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RESUMEN

En adicién al conocimiento sobre los efectos transcripcionales de las hormonas
esteroides, se ha descrito un efecto postranscripcional. En el andlisis ultraestructural de
particulas ribonucleoproteicas nucleares (RNP), se cbservd que el nimero de granulos.
pericromatinianos (GPC) aumentaba en las células epiteliales endometriales de! Utero de
rata después de la ovariectomia. Sin embargo, el nimero de PCG disminuyé después de
la inyeccién con estradiol. En estudios in vilro se observaron resultados similares. Estas
User vauiunes sugieren que 1es CoC son sotruzturas RMP nucleorec inunlueeadae an al
almacenamiento y/o transporte de algunos mRNA procesados. Nosotros hemos utilizado
un protocolo de hibridacién in situ empleando microscopia electrénica, ocupando ADN
gendémico como una sonda de deteccidn de RNA intranuclear en células epiteliales
endometriales del Gtero de rata, después de la ovariectomia e inyeccién con estradiol. Sg
utilizaren ratas hembras adultas. Se seleccionaron un grupo control y tres grupos
experimentales. Los animales experimentales fueron ovariectomizados y separados en
tres subgrupos. Después de 21 dias, 2 de los grupos fueren inyectados con 20 mg/ml de
17-p estradiol y se sacrificaron 30 y 120 minutos después de la inyeccion. Muestras de
los tteros de los animales conlrol y experimentales fueron fijadas con paraformaldehido al
4% y embebidc en resina Lowicryl. Se utilizd ADN genomico biotinade de rata como
sonda y estreptavidina acoplada a particulas de oro coloidal de 10 nm de diametro como
sistema de deteccién. La densidad numérica de los granos de oro fue medida y analizada
estadisticamente. Un marcado especifico fue observade en el nicleo de todos los
animales. Los granos de oro en el nucleoplasma se asocian con fibras pericromatinianas
(FPC) y GPC. La densidad media de los granos de oro en el nucleoplasma de las ratas
control fue de 471/ pm?. En las ratas ovariectomizadas la media observada fue de 488.
30 y 120 minutes después de la inyeccion con estradiol, la densidad fue de 283 y de 233,
respectivamente. Los valores presentan diferencias significativas entre los grupos de
ratas ovariectomizadas y el control ¥ entre las ovariectomizadas y las ratas inyectadas.
Observamos que la cantidad de RNA intranuclear se incrementa en las ratas
ovariectomizadas en relacién al grupo control, Con la inyeccién de estradiol, el RNA
disminuye después de 30 minutos y se incrementa de nuevo después de 120 minutos. La
marca fue cbservada asociada a FPC y GPC. Nuestros resultados apoyan estudios
previos indicando que un compartimiento intranuclear esta involucrade en el
almacenamiento y/o transporte de RNA, Este compartimiento es sensible a las hormonas
esteroides y puede estar representado por los FPC y los GPC. Estos resultados fambién
apoyan que los PCG pueden estar involucrados en el metabolismo de una fraccién de
mRNA ya procesado.
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INTRODUCCION
El Nucleo Celular en Interfase

Por definicién y a diferencia de las células procaridnticas, las células
eucariénticas poseen una estructura especializada llamada nucleo. El nucleo es
el principal depésito de la informaciéon genética en la celula eucarionte y es
cominmente referido como el centro del control celular, que contiene a la
mayoria de! ADN y esta rodeado por la envollura nuclear. La envoltura nuclear
aisla los procesos genéticos centrales de replicacion y de la transcripcion del
ADN, respecto a los ribosomas citopldsmicos en los que el mensaje genetico se
traduce a proteinas. Por consiguiente el ADN se mantiene en un compartimiento
separado del citoplasma, que es en donde se producen la mayoria de las

reacciones metabolicas de la célula {en Alberts y col., 1994),

La separacion de los compartimientos nuclear y citopldsmico ofrece al
parecer ciertas ventajas, ya que permite separar la sintesis de ARN
{transcripcién), tanto en el tiempo como en el espacio de la sintesis proteica
(traduccién). Los ARN que se han transcrito pueden ser alterados en el nicleo

antes de ser traducidos a proteinas. Esta alteracion, denominada



procesamiento del ARN, representa un paso intermedio importante en la
transferencia de la informacién genética de los eucariontes (en Alberts y col,,

1994).

El lapso de tiempo que transcurre entre una division celular (mitosis) y
otra es conocido como interfase. Este tiempo es ocupado para la preparacién
de la célula para que se lleve a cabo su proliferacion. La interfase se caracteriza
pPu una yiati aviividau  uclabiiiva, GISOHIGING GEIMET ¥ Gupheatiuir G Mo,
Por otro lado, es la parte mas prolongada del ciclo celular (en Alberts y col.,

1994). En este periodo no suceden cambios celulares visibles al microscopio

optico (en Vazquez-Nin y Echeverria, 1995).

El niclec de todas las células en interfase, poseen los mismos
componentes basicos. Sin embargo, no tienen el mismo aspecto en todas ellas
(en Cormarck, 1988). Es el mas grande de los organelos intracelulares. Mide
entre 5 y 10 um de didmetro, por lo que se puede observar facilmente al
microscopio 6ptico a bajos aumentos. Excepcionalmente puede ser mas grande,
como en el caso de los nucleos politénicos o los de los ovocitos de algunos
invertebrados, que incluso se pueden ver a simple vista. Las células con nicleo
realizan todas las funciones propias de los seres vivos: se nutren, respiran,

crecen, se reproducen, etc., (en Vazquez-Nin y Echeverria , 1995).
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El nucleo puede ser dividido en dos componentes principales: |a envoltura
nuclear y el interior, ltamado nucleoplasma. Dentro del nucleoplasma, el
nucléolo es algunas veces considerado como una entidad independiente (en

Raska y col., 1990).

La envoltura nuclear separa espacialmente al nucleoplasma del
ritnnlaema dokido o gus 22 Unc SEHUSILIS TOIMAGUa RO uia uuiie Iisiiiaiid
que juega un papel en la regulacion de los intercambios nucleo-citoplasma de
moléculas y de complejos macromoleculares. Asimismo, es el posible sitio de
anclaje para la cromatina en {a interfase. La membrana nuclear esta formada
por una membrana externa, que se continua con el reticulo endoplasmico
rugoso y una membrana interna, que es adyacente a la lamina nuclear y a la
cromatina. Las membranas externa e interna se fusionan en varios lugares,
formando los poros nucleares. Estos poros estan constituidos por complejos

macromoleculares llamados complejos del poro, los que controlan el paso de

moléculas en el niicleo (ver Spector, 1983}.

La ldmina nuclear esta compuesta de tres grandes polipéptidos
denominados Laminas y que en algunos mamiferos mide alrededor de 10 nm de

grosor (ver Spector, 1993).



Ei término nucleoplasma, se refiere a la parte interna del nuclec celular,
en donde el nucleolo esta cercano a las areas de cromatina condensada y otras
dos regiones morfolégicamente diferenciables: el area pericromatiniana que
consiste en regiones que bordean la cromatina condensada y el espacio
intercromatiniano (en Raska y col., 1990). Ademas, el inerior nuclear esta
compuesto de una matriz nuclear, que es un complejo de varias proteinas

\ caracteristicas, atin no del todo definida (Berezney 1984, citado por Jiménez-

MNoavalm i Coarmiirn VimldAs 400N
s g - - ’
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El nucleolo es una region altamente especializada del nicleo, en donde
se realizan la transcripcion de fos genes ribosomales, la formacién de particulas
prerribosomales y el procesamiento del RNA ribosomal. El nucleolc no esta
rodeado por una membrana, pero en ‘este sitio se encuentran localizadas
discretas regiones funcionales. Ultraestructuralmente esta compuesto por ¢inco
areas, la region fibrilar densa, los centros fibrilares, la regibn granular, los
intersticios nucleolares y 1a region de cromatina nucleolar (en Raska y col., 1990,

Speclor, 1993; Vazquez-Nin y Echeverria, 1995).

La region fibrilar densa consiste de un fino entramado de fibras de 5 nm
de ribonucleoproteinas y usualmente forman un borde concéntrico, o cubierta
alrededor de los centros fibrilares. Mediante autoradiografia se ha demostrado
que la transcripcién de los genes de tDNA ocurren en este sitio y/o en la

periferia de los centros fibrilares (en Raska y col., 1991). Estudios recientes de
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hibridacién in sifu ultraestructural indican que el componente fibrilar denso
contiene los genes ribosomales (Jiménez-Garcia y col., 1993). Estos resultados

son congruentes con los datos autorradiograficos, aunque otros autores han

encontrado diferencias (ver Spector, 1993).

Los centros fibrilares son transparentes a los electrones y estan

carGUiEnEaass por und fng towtura fibrtar actin comnnastns nor proteinas.
DNA y por pequefas cantidades de RNA. Por medio de técnicas citoquimicas
se pueden identificar los organizadores nucleolares. La cantidad de centros

fibritares puede reflejar la sintesis nucleolar (en Raska y col,, 1990).

La region granular esta formada por particulas de 15-20 nm de diametro.
Estas particulas representan prerrbosomas en diferentes estadios de

maduracion de las subunidades pequefias y grandes (ver Spector, 1993).

El nucleolo esta usualmente rodeado por la cromatina perinucleolar, que
esta conectada con las regiones de la cromatina intranucleclar y esta en

continuidad con los centros fibrilares {ver Spector, 1993).



G

Con ayuda del microscopio electronico de transmisién y usando la técnica
de contraste de Bernhard para estructuras ribonucleoproteicas, han sido
definidas las siguientes estructuras en el interior del nicleo: los granulos
intercromatinianos (Gl), las fibras pericromatinianas (FP), dos tipos de cuerpos
nucleares: un cuerpo nuclear simple (CNS) y los cuerpos espiralados y los
granulos pericromatinianos (GP)} en diversos tipos celulares de mamiferos
(Monneron y Bernhard, 1989). Estas estructuras de naturaleza
fGiuLcuUpIivisiva desuiiven Uil pailon culisignie de  uistiibucion denuro gei
nucleo y son vistas con un denso contraste, en comparacion con la cromatina

que se cbserva con un bajo contrasle (Monneron y Bernhard, 1969) (ver Fig. 1).

Los granulos intercromatinianos {GIC) son de 10 a 20 nm de diametro
aproximadamente. Estan presentes en grupos en la region intercromatiniana.
Parecen ser estructuras relacionadas con el almacén y/o ensamblado de
proteinas y ARNs, involucrados en el procesamiento postranscripcional de pre-
mRNA. Ademas, los GIC incorporaron uridina tritiada lentamente, lo que indica
que contienen ARN mas bien estable y de poco recambio (en Spector, 1933,

Jiménez-Garcia y Segura-Valdez, 1993). Estas estructuras contienen factores

" de splicing que aparentemenre responden a la transcripcién por algun

mecanismo de reclutamiento, que los dirige a las FPC (Jiménez-Garcia y

Spector, 1993).



Las fibras pericromatinianas (FPC) estan compuestas por filamentos
enrollados de 3 a 5 nm de didmetro. La descripcién de estos componentes fue

utilizacion del contraste de Bernhard, que representa estructuras

que contiefn pre-RNA preferencialmente. Las FPC pueden aparecer come una
mezcla heterogénea de estructuras tefidas en la regién pericromatiniana del
nicleo celular. Sin embargo, acorde con la definicion morfolbgica, las FPC

estan situadas en la pericromatina y en e} espacio intercromatiniano. Por medio

Aa acthidine etasmnimicae ea ha artahlosidsa sos lae CRMN ame mlameamban
2 e T2 QUITITCD IT T LT SLve- Q¥T 00 T e LU0 wienai e

estructurales que contienen pre-RNA transcrito  fuera del nucleolo {ver
Vazquez-Nin y Echeverria, 1995). Estas fibras son el sustrato morfolgico de la
transcripcién, pues incorporan uridina tritiada rapidamente; su presencia es
inducida por hormonas que activan la transcripcion y contienen, ademas,

proteinas relacionadas con la maduracion del pre-mRNA.

Los cuerpos espiralados son cuerpos'. de agregados de fibrillas y granulos
de con un diametro de 30 a 60 nm aproximadamente. El tamafio mas grande es
de menos de un micrémetro, se encuentran altamente contrastados después de
la utilizacion de la técnica de Bernhard, lo que demuestra que estan formados
por particulas ribonucleoproteicas (en Raska y col.,, 1990). Contienen material
relacionado con el melabolismo tanto del pre-rRNA, como del pre-mRNA
(Brasch y Ochs, 1992, citado por Jiménez-Garcla, 1893), como et U3SnRNA

(Jiménez-Garcia y col., 1994).



Los granulos pericromatinianos (GPC) se encuentran en las regiones
pericromatinianas, su tamafio puede ser entre 35 y 50 nm y estan rodeados por
un halo claro. De acuerdo a varias extracciones enzimaticas y quimicas, los
GPC estan compuestos por ribonucleoproteinas (RNP) y estan formados de
filamentos enroflados. Pueden ser encontrados como granulos solos o en
grupos, en este Cltimo caso ocurre frecuentemente después de la alteracion del
TSlawunsiiu U us auidus HIUGIEICUS. TSI0S Yranuios pueden lener un origen
pericromatiniano o nucleoplasmico . Algunos estudios citoquimicos indican que
estos granulos pueden servir como particulas de transporte y/o almacenamiento
de RNA mensajero maduro que es transcrito a partic de algunos genes

especificos (ver Vazquez-Nin y Echeverria, 1996).

Estudios de las particulas ribonucleoproteicas nucleares en el Otero de
rata usando microscopia electrénica, métodos morfométricos y estereoldgicos
mostraron que el nimero de grénulos pericromatinianos cambia inversamente
proporcional con la conceniracion del estradiol. Esto indica un efecto
postranscripcional del estradiol en el transporte de RNAm del nicleo al

citoplasma (Vazquez-Nin et al., 1979 y Vazquez-Nin y Echeverria, 1996).



Fig.

1.

Esquema representativo de la organizacion
ultraestructural del nlcleo en interfase. Se
pueden observar los principales componentes.
Envoltura nuclear, EN; ldmina nuclear, LN; matriz
nuclear, MN; cromatina, C; cuerpos espiralados,
CE; grénulos pericromatinianos, GPC, granulos
intercromatinianos GIC, fribras pericromatinianas,
FPC y el nucleclo N. (Tomado de Jiménez-Garcia
y Segura-Valdez, 1993, modificade de Monneron
y Bernhard 1969).
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En 1978 Vazquez-Nin y col., estudiaron los efectos de la ovariectomia y
administracién de estradiol en los componentes nucleares de las células
endometriales de rata, en donde la variacion de la concentracion de la hormona
causa cambios en la frecuencia de los GPC y en el volumen nucleolar. La
ovariectomia induce un incremento en el numero de los GPC y una reduccion
en el volumen nucleolar y [a administracién de estradiol produce un rapide
decremento en el nimero de GPC y un incremento en el volumen nucleolar.
Est6 indica que el estradiol. ademdas de su conocido efecto transcrincinnal tiena
un efecto post-transeripcional en e! transporte de RNA del nucleo al citoplasma.
La variacion de los GPC es producida por la combinacidn de los efectos en la
sintesis de RNA extranucleolares y/o transporie de este al ciloplasma. Ambos

efectos son independientes y a diferentes tiempos.

También se ha descrito la unidn del estradiol a pariculas
ribonucleoproteicas en el (tero de rata y esta unién estimula la salida de estas
particulas del nucleo (Thampan, 1985), lo que confirmd los estudios de

Vazquez-Nin y col. (ver Vazquez-Nin y Echeverria, 1996).

Echeverria y col., en 1985, estudiaron los efectos de la progesterona
sobre los constituyentes ribonucleoproteicos nucleares en células endometriales
de rata, donde se observé que la progesterona induce pequefios cambios en [a
velocidad de transcripcién. Mencionan que la progesterona no afecta la

velocidad de transcripcién y transporte de RNA a citoplasma, esto se vié

11
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reflejado en el numero constante de GPC en comparacién con la utitizacion de

estradiol, en individuos que fueron ovarieclomizados, inyectados y controles.

En 1991 Echeverria y col., mencionan los efectos de la testosterona en

los componentes fibonucleoproteicos de las células epiteliales de la prostata en |

ratas macho castradas. Los efectos son semejantes a los causados por la

ovariectomia e inyeccién de estradiol en las estructuras nucleares de las células
chuuInEligies. Eoius  IESUNGUUD  IDPISICHIAIL  ULG  LUIHEIGuIv) US ia
consideracién de que los GPC tienen un papel citofisioloégico como particulas
almacenadoras de mRNA de unos pocos genes, y que estdn almacenados en

el niicleo por |a restriccién de su transporte hacia el citoplasma.

Vazquez-Nin y col., describen en 1991 que los receptores a estradiol
estan localizados principaimente en el nucleo, pero también estan presentes
en el citoplasma. Este receptor se une a particulas nucleares que contienen
RNA recién sintetizado y que su unién a particulas ribonucleoproteicas no
bloquean la union del ADN con el dominio de el receptor a estradiol (ver

Vazquez-Nin y Echeverria, 1996).

12
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Funciones del Nucleo

Una de las principales funciones del nicleo es la transcripcion de
secuencias de ADN o genes, que son de dos tipos, los nucleclares y
extranucleolares. La transcripcién  es un proceso complejo en donde se
polimeriza una molécula de ARN a partir de nuclebdtidos que contienen azlcar
ribosa en lugar de desoxiribosa del ADN. Las secuencias de esfos nucleétidos
estd fijada por su complementaridad con los de una de las hebras del ADN. En
este proceso intervienen polimerasas de ARN, asl como ofras enzimas
llamadas topoisomerasas y diversas proteinas que controlan y regulan estas
reacciones. Las moléculas de ARN que se obtienen de este proceso se unen
inmediatamente a proteinas, constituyendo en esta forma particulas

ribonucleoproteicas (RNP), (ver Vazquez-Nin y Echeverria , 1895).

Otra de las funciones del nacleo es el procesamiento intranuclear de los
acidos ribonucleicos (ARN) hasta su total maduracidn. Los genes
extranucleclares que contienen la informacion para [a sintesis de proteinas
tienen secuencias en las que no estdn codificados aminodcidos. Estas
secuencias, que se denominan intrones, se encuentran intercaladas entre las
que contienen dicha informacién que se llaman excnes. Por lo tanto los intrones
deben ser retirados del ARN pre-mensajero que es copia fiel del ADN. El

proceso por el cual se lleva a cabo esta supresion consiste en el corte de los

13



extremos de los intrones y en el pegado de los exones y se denomina con la
palabra inglesa “splicing”. La maduracién del ARN pre-mensajero implica otras
reacciones como el agregado de un nucledtido especial en el extremo §' libre, la
7-metilguanosina y una serie de adeninas en el extremo 3', { ver Vézquez-Nin y

Echeverria , 1995).

Todos los procesos de transcripcion como los de maduracién del ARN

e o bm mabusimbiimman rallilban ann Al melaranasmin alanbtrAaina AA Opnnnm-n:.ln-.
Tl 1 Gl 10 il il e N I I e WAL Wl 1R S I b s e - e

con ayuda de técnicas de contraste adecuadas para este fin. Se han definido
las siguientes estructuras ribonucleoproteicas en el interior del nucleo: el
nucleclo, las fibras pericromatinianas (FPC), los granulos intercromatinianos
(GIC), los cuerpos espiralados y los granulos pericromatinianos (GPC), (ver

Raska y col., 1990; Spector, 1993; Echeverriay Vazquez-Nin, 1995).

Hormonas Esteroideas

Las hormonas son substancias secretadas por un érgano o tejido
especializado, las cuales se vierten a la sangre, que las transporta hacia un
érgano o tejido blanco, sobre el cual ejercen un éfecto especifice. Las hormonas
de acuerdo a su naturaleza y su estructura quimica se clasifican en dos grupos:
tas hormonas con un nucleo esteroideo como los corticosteroides, progestinas,

andrégenos, estrégenos y sus metabolitos; y los péptidos o derivados de los

14



derivados de los aminoacidos como la hormonas foliculo estimulante,

luteinizante, insulina, tiroxina, etc. { ver Herrera, 1983).

Las hormonas estercideas son derivados del colesterol, de pequefio peso
molecular, liposolubles y difunden Ebremente a través de la membrana celular,

{(ver Pasqualin, 1973).

Fata ia SApIGaIVN UG suU INGHBaje LIGIOYILU ids UNnNoas esigvideas
requieren de receptores intracitoplasmicos. Estos receptores son reconocidos,
los cuales permanecian inactivos hasta ese momento (estos receptores
funcionan como segundos mensajeros). Asi, se forma un complejo denominado
hormona-receptor, el cual se dirige al niicleo, en donde se une a una proteina
receptora llamada aceptor; ésto le confiere una gran afinidad para interaccionar
con sitios acéptores en la cromatina. Estos sitios aceptores nucleares estan
localizados muy cercanos a las secuencias de DNA y su transcripcidn es

hormono-regulada (ver Calandra, 1985).

El grupo principal de hormonas esteroideas, es el de las hormonas
sexuales: los andrégenas y estrégenos. Los estrégenos son sintetizados en los
ovarios y en las glandulas suprarrenales, inducen a estro y los principales son la

estrona, el estriol y el estradiol {(ver Calandra, 1985).

15



El estradiol es el estrégeno ovérico mas potente, cuyas funciones
principales son la de preparar al Utero para la anidacion del huevo, producir y
mantener las caracteristicas sexuales secundarias femeninas. El estradiol se
presenta en dos formas isdmeras: el isémero mas activo es el 17-f estradiol y el

menos activo es el 17-a estradiol (ver Dorland, 1992) (ver Fig. 2).

CH
Al
Fig. 2 Representacién gréfica de la
molécula del 17-p estradiol
{Tomado de Herrera E. Elementos
de Bioquimica, 1993). HO
17-B-estradiol

Estructura del Utero

El dtero es parte del aparato reproductor de las hembras de los
mamiferos, que recibe al huevo fecundado procedente de las trompas uterinas,
provee su anidacion y establece las necesarias relaciones vasculares para el

sostenimiento del embrién a lo largo de su desarrollo. El (tero estd formado
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principalmente por una pared gruesa de musculo liso llamada miometrio y su
interior esta revestido por una mucosa glandular lamada endometrio (ver

Fawcett, 1991; Stevens y Stevens, 1991) .

El endometrio es de unos cuantos milimetros de espesor en el maximo de
su desarrollo durante el ciclo estral normal. Esta constituido por un epitelio
superficial que se invagina para formar numerosas glandulas uterinas tubulares,
fae cuzlos 22 SRUSHIIh POV una yiussa laina plopia, orainanamente llamada

estroma endometrial (ver Cormark, 1988; Fawcett, 1991).

El epitelio superficial es cilindrico simple y esta constituido por células
cilindricas con microvellosidades, el epitelio de las glandulas es semejante (ver

Cormack, 1988; Fawcett, 1991).

Las funciones primarias del endometrio son la preparacion y [a
participacién para la implantacién de! huevo fecundado, y la formacion de la
parte materna de la placenta. Los cambios estructurales y funcionales del
endometrio dependen de las hormonas segregadas por los ovarios. Al extirpar
los ovarios, el endometrio se atrofia. Al administrar estrégenos, hay un rapido
aumentos del flujo sanguineo al (tero, el endometrio se vuelve edematoso, sus
células comienzan a proliferar y a hipertrofiarse; ademas, hay un marcado
aumento de su actividad metabdlica (ver Fawcett, 1991; Stevens y Stevens,

1991).
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OBJETIVO

Evaluar las variaciones de la cantidad de RNA totales, por medio de [a
técnica de hibridacion in sifu ultraestructural en nacleos de las células del
endometrio de ratas normales, ovariectomizadas vy tratadas con estradiol a

diferentes tiempos.
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MATERIAL Y METODO

- Animales y Experimentos

Se utilizaron 12 ratas hembras de la raza Wistar de alrededor de 250 g de
peso, las cuales se dividieron en cuatro lotes experimentales con tres individuos
cada uno. Un lote coﬁtrol al cual no se le aplicé ningan tratamiento,
sacriticandolo 21 dias después de iniciado el experimento, un lote experimental
1, en donde los individuos se ovariectomizaron bilateralmente (castracién) y a
los 21 dias después se les sacrifict, un lote experimental 2, en donde a los
individuos se les realizé una ovariectomia bilateral y 21 dias después se les
aplicé una dosis de 20 pg de 17-B estradiol intraperitonealmente, esperandose
30 minutos para su sacrificio. Un lote experimental 3, en donde a los individuos
se les realizé una ovariectomia bilateral, 21 dias después se les aplicé una
dosis de 20 ug de 17-B estradiol intraperitonealmente esperandose 120 minutos

para su sacrificio.

- Microscopia Electrdnica

Para el sacrificio se utilizd éter etilico como anestésico, realizando una

incision ventral para tomar muestras de Utero y fijarlas inmediatamente en
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paraformaldehido al 4% durante 90 minutos, lavandose las muestras con buffer
de fosfatos a pH 7.2 y posteriormente deshidratando con alcohol metilico a
diferentes concentraciones ( 30%, 50%, 70%, 90%) a -20 °C y finalmente
infiltrando e incluyendo las muestras en la resina Lowicryl K4M con ayuda de

una lampara de luz ultravioleta a 4°C durante 48 hrs.

Los bloques obtenidos se tallaron y cortaron con ayuda del
CHGTiGviune LD, iU GoNes Semmnos  $e montaron en portaobjetos y se
tifieron con azul de toluidina para seleccionar el drea a observar. De la zona
seleccionada se obtuvieron cortes ultrafinos de alrededor de 80 nm de grosor,
los cuales se montaron en rejillas de oro cubiertas con una membrana plastica

{formvar).

-Hibridacién in situ Ultraestructural

La hibridacidn in silu se llevé a cabo como se describe recientemente
Lépez-Velazquez y col., 1998, Se aisld DNA de rata (bazo) a una concentracion
de 1.7 uM, con el cual se prepard una sonda tomando 3 pl de ADN, 5 pl de
enzimas y 5 ul de nucledtidos (adenina) acoplados con biotina, dejandose
reaccionar la mezcla en un bafo de flotacidon a una temperatura de 16°C,
durante dos horas y media. Terminado este proceso se obtuvo la sonda. Se

anadieron 10 pl de sonda, 2 pl de tRNA (100mg/ml) y 10 ul de formamida. Esta
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mezcla se colocd en una bafio maria en ebullicidn durante 4 minutos vy
tanscurrido este lapso de tiempo se coloct la sonda en hielo, se le agreg6 una
mezcla de 4 ul de BSA al 5%, 4 pl de sulfato de dextran al 50% y 2 ul de 20x
solucion salina concentrada (SSC). Realizada la combinacién entre 1a sonda y la
mezcla, se colocaron las gotas necesarias para flotar las rejillas sobre ella y
todo dentro de una camara himeda. La cdmara se coloco en una estufa a 42°C
durante toda la noche. Terminado este lapso de tiempo se lavaron en 4x SSC y
Aaznnéde ea nolocaren on uno oolusiin 290 4% COC ¥ Saucpiaviving avupiaua a
oro coloidal a una concentracion de 1:10, durante toda la noche a 4°C. Después
se lavaron con 4x SSC y con agua bidestilada, dejandose secar, se realizd

contraste de uranile-plomo y se observé al microscopio electrénico EM-10 Carl

Zeiss y se fotografid.

-Andlisis cuantitativo

Se tomaron tres series de fotografias, obteniendose un total de 50. Por
cada una se contd el numero de granos de oro por micra cuadrada, con los
resultados obtenidos se realizé una comparacidon estadistica con la prueba de

analisis de varianza.
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Diagrama de Flujo (Fig. 3)

METODOLOGIA

12 RAT?IVIDIDAS EN (‘%.RO LOTES

3 CONTROL 9 OVARIECTMIZADAS

21 DIAs

3 NO INYECTADAS 86 INYECTADAS ESTRADIOL

\ / 3- 30<r1| \‘

SACRIFICIO

l

FIJACIGN EN PARAFORMALDEHIDO AL 4%
EN BUFFER DE FOSFATOS pH 7.4 90 MIN

'

DESHIDRATACI?N CON METANOL

30% 5 MIN 4°C
50% 5 MIN 4°C
70% 5 MIN -20°C
90% 30 MIN -20°C
90%-LWK4M -20°C 1 HR (1:1)
90%-LWK4M -20°C 1 HR (2:1)
LWK4M 1 HR -20°C
LWK4M -20°C TODA LA NOCHE

|

INCLUSION EN LWK4M 48 HRS A 4°C
CON LUZ ULTRAVIOLETA

\
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1

CONTRASTE
OBSERVACION

{

REGISTRO FOTOGRAFICO
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RESULTADOS

Descripcidén morfoldgica

Los nucleos de las células endomefriales presentan variaciones
morfolégicas dependiendo del tratamiento al que fueron sometidas. Los nicleos
de las células sin tratamiento {controles) son de forma ovalada con poca
crématina randaneada nracanténdaca an maver pronorcidn la cromating loxz
entre ella se puede observar el material granular disperse como los GPC, GIC,
por todo el nlcleo. Se puede encontrar frecuentemente un nucléolo; ademas,
se puede observar el marcadc con los granos de oro distribuidos por todo el

nicleo y ascciados a los GPC (ver Fig.4).

Los nicleos de las células endometriales de los individuos casfrados
presentan una forma irregular con disminucién en el volumen nuclear. La
distribucién de la cromatina es similar a la de los nucleos de las células sin
tratamiento. Se puede detectar un aumento en el nimero de granos de oro, los
cuales se distribuyen por todo el nicleo (ver Fig. 5). Ademas, algunos granulos

pericromatinianos se marcan especificamente.
Los nucleos de las células endometriales de los individuos inyectados

{(1/2 y 2 horas} con la hormona, son de forma ovalada, con la distribucion de la

cromatina similar a la de las células sin tratamiento. Dependiendo del tiempo de
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inyeccién, se puede observar variacién en el nimero de granos de oro. En los
nucleos de los individuos de inyeccién de % hora con la hormona presentan una
disminucién en el numero de granos de oro (ver Fig. 6) y los individuos de
inyeccién de 2 horas en comparacién con el anterior alcanzan una distibucién

muy parecida a los de las células sin tratamiento (ver Fig. 7).

Morfometria

Después de contar los granas de oro y calcular su densidad (en pmz). se
abservd que el nimero de granos es mayor en los individuos castrados con
respecto a los normales. En los individuos inyectados media hora se presenta
una disminucidén en el nimero de granos y los individuos inyectados 2 horas
presenta un pequefio aumento en el nimero de granos con respecto al anterior
(ver tabla 1 y grafica 1). Las muestras se compararon estadisticamente con la
prueba de andlisis de varianza, con un 0.5% de error. Las diferencias

encontradas son significativas.
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Tabla 1. Numero de granos de oro por micra cuadrada de los diferentes
tratamientos, grupos control y experimentales.

GRUPO CONTROL | CASTRADO |INY.'2 HORA iNY. 2
HORAS
Granos de
Oro promedio 509.25 546,22 215 291.67
por micra
cuadrada
SD+/- 115.53 172.55 123.24 104.48
| {
T 00
8 5004
(G
400 +
300 +

200 +
100 +

con cas 12h 2h

Gréafical. Frecuencia de los granulos de oro por micra cuadrada en los nicleos
de las células endometriales con los diferentes tratamientos. Control
(con), castrado (cas) e inyeccién de media hora (1/2) y de 2 horas (2h).
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Fig. 4 Localizacién de RNA total por hibridacion in situ ultraestructural en el nucleo

‘ de una célula epitelial endometrial de rata normal. La marca (flechas

grandes) es apreciado en el nicleo {N), asociada en ocasiones a granulos

r pericromatinianos (flechas pequefias). C, cromatina; Ci, citoplasma; m,
mitocondrias; GIC, granulos intecromatinianos. x 84, 000.
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Fig. 5 Localizacion de RNA total por hibridacion in situ ultraestructural en el nicleo

de una célula epitelial endometrial de rata ovariectomizada. La marca
(flechas grandes), en el nucleo (N) muy intensa y se asocia a veces con
granulos pericromatinianos (flechas pequefas). La marca en el citoplasma
(Ci) es menor. x 84, 000.

28



[ :
. ¥ o g % B} 3
- Lt R -y
h L=
I * -
& ® - o -
. . . IR . % -
v 5& o w 4t 13
Ny N »-_;\;z" Lo .
K ) S
e L
o, - .
F Lo, s R
5 . . -
LR . .
- + P ‘ . . Fa
: SRR s ’
\@ sk b -
. s B ¥
’ h s
. . L C -~ R 4
-
. & * h

Fig. 6 Localizacion de RNA total por hibridacion in situ ultraestructural en el nucleo
de una célula epitelial endometrial de rata ovariectomizada y sacrificada
después de Y% hora de la administracién de estradiol. La marca {flechas
grandes)} en el nucleo (N), es apreciable, pero menos intensa que en las

ratas ovariectomizadas. Ci, citoptasma; m, mitocondrias. x 84, 000.
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Fig. 7 Localizacion de RNA total por hibridacion in situ ultraestructural en el nucleo
.de una célula epitelial endometrial de rata ovariecomizada y sacrificada
después de 2 horas de la administracién de estradiol. La marca (flechas
grandes) en el nicleo (N), es mayor que después de 'z hora de
administracion de la hormona. Ci, citoplasma; C, cromatina; m,

mitocondrias. x 84, 000.
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DISCUSION

Previamente se ha reportado un efecto postranscripcional del estradiol
sobre células epiteliales del (tero de rata. El efecto consiste en que el nimero
de granulos pericromatinianos varian inversamente proporcional con la
concentracién de estradiol (Vazquez-Nin y Col, 1978, Vazquez:-Nin y
Echeverria, 1996). Estos mismos resultados se obtuvieron in vitro, lo que indica

un efecto postranerincinnal del astradinl an ol tranenarte do BMAT d2) RiLico &

citoplasma (Vazquez-Nin y Col., 1979; ver Vazquez-Nin y Echeverria, 1896}

En el presente trabajo se estudiaron las variaciones de RNAs
intranucleares por medio de hibridacién in situ ultraestructural por medio de
sondas de DNA genémico de rata (Ldépez-Velazquez y col, 1998). Los
resullados indican una mayor cantidad de RNA en el estado castrado en

comparacién con los animales normales e inyectados

Estos resultados sugieren que una gran cantidad de RNA se almacena en
el nicleo durante la castracion. La evaluacion del marcado permite notar que

una parte de ese marcado acurre en los GPCs.
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Estos resultados se correlacionan con estudios previos en donde en los
mismos estadios hay mayor cantidad de GPCs, por lo que podemos coincidir
que una fraccién importante esta presente en sus particulas. Los cambios mas
criticos inducidos por el estradiol, ademas de los transcripcionales, ocurren en el
transporte del RNA previamente sintetizado. En ratas casiradas e inyectadas,
estos cambios ocurren durante la primera hora después de su administracion

(Vazquez-Nin y Col., 1978 y 1979).

Este trabajo ademas de corroborar lo antes mencionado, muestra que
existe una cantidad de RNA en diferentes partes del nicleo que varia de
acuerdo a los GPC y que no se habia medido antes con otras metodologias

morfolégicas hasta este trabajo.
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CONCLUSION

Mas mmClio U ra juDridacion oSy ultraestructural, se  observd que
después de la ovariectomia, el RNA se acumula en el interior del nucleo.
Después de la inyeccidn de estradiol, el RNA pasa al citoplasma. Ademas, parte
del RNA intranuclear se asocia con granulos pericromatinianos, lo que refuerza
la hipotesis de que esas particulas contienen mRNA ya maduro, producto de
algunos genes especificos, ademas; de que el RNA total presente en otras
particulas y disperso por todo el nicleo varia en cantidad de acurdo con lo

observado para el caso de los GPC.
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