresión de un genoma en cierta medida estable en cuanto a su -jue-

go genético expresado en etapa adulta.



VI. CONCLUSIONES

El uso de la técnica de doble contraste con uranio y plomo nos

indica que la ultraestructura nuclear general en las células de

los animales es similar en todos ellos.

La técnica regresiva de contraste preferencial para ribonucleo-

proteínas es aplicable a diversos tejidos de animales inverte-

brados y vertebrados.

Todos los organismos de este estudio presentan nucléolo, fibras

y granulos pericromatinianos y fibras y granulos intercromati-

nianos.

En todos los organismos analizados, el diámetro de los granulos

pericromatinianos, del halo que los circunda y >'el de los gránu

los intercromatinianos , es igual al de los mamíferos.

_ Las ribonucleoproteínas intranuclcares descritas en este trabajo

son partículas ultraestructurales universalmente presentes en

células de organismos animales.

Por ésto, se postula que:

En los animales se presenta un patrón ultraestructural común

para el procesamiento postranscripci.onal del pre-mRNA y del pre-rRNA.

Lo que nos lleva a decir que:

Se sugiere un ancestro común para la estructura nuclear en el

reino animal.

Lo anteriormente expuesto nos permite afirmar que:

El análisis comparativo de la ultraestructura nuclear, desde el

punto de vista ribonucleoproteico, no es un parámetro que nos^;

ayude a esclarecer las posibles relaciones filogenéticas entre

los animales.



VII, EPILOGO

El esquema resume las variaciones en la ultraestructura nuclear entre dife_

rentes grupos de organismos animales y protoctistas. A) Núcleo celular interfS-

sico de Euglenophyta (EiigZ&WZ QKDJZJJLLÁ Z.) en donde se aprecian los cromosomas

condensados interconectados por fibrillas de cromatina (c); se observa al núcleo

lo formado por estructuras anulares de donde salen fibras (n). En, ocasiones, los

cromosomas hacen contacto con el nucléolo mediante una conformación más laxa que

incluso entra en el cuerpo nucleolar. La matriz ribonucleoproteica (RNP) intra-

nucleolar es de tipo fibrogranular (m). En el nucleoplasma se notan algunas es-

tructuras RNP como son, una matriz fibrilar difusa (mí) , fibras en forma de U y

granulos densos (g) (2), JJ) 'Núcleo celular interfüsico de Ciliophora (RzmcunzlZa.

mtiLtiiyiucZe&ta Kahl) . Se observa al núcleo rodeado por membranas del retículo en-

doplásmico liso. En el interior del núcleo se nota un nucléolo fibrogranular (n)

interrumpido en ocasiones por intersticios (i)- También se observa a los cromoso_

mas fragmentados en pequeños cúmulos (c) o conformando manchas oscuras y grandes

que son los cromocentros (C). El componente SNP esta" formado por una matriz di-

fusa de fibras (f). La esfera granular (e) también es visible y no se conoce su

naturaleza bioquímica ni su funciSn (129,). En C) s e muestra el núcleo celular ín

terfSsico que resume lo observado en el presente trabajo. Es similar al represeri

tado en el esquema 1. Se observan cúmulos de cromatina compacta (c); el nucléolo

es granular (n) y está rodeado por cromatina compacta perinucleolar. Se obs.ervan

fibras y granulos pericromatinianos así como fibras y granulos íntercromatinia—

nos; éstos se presentan dispersos y aislados. También se observa a la lámina der̂

sa y la envoltura nuclear interrumpida por poros. En D) se observa el núcleo ce-

lular interfásica de mamíferos, como se describió en el esquema 1.

La diferencia en cuanto a disposición, presencia o ausencia y tamaño de las

estructuras entre los diferentes grupos, se aprecia má"s comparando a los protoc-

tistas con los animales que a los invertebrados con los vertebrados. Entre éstos

últimos, las diferencias se pueden deber a la falta de estudios con técnicas com

plementarias a la del EDTA y a la de urania-plomo y a la falta de un muestreo en

mayor número de tejidos por organismo y mayor número de especies por phylum.
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