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1.1 Resumen

El interior del nacleo celular eucarionte es estructural y funcionalmente complejo,
se trata de una estructura altamente compartamentalizada, en donde esos
compartimentos o dominios no estdn delimitados por membranas. En el
nacleoplasma los cromosomas estan ordenados dentro de lo que se conoce como
“territorios cromosomicos”, en donde los genes activos se encuentran ubicados en
la periferia de los manchones de heterocromatina. Otro dominio claramente
distinguible es el nucléolo, cuya principal funcion, aunque no la Unica, es la
formacion de las distintas subunidades ribosomicas. Dentro del ndcleo se
encuentran también varias particulas ribonucleoproteicas (RNPs), entre las que se
encuentran; las fibras pericromatinianas, las cuales son la expresion fisica de cuan
activa es una célula transcripcionalmente hablando; los granulos
intercromatinianos, los cuales no son mas que el sitio de almacén de la maquinaria
de splicing; los granulos pericromatinianos, dichas estructuras se encuentran
formadas por mRNAs y otras mas como los cuerpos de Cajal, las poliparticulas y
los granulos de Lacandonia.

En el presente trabajo se analizd6 un dominio muy particular conformado por los
transcritos primarios, también conocidos como RNA heterogéneo nuclear, la
distribucién de dichos transcritos es un tema de intima relacion con lo que seria
los territorios cromosémicos; para dicho andlisis se empleé como modelo de
estudio la linea celular HelLa, procedente de cancer cérvico-uterino, dejando asi,
de lado el problema de la transcripcion diferencial entre los distintos tipos
celulares. Asi mismo, se describié un panorama general de la morfologia de este
tipo celular y lo que encontramos es que dichas células presentan un nucleo de
forma irregular, con franjas delgadas de cromatina en la periferia y a lo largo del
nucleoplasma, esto por tratarse de una célula de tipo cancerigeno, posteriormente
el dominio mas conspicuo corresponde al nucléolo como habria de esperarse para
una ceélula con dicha patologia. En cuanto a la distribucién de los transcritos
primarios del cromosoma 22, se observa como la hibridacién de la sonda esta
practicamente restringida a regiones del nucleo ligeramente electrondensas, las
cuales no serian mas que pequefios manchones de cromatina en un estado de
compactacion adecuado tanto para la transcripcién activa, asi como para ser
visibles mediante la técnica de contraste empleada, lo cual confinaria el area de
distribucion de los transcritos a la periferia de los manchones de cromatina de los
cuales proceden. De igual manera encontramos sefial dentro del nucléolo, en los
granulos intercromatinianos y pericromatinianos, ya que en el cromosoma 22
encontramos genes caracteristicos de tales estructuras.



Abstract

The eukaryotic cell nucleus is structural and functionally complex, is a highly
compartmentalized structure, where these compartments or domains are not
delimited by membranes. Chromosomes in the nucleoplasm are arranged in what
is called "chromosome territories" in which active genes are located on the
periphery of clumps of heterochromatin. Another domain is clearly distinguishable
nucleolus, whose main function, but not only is the formation of the different
ribosomal subunits. Inside the nucleus are also several ribonucleoprotein particles
(RNPs), among which are; perichromatin fibers, which are the physical expression
of how a cell is transcriptionally active talking; interchromatin granules, which are
nothing more than the site store the splicing machinery, the perichromatin
granules, these structures are formed by mRNAs and other more as Cajal bodies,
the poliparticles and Lacandonia granules.

In this work examined a very specific domain corresponding of the primary
transcripts, also known as heterogeneous nuclear RNA, the distribution of these
transcripts is a topic of close relationship with what would be the chromosome
territories, for this analysis was used as model HeLa cell line, from cervical cancer,
leaving, aside the problem of differential transcription between different cell types.
It also described an overview of the morphology of this cell type and what we found
is that these cells have a nucleus of irregular shape, with thin strips of chromatin in
the periphery and throughout the nucleoplasm, this because it is a cell cancer type,
then the most conspicuous domain corresponds to the nucleolus as would be
expected for a cell with this pathology. As for the distribution of primary transcripts
of chromosome 22, is seen as the hybridization of the probe is virtually restricted to
high electron-density regions, which are nothing more than small patches of
heterochromatin in a state suitable for both active transcription, as well as to be
visible by the technique of contrast used, which confine the range of transcripts to
the periphery of chromatin clumps of whom come. Likewise find signal in the
nucleolus, the granules perchromatin and interchromatin since these structures are
genes on chromosome 22



1.2 Introduccioén

1.2.1 Ultraestructura del nucleo

1.2.1.1 Ciclo Celular

En 1838, Mathias Jacob Scheiden y Theodor Schwann formularon la teoria celular,
que considera a la célula como la unidad estructural comidn de todos los seres
vivientes, y que toda célula proviene a partir de otra célula. Esto ultimo fue un
aporte hecho por Rudolph Virchow en 1858 (Ver: Alberts, B., et al., 2002).

El ciclo de division celular es el medio fundamental a través del cual todos los
seres vivos se reproducen. En especies unicelulares como las bacterias y
levaduras, cada division de la célula produce un nuevo organismo. En especies
pluricelulares se requieren muchas secuencias de divisiones celulares para crear
un nuevo individuo; pese a esto la division celular también es necesaria en el
cuerpo adulto para reemplazar las células perdidas por desgaste, deterioro o por
muerte celular programada (Ver: Alberts, B., et al.,, 2002; Bloom, J., Cross, F.R.
2007).

Una célula se reproduce llevando a cabo una secuencia ordenada de
acontecimientos en los cuales duplica su contenido y luego se divide en dos. Este
ciclo de duplicacién y division, conocido como ciclo celular, es el mecanismo
esencial mediante el cual todos los seres vivos se reproducen (Ver: Alberts, B., et
al., 2002; Bloom, J., Cross, F.R. 2007).

Los pormenores del ciclo celular varian entre las distintas especies y aun entre los
distintos tipos celulares dentro de una misma especie. Pero el conjunto minimo de
procesos que una célula tiene que realizar son aquellos que le permiten llevar a
cabo su tarea mas importante; la transmision de su informacion genética a la

siguiente generacion de células (Ver: Bloom, J., Cross, F.R. 2007).



El proceso de dividir exactamente el material genético es muy complejo en las
células eucariotas debido a la serie de pasos que deben ocurrir para lograr este
objetivo. La solucién esta dada por una serie de pasos, al conjunto de los cuales
se le llama, ciclo celular; su funcién no es solamente originar nuevas ceélulas sino
asegurar que el proceso se realice en forma debida y con la regulacion adecuada.
(Ver: Bloom, J., Cross, F.R. 2007; Dundr, M., Misteli T., 2001).

Un ndcleo celular tipico se da en dos fases, la interfase y la fase M. La interfase se
divide en tres etapas G1, S, G2 y la fase M se divide en mitosis y citocinesis. La
célula transcurre la mayor parte de su vida en interfase, etapa durante la cual se
llevan a cabo intensas actividades metabdlicas, de sintesis proteica, duplicacion
del material genético, ademas, de la duplicacion de muchos elementos celulares
gue seran divididos durante la mitosis (Ver: Alberts, B., et al., 2002; Dundr, M.,
Misteli T., 2001).

Los procesos del ciclo celular estan controlados por el sistema de control del ciclo
celular. Su nucleo central esta constituido por varias quinasas dependientes de
cicinas (Cdk, de cyclin dependent kinases), las cuales son activadas
consecutivamente desencadenando los diferentes pasos del ciclo. Las Cdk se
activan por la unién de proteinas reguladoras de ciclina, asi como por fosforilaciéon
y desfosforilacion de la quinasa. Se desactivan por distintas proteinas inhibidoras
de Cdk y por la degradacién de las subunidades de ciclina en determinados
estadios del ciclo (Ver: Alberts, B., et al., 2002; Dundr, M., Misteli T., 2001).

La Cdk de la fase M (M-Cdk), una quinasa dependiente de ciclina de 34 KDa,
desencadena una cascada de fosforilaciones de proteinas que determinan el inicio
de la fase M; dichas fosforilaciones son las responsables de los principales
cambios morfoldgicos que se observan en la célula durante la mitosis, como son;

la condensacion de los cromosomas, la fragmentacion de la envoltura nuclear y la



reorganizacion de los distintos filamentos que forman el citoesqueleto (Ver:
Alberts, B., et al. 2002).

1.2.1.1.1 Nucleo mitético

Como ya se menciond las células se reproducen duplicando sus contenidos y
dividiéndose en dos; posteriormente a esta etapa de intensa actividad metabdlica
le sigue una corta etapa denominada mitosis, en la cual todo el material duplicado
en la etapa anterior pasa a repartirse equitativamente entre las dos células hijas.
Incluyendo por supuesto una copia idéntica del material genético, proceso
conocido como segregacion de los cromosomas, cabe mencionar algunas de las

principales caracteristicas que se observan en un nucleo mitético; como son:

Condensacion de la Cromatina. EI genoma de los organismos eucariotas se
encuentra organizado y empacado en forma de cromatina. En el interior del
cromosoma metafasico se encuentra reducida la longitud del DNA en un factor de
104 veces. Dicha condensacion de la cromatina, es mediada principalmente por la
fosforilacién de la histona H3 y la hiperfosforilacion de la H1 (Ver: Bloom, J.,
Cross, F.R. 2007; Burke, D.J., Stukenberg, P.T. 2008).

Disgregacion de la envoltura nuclear. Dicha fragmentacion de la envoltura nuclear,
se ve facilitada por la fosforilacion de determinados residuos de serina de las
laminas (nombre genérico que reciben las distintas proteinas que forman la lamina
nuclear) (Ver: Alberts, B., et al., 2002).

Desensamble del citoesqueleto y ensamble del huso Acromatico. Esto ocurre al
inicio de la mitosis ya que la Cdk-M, se encarga de que los distintos componentes
del citoesqueleto se desorganicen para luego formar una estructura caracteristica
de la mitosis, el huso Acromatico, el cual va a estar formado Unicamente por
microtubulos (Ver: Musacchio, A., Salmon, E. D. 2007).

La mitosis suele dividirse para su estudio en cinco etapas: profase, prometafase,

metafase, anafase y telofase.



1.2.1.1.2.1 Profase

En las células animales, al comienzo de la profase, el centriolo se divide en dos
centriolos hijos, cada uno de los cuales migra a los extremos opuestos de la
célula. Desde cada centriolo se proyectan unos filamentos dispuestos de manera
radial, llamados aster; entre estos filamentos y los centriolos se forma un huso. Al
mismo tiempo, se condensa la cromatina, mediado por la fosforilacion de la
histona H3 y la hiperfosforilacion de la H1 (Bloom, J., Cross, F.R. 2007; Odde D.
J., Gardner M. K. 2006).

El nucléolo desaparece; posteriormente durante la profase tardia, la envoltura
nuclear comienza a disgregarse y algunos microtubulos se asocian al par de
cromatidas. En la mayoria de las células, comienza la disgregacion de la envoltura
nuclear la cual marca el final de la profase de la mitosis. (Odde D. J., Gardner M.
K. 2006).

1.2.1.1.2.2 Prometafase

La prometafase puede dividirse en dos etapas principales:

Prometafase temprana la cual es caracterizada por la fragmentacién de la
envoltura nuclear, la cual se ve facilitada por la fosforilacion de determinados
residuos de serina de las laminas (nombre genérico que reciben las distintas
proteinas que forman la lamina nuclear) (Odde D. J., Gardner M. K. 2006;
Musacchio, A., Salmon, E. D. 2007).

Durante la prometafase tardia cada cromosoma ensambla dos cinetocoros
hermanos sobre el centromero, uno en cada crométida (Musacchio, A., Salmon, E.
D. 2007).

1.2.1.1.2.3 Metafase

Durante la metafase, cuando los cromosomas se encuentran alineados en la placa

metafasica, existe un equilibrio de fuerzas provocado por los microtubulos. Los
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cromosomas avanzan hacia adelante y hacia atras en forma oscilatoria ajustando
constantemente su posicion metafésica; es en esta etapa de la mitosis donde se
da un punto de control del mismo (check point), este consiste en que la mitosis se
detiene hasta que cada uno de los cinetocoros que contiene cada cromatida
hermana no se encuentre unido a los distintos microtibulos cinetocéricos que
nuclean a partir de sus respectivos polos (Odde D. J., Gardner M. K. 2006;
Musacchio, A., Salmon, E. D. 2007).

1.2.1.1.2.4 Anafase

La anafase es la etapa de la mitosis con menor duracion, suele dividirse en dos
etapas la anafase temprana y la anafase tardia:

La anafase temprana comienza cuando todos los cromosomas estan
correctamente anclados a los microttbulos del huso (microtdbulos cinetocéricos) y
alineados en la placa metafasica. Luego de esto, las proteinas que mantienen
unidas ambas cromatidas hermanas denominadas cohesinas, son cortadas, lo que
permite la separacion de las crométidas. Esto por medio de un enzima de nombre
separasa. Estas cromatidas hermanas, que de ahora en adelante se denominan
cromosomas hijos, son separados por los microtibulos del cinetocoro mediante la
despolimerizacién de los mismos (Alberts, B., et al. 2002; Musacchio, A., Salmon,
E. D. 2007).

Posteriormente durante la anafase tardia, los microtubulos polares (también
llamados solapados) se alargan empujando a los centrosomas y con ello a los
cromosomas hijos a los que estan asociados mediante el huso mitético, hacia los
extremos opuestos de la célula (Alberts, B., et al. 2002; Musacchio, A., Salmon, E.
D. 2007).

En cuanto aspectos moleculares durante la anafase temprana, un complejo
proteico denominado APC (Anaphase Promotor Complex) o complejo promotor de
la anafase, una ubiquitina, es activado el cual tiene como diana la proteina
segurina, la cual inhibe a su vez al enzima separasa, ademas, se da la

degradacion de la ciclina que forma parte del complejo M-Cdk, por lo que todos los
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acontecimientos regulados por esta empiezan a revertirse (Alberts, B., et al. 2002;
Musacchio, A., Salmon, E. D. 2007).

1.2.1.1.2.5 Telofase

Es la etapa final de la mitosis, en este periodo los fragmentos de la envoltura
nuclear se asocian en la periferia de las croméatidas, rodeandolas parcialmente,
posteriormente se fusionan entre si formando dos nucleos, cada uno
correspondera a una célula hija. La repolimerizacion de la envoltura nuclear es
dirigida por fosfatasas que desfosforilan las proteinas laminas, lo que determina su
reconstruccion. Asi mismo la desfosforilacion de las histonas iniciado en la fase
anterior culmina por lo que los cromosomas se descompactan a cromatina, el
nucléolo es visible en cada nucleo hijo en esta etapa, ademas, de reanudarse la
sintesis de RNA (Odde D. J., Gardner M. K. 2006; Musacchio, A., Salmon, E. D.
2007).

1.2.1.1.2 Nducleo interfasico

Las células eucariontes, por definicibn y en contra parte de las células
procariontes, tienen un nucleo (Eu = verdadero y caryon = nucleo). El nucleo
almacena la mayor parte del DNA de la célula, el cual esta rodeado por una doble
membrana. Se puede decir que el nucleo almacena el patrimonio genético de la
célula. Su envoltura lo protege en contra del estrés ambiental, asegurando su
reparacién, asi como su duplicacion y transcripcién, dicha membrana no es
continua a lo largo del nucleo, sino que es interrumpida en ciertas regiones
conocidas como poros nucleares (complejos macromoleculares), los cuales
regulan la entrada y salida de sustancias entre el citoplasma y nucleo. La
membrana externa del nucleo es continua con el reticulo endoplasmico rugoso y
en ocasiones, al igual que éste, tiene adheridos ribosomas; la membrana interna
contiene proteinas especificas que la unen a la lamina nuclear la cual le da

soporte a todo el nacleo. Al espacio que hay entre ambas membranas se le llama

12



espacio perinuclear el cual es contiguo con el lumen del reticulo endoplasmico
(Ver: Spector, D. L., 1993; Dundr, M., Misteli T., 2007; Alberts, B., et al., 2002).

A diferencia del citoplasma, el cual cuenta con compartimentos bien delimitados,
en el nucleo, las membranas no delimitan los compartimentos nucleares, a los
cuales se les conoce mejor con el nombre de dominios. No obstante, tras décadas
de estudios minuciosos, algunos dominios nucleares han sido morfolégicamente y
algunos incluso han sido funcionalmente caracterizados (Ver: Spector, D. L., 2001;
Dundr, M., Misteli, T., Meaburn, K. 2007).

Un claro ejemplo de esto es el nucléolo, el cual a groso modo es responsable de
la sintesis del rRNA asi como del ensamble de las subunidades ribosémicas.
Dicha relacién entre la estructura del nucléolo y su funcién ha sido relativamente
bien estudiada y comprendida. Existen otros dominios dentro del ndcleo algunos
de los cuales han sido morfolégicamente caracterizados, pero sus funciones son
parcialmente comprendidas y en algunos otros casos su funcion es todavia
desconocida. (Ver: Spector, D. L. 2001; Alberts, B., et al. 2002).

1.2.1.2 Nucléolo

El nucléolo es considerado por la mayoria de los autores como el dominio nuclear
mas claro y prominente a observar dentro de cualquier célula eucarionte, el cual
observado a través del Microscopio Electronico de Transmisibn muestra tres
diferentes regiones, las cuales reflejan el proceso vectorial de biogénesis de los
ribosomas: la primera regién comprende unas estructuras pequefas y ligeramente
contrastadas llamadas, centros fibrilares (FC); las cuales a su vez estan rodeadas
por areas de material densamente contrastado llamado, componente fibrilar denso
(DFC); el cual esta a su vez cubierto por una region que contiene muchas
particulas, llamada el componente granular (GC) (Ver: Spector, D. L., 1993; Dundr,
M., Misteli T., 2001; Shaw, J. P., Brown WS. J., 2004).

El centro fibrilar contiene rDNA, RNA polimerasa |, y factores asociados a la

transcripcion; la transcripcion del rDNA ocurre en los FCs, principalmente en la
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periferia de dichas estructuras y el pre-rRNA transcrito es modificado en el DFC en
un proceso cotranscripcional. El rRNA transcrito es procesado en el DFC por
medio de la adicion de aproximadamente 115 2"-O-metil ribosas y la conversion de
95 uridinas en seudouridinas, aunque algunos pasos del procesamiento también
pueden ocurrir en el GC, junto con el ensamble del rRNA dentro de las
subunidades ribosémicas, de hecho las particulas que conforman el CG son
particulas pre-ribosémicas en diferentes etapas de maduracion asi como de las
distintas subunidades grandes y pequefias que conforman los ribosomas
eucariontes (Ver: Spector, D. L., 1993; Lamond I. A., Earnshaw C. W., 1998;
Alberts, B., et al. 2002).

En pocas palabras la principal funcion del nucléolo es la trascripcion y
procesamiento del rRNA y el ensamble de las subunidades ribosomicas 28S, 18S,
y 5.8S caracteristicas de las células eucariontes. La formacién del nucléolo es
dependiente de la trascripcion asi como del ciclo celular; en la mayoria de las
células eucariontes el nucléolo entero se disgrega durante la mitosis y vuelve a
formarse en la telofase alrededor de las regiones organizadoras del nucléolo
(NOR), ya que el nucléolo es una estructura dinamica que se forma en respuesta a
los requerimientos para la sintesis de nuevos ribosomas (Ver: Lamond A. I,
Earnshaw, W. C., 1998; Agredano-Moreno, L. T., 1991).

1.2.1.3 Cromatina

La cromatina es un complejo desoxiribonucleoproteico, formado de DNA vy
proteinas; estas Ultimas a su vez se dividen en dos tipos: histonas y proteinas no
histonicas. Existen cinco tipos de histonas con base en la abundancia de dos
aminoacidos en particular, lisina y arginina. A las histonas con alto contenido de
lisina se les denomina H1; las histonas con poca lisina H2A; las histonas
moderadamente ricas en lisina H2B; y las histonas ricas en arginina H3 y H4.
Estas proteinas tienen la peculiaridad de ser las proteinas mas conservadas a lo

largo de la evolucion entre los seres vivos (Ver: Alberts, B., et al., 2002).
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La cromatina de las células eucariontes se divide en dos grandes grupos,
heterocromatina y eucromatina, esta clasificacion estd basada en el estado de
condensacion de la misma, durante la interfase (Ver: Spector, D. L., 1993; Cremer,
T., etal., 2004).

La heterocromatina es el tipo de cromatina mas condensada en el ndcleo
interfasico y es por lo tanto transcripcionalmente inactiva. Estando normalmente
localizada formando bandas alrededor de la periferia del nucleo y rodeando al
nucléolo, ademas, se encuentra formando parches a lo largo del nucleoplasma. La
heterocromatina 0 cromatina compacta a su vez es dividida en constitutiva y
facultativa (Ver: Spector, D. L., 1993; Cremer, T., et al., 2004).

La heterocromatina constitutiva es rica en secuencias altamente repetidas (por
ejemplo secuencias de DNA satélite) las cuales estan ordenadas en tandem y en
mamiferos llegan a representar hasta el 10 % del total del genoma. La funcion de
este tipo de cromatina en la célula en interfase es aun desconocida, incluye a los
telomeros y centromeros del cromosoma que no expresan su DNA. (Ver: Spector,
D. L., 1993; Cremer, T., et al., 2004; Griffiths, F. A. et al., 2000).

La heterocromatina facultativa consiste en cromatina potencialmente activa; es
decir contiene regiones del cromosoma que pueden estar activas, en estado laxo,
en algunos tipos celulares; e inactivas, compactadas en otros tipos celulares,
dentro del mismo organismo, a diferencia de la heterocromatina constitutiva cuyas
regiones estan siempre compactadas en todas las células del organismo. La
heterocromatina facultativa contiene informacién sobre todos aquellos genes que
no se expresan o que pueden expresarse en algin momento. Teniendo como
principal ejemplo en las hembras de los mamiferos al corpusculo de Barr, el cual
resulta de la inactivacion total y azarosa de uno de los dos cromosomas X. (Ver:
Spector, D. L., 1993; Griffiths, F. A. et al., 2000).

La cantidad de heterocromatina presente en el nucleo varia de acuerdo a que tan
activa sea la célula transcripcionalmente hablando; por ejemplo, poca

heterocromatina estd presente en células cancerigenas las cuales son
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transcripcionalmente activas, mientras que el ndcleo de células inactivas; por
ejemplo un espermatozoide, esta practicamente lleno de cromatina condensada
(Ver: Spector, D. L., 1993; Griffiths, F. A. et al., 2000).

El otro tipo de cromatina, la eucromatina o cromatina laxa, se encuentra distribuida
formando asas en la periferia de los camulos de heterocromatina, dichas asas se
prolongan dentro del nucleoplasma, hacia el espacio intercromatiniano. Con esta
disposicion hace que la regién que rodea a los cumulos de heterocromatina sea
donde radica la transcripcibn mas activa, de acuerdo a los experimentos
realizados por Fakan y Bernhard, en 1971, mediante autorradiografia
ultraestructural, después de un marcado con uridina tritiada, se demostré que la
sintesis de RNA se realiza en la cromatina laxa. Ademéas, de que aqui se
encuentran algunas particulas ribonucleoproteicas, las cuales estan asociadas
directamente con la transcripcion, y procesamientos post-transcripcionales.
Aproximadamente el 10 % de la cromatina que es transcripcionalmente activa esta
siempre en su forma laxa, eucromatina, comprendiendo aquellos genes que la
célula necesita transcribir activamente, los llamados genes de mantenimiento (en:
Jiménez, G. LF., Merchant, H., 2003; Spector, D. L., 1993).

1.2.1.4 Cuerpos Nucleares y Particulas Ribonucleoproteicas (no
nucleolares)

El nacleo de las células eucariontes es un compartimiento celular en el cual se
lleva a cabo una gran variedad de procesos bioldgicos, tal como la replicacion y
reparacion del DNA, la expresion génica a través de la transcripcion y el splicing,
asi como la modificacion y degradacion de algunas proteinas, por citar algunos
ejemplos. Dicha variedad de materiales bioldégicos dentro del ndcleo no esta
distribuido aleatoriamente. Por ejemplo, en la interfase cada cromosoma ocupa un
territorio distinto y particular, sugiriendo que dicha organizacion juega un papel
regulatorio en la expresion génica de los cromosomas. Ademas, existen regiones

bien definidas como el nucléolo, y diferentes tipos de cuerpos nucleares
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identificados a través del uso de herramientas citologicas e inmunohistoquimicas
(Ver: Fakan, S. 2004; Hozak, P., Fakan S., 2006).

El rango de tamafo de dichos cuerpos nucleares va desde la décima parte de un
micrémetro hasta varios micrometros; y cada tipo puede ser facilmente identificado
inmunolégicamente con anticuerpos contra proteinas caracteristicas y especificas
de cada cuerpo nuclear; u otros factores como los RNAs pequefios nucleares,
(snRNAS) (Ver: Spector, D. L. 1990).

Cabe mencionar que la mayoria de estas estructuras fueron caracterizadas
gracias a que la citoquimica ultraestructural permitié la localizacién de complejos
de RNA y proteinas de tamafio menor a la décima parte de un micrémetro. El uso
de un procedimiento preferencial para la tincion de ribonucleoproteinas (Bernhard,
1969), hidrdlisis enzimaticas y extracciones quimicas, permiti6 la clara
demostracion de la naturaleza ribonucleoproteica de varios componentes
nucleares externos al nucléolo (Monneron y Bernhard, 1969). Entre ellas estan: las
fiboras pericromatinianas, los granulos pericromatinianos, los granulos
intercromatinianos y los cuerpos espiralados. Posteriormente se encontraron otras
estructuras nucleares que probablemente también contengan RNA, los cuerpos
nucleares, y se identificaron las poliparticulas, que son componentes RNP no
nucleolares previamente descritos por procedimientos bioquimicos (en: Jiménez,
G. LF., Merchant, H., 2003).

1.2.1.4.1 Fibras Pericromatinianas (FC)

Estas fibras fueron descritas por primera vez por Monneron y Bernhard en 1969
con la técnica de tincién preferencial de EDTA (4cido etilendiaminotetraacético;
C10H16N208) para ribonucleoproteinas. Se encuentran ubicadas en los bordes
de los distintos grumos de cromatina compacta, region llamada pericromatiniana,
de ahi su nombre. En 1989 Jiménez-Garcia y colaboradores demuestran su
presencia universal en animales, plantas y hongos. Tienen un diametro de 3 a 5

nm y pueden prolongarse hasta el espacio intercromatiniano y suelen estar en
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ocasiones entremezcladas con los granulos pericromatinianos (en: Jiménez, G. et
al., 2003; Agredano-Moreno, L. T. 1991; Monneron, A., Bernhard, W. 1969).
Dichas fibras pericromatinianas no son estructuras rigidas, por el contrario se les
ha visto por medio de estudios bioquimicos y autorradiografia migrar hacia el
espacio intercromatiniano, en dicho proceso el RNA que las constituye sufre un
proceso de maduracién. Se encuentran muchas veces asociadas con los granulos
pericromatinianos. (en: Falcén, B., T. 2006; Jiménez, G. et al., 2003).
Experimentos hechos por Fakan y colaboradores en 1975, demostraron que
incorporan uridina tritiada inmediatamente, por lo cual las asociaron con los
transcritos nacientes de hnRNA (RNA heterogéneo nuclear), ademés, de su
idonea ubicacion, cerca de la cromatina laxa o transcripcionalmente activa. Por lo
qgue la cantidad de fibras pericromatinianas dentro del nucleo es un reflejo de la
tasa de sintesis de pre-mRNA, como lo demuestran experimentos hechos por
Fakan y Bernhard, en los cuales, se trabajé con hepatocitos de ratas a las cuales
se les habia extirpado la glandula adrenal, y dividido en dos grupos; al primero se
le inyecto cortisol con lo que al analizar los nucleos de dichas células se encontro
que la cantidad de FC variaba enormemente en comparacién con el segundo
grupo, al que no le habian administrado cortisol; con esto dedujeron que ahi se
encontraba la RNA polimerasa Il (en: Jiménez, G. LF., Merchant, H., 2003).

1.2.1.4.2 Granulos Pericromatinianos (GPC)

Los granulos pericromatinianos son estructuras ribonucleoproteicas, puesto que
son EDTA positivas, descritas por primera vez por Watson en 1962, son cuerpos
esféricos de 30 a 50 nm de diametro, procedentes del enrollamiento de las FPCs y
rodeados por un halo caracteristico de exclusion de cromatina de 25 nm que los
hace faciles de distinguir en las micrografias electronicas; habitualmente estan
ubicados en el borde de los grumos de cromatina compacta, pero también se les
puede ver en la region intercromatiniana, aunque de una manera escasa. Hay
evidencias de que los granulos pericromatinianos almacenan y transportan mRNA,
hacia el citoplasma para ser traducidos a proteinas; comparaciones morfolégicas,

morfométricas y citoquimicas hechas por Vazquez-Nin y colaboradores en 1978
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han demostrado que los GPC son estructuras practicamente idénticas a los
granulos de los anillos de Balbiani, por eso se dedujo que ambos granulos
cumplian la misma funcién (en: Jiménez, G. LF., Merchant, H., 2003; Monneron,
A., Bernhard, W. 1969).

Los experimentos que ayudaron a dilucidar el papel citofisiolégico de los GPC
fueron de dos tipos; el primero utiliza factores fisicos o quimicos que alteran el
metabolismo del RNA y el segundo emplea hormonas en los organismos para
inducir variaciones reversibles en el metabolismo del RNA (en: Jiménez, G. LF.,
Merchant, H., 2003).

Una serie de experimentos hechos por Vazquez-Nin y colaboradores en 1978
consistié en ovariectomizar ratas, a las cuales después, se les dividi6 en dos
grupos, a uno de los cuales se les inyectaba estradiol de rapido metabolismo
(hemisuccinato de 17 estradiol), el grupo de células al que se le habia inyectado
el estradiol, después, de 15 minutos presentaba una clarisima disminucién de los
GPCs en comparacibn con las células estudiadas de los ejemplares
ovariectomizados sin administrarles posteriormente el estradiol, cabe destacar que
tanto el volumen nucleolar, asi como la frecuencia de otras particulas RNPs,
relacionadas directamente con el metabolismo del RNA, no se vieron afectadas.
De estas observaciones se sugirido que la cantidad de GPCs esta regulada por la
relacion entre la sintesis de RNA y su salida al citoplasma, y permitieron formular
la hipotesis de que el estradiol tiene un efecto postranscripcional sobre la
expresion genética, regulando la velocidad del pasaje de los mRNAs del nucleo al

citoplasma (en: Jiménez, G. LF., Merchant, H., 2003).

De igual manera posteriormente se compararon la densidad numérica de los
GPCs y el marcado autorradiografico del nucleo y del citoplasma de células
epiteliales de la préstata ventral, en ratas normales y castradas, sin y con un

tratamiento con hemisuccinato de testosterona, se encontré que la frecuencia de
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GPCs aumenta con la castracion y disminuye media hora después de la

administracion de la hormona (en: Jiménez, G. LF., Merchant, H., 2003).

1.2.1.4.3 Granulos Intercromatinianos (GIC)

La mayoria de los genes en las células eucariontes se encuentran segmentados,
por lo que al ser transcritos por la RNA polimerasa Il, se transcriben en lo que se
conoce como pre-mRNA o hnRNA (RNA pre mensajero o RNA heterogéneo
nuclear, respectivamente), dicho transcrito primario como habia de esperarse es
del mismo tamafo que el gen del que procede, para que dicho transcrito pueda
ser llevado al citoplasma y entonces traducido a su correspondiente polipéptido,
por los ribosomas, tiene que ser procesado o madurado, en tres reacciones
principales las cuales son: a) una metilacion en el extremo 5’, b) la poliadenilacion
en el extremo 3, c) el splicing, proceso en el cual se eliminan las secuencias no
codificantes (intrones) y se unen las secuencias que se van a codificar para dar
origen a un polipéptido. Para que se lleve a cabo el splicing se requieren varios
factores entre ellos proteinas y varios tipos de RNA, la mayoria de dichos factores
son almacenados por los GICs (Ver: Cremer, T., 2004; Jiménez-Garcia, L. F., et
al., 2007).

Los granulos intercromatinianos son estructuras nucleares polimorfas y en
ocasiones se les encuentra en forma continua con fibrillas, estdn organizadas
generalmente en cumulos, localizados en el espacio intercromatiniano de las
células animales, tienen un didmetro promedio entre 20-25 nm; dichos granulos
estan unidos entre si, por fibras, y fueron descritos por primera vez por Swift en
1963, con la técnica convencional para microscopia electronica; posteriormente
Bernhard con la técnica preferencial para RNPs comprueba la naturaleza
ribonucleoproteica de dichos granulos, los granulos estan compuestos de RNA de
larga vida media como los UsnRNAs, los cuales estan relacionados con el
procesamiento postranscripcional de los pre-mRNA y proteinas, por esta razon se
propuso que los GICs son el almacén de la maquinaria de splicing (Ver: Mintz, P.
J. etal., 1999; Monneron, A., Bernhard, W. 1969; Spector, D. L. 1996).
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Los granulos intercromatinianos poseen la mayoria de los factores proteicos y
diferentes tipos de RNA involucrados en el splicing. Entre los principales
constituyentes de estos granulos estdn 5 particulas ribonucleoproteicas pequefas
nucleares (snRNPs), conocidas como Ul, U2, U4, U5 y U6, las cuales son
complejos nucleoplasmicos de RNA y proteinas que funcionan como unidades del
spliceosoma. También, se encuentran mas de 200 factores de splicing, entre ellos
las proteinas de la familia SR, las cuales tienen unidos segmentos de RNA asi
como proteinas con regiones ricas en Serina y Arginina de ahi su nombre; las
cuales son necesarias para el reconocimiento de los intrones, y por lo tanto
definen la region perteneciente a los exones, ademas, de ensamblar el
spliceosoma. También hay evidencia de que son esenciales para el splicing
alternativo. Los GICs “speckles” se dispersan cuando la célula entra en mitosis,
pero las sSnRNPs y los factores proteicos del splicing se reagrupan en estructuras
muy parecidas a las anteriores “speckles” durante la telofase, para luego ser
importadas al nucleo de la célula hija (Ver: Lamond A. et al., 1998; Jiménez, G.
LF., Merchant, H., 2003; Mintz, P. J. et al., 1999).

1.2.1.4.4 Cuerpos de Cajal

Basados estrictamente en un criterio morfologico, los estudios ultraestructurales
han caracterizado varios tipos de cuerpos nucleares, uno de ellos son los cuerpos
espiralados o cuerpos de Cajal, los cuales pueden ser claramente identificados en
distintas especies de plantas y animales. Estas estructuras se observan al
microscopio electronico como bolas de fibras enredadas de 0.15 a 1.5 ym de
diametro (Matera, A. G., 1999; Lamond I. A., Earnshaw C. W., 1998).

Aunque su nombre deriva de estudios hechos en el microscopio electronico, los
cuerpos espiralados fueron originalmente identificados en el microscopio de luz a
inicios del siglo XX, por Santiago Ramén y Cajal; quien los nombré como “cuerpos
accesorios nucleolares”, su funcién en ese entonces no estaba muy clara, ya que

su caracterizacion molecular comenzo a inicios de la década de 1990, y el nUmero
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de componentes celulares reportado desde entonces ha ido creciendo (Matera A.
G., 1999).

Los cuerpos de Cajal (CBs, coiled bodies por sus siglas en inglés) son
encontrados dentro del nucleo, a través, de la filogenia de plantas y animales. En
las plantas, estan presentes en todas las especies y en todas las células de cada
especie en los ejemplares hasta la fecha examinados. En algunos tipos celulares
de mamiferos, se encuentran presentes los CBs, mientras que en otro tipo celular
pueden estar ausentes. Los CBs son asociados frecuentemente con el nucléolo,
debido a que algunos componentes son comunes a ambas estructuras (Ver:
Shaw, J. P., Brown WS. J., 2004.).

Los CBs son estructuras EDTA positivas, y probablemente estén envueltas en el
transporte y maduracion de RNPs pequefios nucleares (SnRNPs) (U1, U2, U3, U4,
U5, U6) y RNP pequefios nucleolares (snoRNPs), asi como en el almacenamiento
de ambos, antes de aparecer en los GICs o el nucléolo, respectivamente. En
particular, la modificacion de nucledtidos dentro de los SnRNAs del spliceosoma es
regulada por pequefios RNAs especificos de los cuerpos espiralados (scaRNAS)
(Ver: Shaw, J. P., Brown WS. J., 2004.).

Los cuerpos de Cajal estan altamente enriquecidos en varios tipos de snRNPs,
proteinas nucleolares y proteinas que controlan el ciclo celular, ademas, de
diversos factores de transcripcidon basal. Sin embargo, el Unico epitope reportado a
la fecha que puede ser usado como un marcador inequivoco para los CBs es una

proteina llamada p80 coilina (Ver: Matera A. G., 1999).

Dichas particulas son continuas con las fibras pericromatinianas, y suelen estar
cerca del nucléolo o de la envoltura nuclear pero, en la mayoria de los casos se
encuentran en la region intercromatiniana, ademas, la abundancia de los cuerpos
espiralados estad asociada con un metabolismo alto de la célula (en: Agredano-
Moreno, L. T. 1993).
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1.2.1.4.5 Poliparticulas

Las poliparticulas son complejos ribonucleoproteicos, por lo tanto son EDTA
positivas, y estan formadas por particulas con un coeficiente de sedimentacién de
30S de una unidad de mRNA repetida multiples veces, para formar lo que en el
microscopio electronico parece una estructura semejante a cuentas ensartadas en
un hilo. También son conocidas como informoéferos, y tienen un tamafo
aproximado de 25 nm la principal caracteristica de estas estructuras es que tienen
tanto RNA mensajero como pre-mensajero, debido a que son de alto peso
molecular y contienen una secuencia de poli-A en el extremo 3’ y de marcado
rapido. En un estudio de complejos transcripcionales se determiné que las
moléculas de pre-mRNA auln unido a la matriz de DNA por RNA polimerasa, se
unen a otras proteinas formando estructuras granulares de 20 a 35 nm, las cuales
se encuentran relacionadas con las FCs y con los GIC, demostrando asi la
existencia de una migracion de los factores de splicing hacia los lugares donde se

activa la trascripcion (Falcén, B. T., 2002).

1.2.2 Modelo Experimental

1.2.2.1 Células HelLa

Las células Hela constituyen una linea de células epiteliales humanas
procedentes de un carcinoma cervical, y las primeras células humanas de las
cuales se establecié una linea celular permanente. Dichas células proceden de
una intervencion quirdrgica practicada a una paciente afroamericana de nombre
Henrietta Lacks (de ahi el nombre), en la cual se extrajeron células de un
carcinoma en el Gtero con la intencion de evaluar su malignidad. La paciente

fallecié 8 meses después a causa de su tumor (Macville, M., et al. 1999).

Las células extraidas fueron invadidas por el virus del papiloma humano 18

(HPV18), transformandose en células tumorales (Macville, M., et al. 1999).
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Aquellas células se dejaban cultivar tan bien, y proliferaban tan facilmente en
cultivos celulares, que desde entonces comenzaron a ser empleadas a gran

escala en la investigacion (Macville, M., et al. 1999).

La transferencia horizontal de genes del papilomavirusl8 (HPV18) a células
cervicales humanas crearon el genoma tan caracteristico de las células HelLa el
cual se diferencia claramente del genoma parental en varios aspectos incluyendo
el nimero de cromosomas, segun el andlisis de SKY arroja que las células HeLa
son hipertriploides (3n+) conteniendo un ndmero total de entre 76 y 80
cromosomas y 22 a 25 cromosomas anormales por célula, entre los que se
incluyen 4 copias del cromosoma 12 y tres copias de los cromosomas 6, 8 y 17
(Macville, M., et al. 1999).

1.2.2.2 Hibridacién in situ Ultraestructural

La técnica de Hibridacién in situ fue desarrollada en 1969 por Gall y Pardue e
independientemente por Jonh y colaboradores, en el mismo afio. Gall y
colaboradores describieron una técnica que formaba hibridos moleculares entre
RNA y DNA. La técnica se llevé a cabo en ovocitos de Xenopus laevis, hibridando
rRNA con rDNA extracromosomal. Detectaron la localizacion diferencial en las
células, de los hibridos de acidos nucleicos ha distintos estadios. En ese momento
la Unica forma de marcaje eran los radiois6topos, por lo que se uso tritio para el
experimento y la forma de deteccién fue por autoradiografia (Vazquez Nin, G., et
al. 2000; Segura Valdez, L. et al. 1997).

En la actualidad la hibridacion in situ ha contribuido a originar una disciplina que
denominamos citoquimica molecular moderna la cual incluye a la
inmunolocalizacién. La parte innovadora de esta nueva disciplina es la deteccion
de sustancias celulares con un grado de especificidad nunca antes logrado. De
esta manera podemos saber de manera precisa la ubicacion de determinadas
moléculas dentro de la célula, generalmente acidos nucleicos y proteinas. Con ello

podemos estudiar la relacién espacio-temporal existente entre acidos nucleicos y
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proteinas, dilucidando asi, aspectos de la expresion génica in situ (Vazquez Nin,
G., et al. 2000; Segura Valdez, L. et al. 1997).

La hibridacion de acidos nucleicos es quizas el método mas poderoso para
localizar, asi como, cuantificar secuencias de DNA o RNA especificas, dentro de
una célula. Esta técnica se basa en la peculiaridad de los &cidos nucleicos en
formar una doble cadena entre dos hebras de secuencia complementaria. Dichas
reasociaciones de hebras de secuencia complementaria puede ser llevada a cabo
empleando sondas de DNA o RNA; siendo recomendable en la medida de lo
posible el empleo de sondas de DNA, dadas las caracteristicas quimicas de esté,
destacando la estabilidad de dicha molécula ante hidrdlisis enzimaticas. (Vazquez
Nin, G., et al. 2000).

El marcado de las sondas que se emplearan, se realiza incorporando un
nucleétido generalmente marcado ya sea con Biotina o Digoxigenina, aunque
también puede darse mediante la incorporacion de un atomo radioactivo, lo cual le
resta precisiébn a la técnica, esto en cuanto a la ubicacion precisa de la sonda
(Segura Valdez, L. et al. 1997).

Una vez que se tiene la sonda marcada, el siguiente paso es la desnaturalizacion
de la misma en dos hebras; esto con la finalidad de permitir el reconocimiento de
las secuencias complementarias en el corte ultra fino del material en estudio.
Dependiendo del caso, si lo que se busca es DNA en la muestra, éste debe ser
desnaturalizado previamente, ademas, de ser tratado con RNAsas para evitar
sefal inespecifica; pero si lo que se busca es RNA, no hace falta desnaturalizar
(Vazquez Nin, G., et al. 2000; Segura Valdez, L. et al. 1997).

Posteriormente ya que se ha dejado hibridar la sonda con los cortes de material a
estudiar, sigue el proceso de localizar la sonda la cual puede hacerse con un
anticuerpo que reconozca la Biotina o Digoxigenina empleada para marcar la
sonda, en el caso de la Biotina suele emplearse estreptoavidina, un compuesto

gue presenta una gran afinidad por la Biotina, la cual esta acoplada a granos de
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oro coloidal de diametro especifico, haciendo entonces la sonda visible al

microscopio electrénico (Vazquez Nin, G., et al. 2000).

1.2.2.3 Cromosomas Acrocéntricos

Un cromosoma acrocéntrico es aquel cromosoma en el que el centromero o
constriccion primaria, se encuentra mas cercano a uno de los telémeros, dando

como resultado un brazo muy corto denominado p, del francés petit; y el otro largo

denominado q por convencidbn a la letra siguiente.
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De los 23 pares de cromosomas humanos el cromosoma 13, 14, 15, 21 y el 22 son acrocéntricos teniendo como
peculiaridad que poseen las regiones organizadoras nucleolares. En la siguiente tabla se ejemplifican algunas de las

principales caracteristicas de los 5 cromosomas acrocéntricos.

Tabla 1 Caracteristicas generales de los cromosomas acrocéntricos.

Cromosoma 13 14 15 21 22
Longitud 114,127, 980 106, 360,585 100, 338,915 46,944,323 49, 528,953
bps bps bps bps bps

Total de Genes 924 1,347 921 578 1,092

Transcritos no 303 270 55 226 291

Codificantes

rRNA Genes 10 11 7 3 2

SnRNA 28 42 47 11 17

snoRNA 14 61 106 7 7

tRNA 15 36 27 3 3

Total de Proteinas 316 624 622 224 446

Codificadas conocidas | nuevas | conocidas | nuevas | conocidas | nuevas | conocidas | nuevas | conocidas | nuevas
276 40 381 243 460 162 215 9 400 46

Pseudogenes 305 453 244 128 355

Datos tomados de las paginas Web al 15 de Mayo del 2011.http://www.ncbi.nlm.nih.gov/;

http://vega.sanger.ac.uk/Homo_sapiens/index.html; http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/index.html
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1.2.2.3.1 Cromosoma 22

El cromosoma 22 del genoma humano es el segundo cromosoma, mas pequenio,
representa entre el 1.5 y el 2% del total del genoma, en 1999 los investigadores
del Proyecto del Genoma Humano anunciaron que se habia secuenciado dicho
cromosoma en su totalidad, convirtiéndolo en el primero en ser secuenciado

totalmente (Dunham I, et al. 1999).

La siguiente tabla contiene un resumen de los principales genes ubicados en el
cromosoma 22 de acuerdo al articulo de Dunham y colaboradores de 1999 en el
gue se publica la secuencia total de dicho cromosoma.

Tabla 2 Principales genes del Cromosoma 22

Locus Genes Descripcion Enfermedad
22q11.1- IGL@ Cadenas ligeras de anticuerpos
gqll.2
22q11.21 TBX1 Proteina T-box 1 (factor de

transcripcion)

22q11 RTN4R Receptor para una glicoproteina | Esquizofrenia

reticulon 4, oligodendrocytemyelin

22q11.21- comT Catecol-O-metil tranferasa Degrada catecolaminas
gl1.23 (dopamina, epinefrina,

norepinefrina

22q12.1- NEFH Proteina componente de los
ql3.l neurofilamentos
22q12.1 CHEK2 Kinasa detiene ciclo celular al detectar

un dafio en DNA

22q12.2 NF2 Proteina de anclaje entre el | neurinoma del acustico
citoesqueleto y la membrana celular (tumor)
22q13 SOX10 Factor de transcripcion SRY (sex

determining region Y)-box 10
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http://en.wikipedia.org/wiki/Reticulon_4
http://en.wikipedia.org/wiki/Oligodendrocyte

1.3 Objetivos

» Determinar la distribucion de los transcritos que se producen a partir de

genes del cromosoma 22.

¢, Se agrupan y ocupan un espacio tridimensional definido dentro del nucleo celular
0 se mueven a través del espacio intercromatiniano hacia otros dominios para

procesamientos posteriores?

» Determinar las estructuras ribonucleoproteicas a las que se asocian estos

transcritos.

» Ubicar una regién determinada en la cual se distribuyen los transcritos

primarios.

» Afinar los detalles necesarios para un estudio posterior en el cual se

empleen sondas de genes especificos.

1.4 Metodologia

1.4.1 Cultivo Celular

Se cultivaron células HelLa en una incubadora celular bajo las siguientes
condiciones; temperatura 37°C, 5% CO? y 95% 02, el medio empleado para el
cultivo celular fue Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), el cual tenia
como factor de crecimiento suero fetal bovino al 10%, ademas, de glutamina al
3%; una vez que las células estaban en estado confluente, eran despegadas con
una mezcla de tripsina que contenia EDTA, para luego ser pasadas con ayuda de
una pipeta a tubos eppendorf de 1.5 mL, donde eran centrifugadas a 1500 rpm
durante 10 minutos para retirar el medio de cultivo, e inmediatamente se le

agregaba la solucion fijadora correspondiente.
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1.4.2 Obtencioén de las Muestras

Se utilizaron cultivos de células HeLa en monocapa, los cuales fueron despegados
mediante la adicion de tripsina, después de esto, las células fueron trasladadas
con ayuda de una pipeta a tubos eppendorf de 0.5 mL y centrifugados a 1500 rpm
durante 10 minutos; después era retirado el sobrenadante y agregada la solucion
fijadora de la siguiente manera; las muestras se dividieron en dos grupos. Las
células contenidas en el primer grupo se fijaron con una solucion de
Glutaraldehido al 2.5% en un buffer o amortiguador de fosfatos salino, PBS a pH

7.3, siendo este procesamiento ideal para la inclusion en resina Epoéxica.

Las células contenidas en el segundo tubo se fijaron con una mezcla de
Paraformaldehido al 4% y Glutaraldehido al 0.5% en un buffer de fosfatos a pH

7.3, siendo este procesamiento ideal para incluir en resina Acrilica (Lowicryl K4M).

1.4.3 Procesamiento de las Muestras

Una vez terminado el proceso de fijacion, las células de ambos grupos eran
centrifugadas a 700 rpm para formar un pellet y poder retirar la solucion fijadora,
después fueron sometidas a tres lavados de PBS de 10 minutos cada uno. Las
células contenidas en los eppendorf correspondientes al primer grupo, fueron
deshidratadas gradualmente con etanol a distintas concentraciones 30%, 50%,
70%, 80%, 90%, 96% durante 5 minutos con cada alcohol, para finalizar la
deshidratacion se les coloco alcohol absoluto (100%) por tres ocasiones con una
duracién de 5 minutos cada una. Después, se les coloco 6xido de propileno al
100% vy se realizaron con éste tres cambios de 5 minutos cada uno, a continuacion
del daltimo cambio de 6xido de propileno, se colocaron en una solucién de 6xido de
propileno y resina epéxica 1:1 y permanecieron ahi a temperatura ambiente
durante 2 dias proceso llamado preinclusion. Por ultimo las muestras se incluyeron
en una resina epoxica y se polimerizaron en una estufa a 60 °C todo el fin de

semana.
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Por otro lado las células contenidas en los eppendorf correspondientes al segundo
grupo, fueron deshidratadas gradualmente con metanol a distintas
concentraciones 30% y 50% durante 10 minutos con cada alcohol, a 4 °C;
posteriormente en metanol al 70% durante 10 minutos a una temperatura de -20
°C y por ultimo en metanol al 80% y 90% durante media hora cada uno a una
temperatura de -20 °C; luego se sometieron a una mezcla de metanol al 90% vy
Lowicryl 1:1 durante una hora a una temperatura de -20 °C, posteriormente se
sometieron a una mezcla de metanol al 90% y Lowicryl 1:2 durante una hora a una
temperatura de -20 °C y por Ultimo a una solucién de lowicryl absoluta donde
permanecieron dos dias a una temperatura de -20 °C. Por ultimo se incluyeron en

una camara UV a una temperatura de -20 °C durante dos dias.

1.4.4 Preparacion de las Muestras para su Observacion

De las células incluidas en Epon se obtuvieron cortes semifinos de 200-250 nm de
espesor, con ayuda de un ultramicrétomo LEICA ultracut R, dichos cortes fueron
fijados por calor sobre portaobjetos y tefiidos con azul de toloudina,
posteriormente se observaron en un microscopio 6ptico Zeiss con el objetivo de
40X, para seleccionar el area de mayor interés, para luego retallar la cara del
bloque, delimitando un area precisa, y facilitar asi la obtencion posterior de cortes

ultrafinos.

Una vez delimitada la cara del bloque se procedié a sacar los cortes ultrafinos de
60 o 70 nm de espesor (color gris a plateados) en el mismo ultra micrétomo,
dichos cortes se montaron en rejillas de cobre de 3.05 mm de didmetro y de mesh

abierto, recubiertas anteriormente con una membrana de formvar.

Las rejillas que contenian los cortes se contrastaron por flotacion, utilizando la
técnica convencional para microscopia electrénica, en una camara humeda que
contenia lentejas de hidroxido de sodio; primero permanecian flotando en acetato
de uranilo alcohdlico al 3% durante 20 minutos, enseguida eran retiradas y
enjuagadas por goteo con ayuda de una piseta con agua bidestilada para luego

flotarlas nuevamente en citrato de plomo al 0.3% durante 10 minutos, para finalizar
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se enjuagaban nuevamente por goteo con agua bidestilada y se ponian a secar en
papel filtro dentro de una caja petri para evitar que se contaminaran.

Posteriormente todas las rejillas se observaron en el microscopio electronico de
transmision marca JEOL modelo JEM-1010 operando a 80 KV, a diferentes

aumentos para localizar las rejillas y las zonas de interés para el presente trabajo.

Se seleccionaron las mejores rejillas en cuanto a espesor de los cortes montados
y limpieza de la técnica de contraste, luego se tomaron micrografias electronicas a
distintos aumentos, para el registro de dichas imagenes se empleé la camara MTI
modelo CCD-300-RC y se utilizé el programa Scion Image for Windows para TEM

camera, las imagenes obtenidas se guardaron en una carpeta en formato TIF.

En cuanto a las células incluidas en resina acrilica, en las cuales se realizd la
hibridacién in situ ultraestructural, se obtuvieron de igual manera cortes semifinos
de 200-250 nm de espesor, con ayuda de un ultramicrétomo LEICA ultracut R,
dichos cortes fueron fijados por calor sobre portaobjetos y tefiidos con azul de
toloudina, posteriormente se observaron en un microscopio Optico Zeiss con el
objetivo de 40X, para seleccionar el area de mayor interés, para luego retallar la
cara del bloque, delimitando un area precisa, y facilitar asi la obtencién posterior
de cortes ultrafinos.

Ya delimitada la cara del bloque se procedié a sacar los cortes ultrafinos de 60 o
70 nm de espesor (color gris a plateados) en el mismo ultra microtomo, dichos
cortes se montaron en rejillas de oro de 3.05 mm de diametro y de mesh abierto,

recubiertas anteriormente con una membrana de formvar.

La hibridacion in situ se realizo de la siguiente manera; primero se preparaban las
mezclas de hibridacion; que consistian en la mezcla A, la cual contenia 2.5 pL de
la sonda marcada (cromosoma 22), 2.5 pL de formamida y 0.5 pL de tRNA de
Escherichia coli; la mezcla B que contenia 1 yuL de Sulfato de Dextran al 50%, 1 pL
de BSA y 0.5 pL de buffer 20XSSC.
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Posteriormente la rejilla de oro que contenia los cortes de material incluido en
resina acrilica, se puso a hibridar por flotacion en una cdmara humeda que
contenia la mezcla de hibridacion (mezclas A y B), durante 5 horas a 42 °C; al
termino de las 5 horas se lavaba en cuatro ocasiones por 5 minutos cada uno en
buffer 4X SSC; posteriormente seguia el proceso de revelado, el cual consistia en
flotar la rejilla en una solucion de estreptoavidina acoplada a oro coloidal 10 nm/
4XSSC (1:10) e incubar 18 horas a 4 °C, al terminar, las rejillas eran sometidas a 4
lavados de 5 minutos cada uno en buffer 4X SSC, después se lavaba por goteo

con buffer de fosfatos PBS a pH 7.3 y al terminar con agua bidestilada.

Posteriormente se contrastaba por flotacion en una cadmara humeda durante 6
minutos con Acetato de Uranilo alcohdlico al 3%, para después ser observada en
el microscopio electronico de transmision marca JEOL modelo JEM-1010
operando a 80 KV, a diferentes aumentos para localizar las rejillas y las zonas de

interés.

Se seleccionaron las mejores rejillas en cuanto a espesor de los cortes montados,
la limpieza de la técnica de contraste y la sefial de la hibridacion in situ
ultraestructural, luego se tomaron micrografias electronicas a distintos aumentos,
para el registro de dichas imagenes se empled la camara MTI modelo CCD-300-
RC y se utilizd el programa Scion Image for Windows para TEM camera, las

imagenes obtenidas se guardaron en una carpeta en formato TIF.
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1.5 Resultados
Los ndcleos de células Hela, presentan una forma irregular (Fig. 1), con una

distribucion de la heterocromatina en la periferia del mismo, asi como pequefias
prolongaciones hacia el interior del ndcleo (Figs. 3, 4, 5, 7 y 8) como lo
demuestran las micrografias tomadas de material contrastado mediante una
técnica especifica para DNA (amina de osmio) (Figs. 7 y 8) cabe mencionar que
dichas franjas de cromatina son muy delgadas debido a que por tratarse de una
célula de tipo cancerigeno la cantidad de cromatina compacta es minima. A bajos
aumentos destaca un ambiente fibrogranular, el cual predomina a lo largo del
nacleo (Fig. 2). EI dominio mas conspicuo corresponde al nucléolo (Figs. 1, 2, 3),
el cual como habria de esperarse en una célula cancerigena es de gran tamafio,
ocupando un gran volumen del nucleo y en ocasiones presentando mas de dos
estructuras por nucleo (Fig. 9), esto debido a su intensa actividad en la sintesis de
ribosomas. En cuanto a su morfologia presentan un nucléolo caracteristico, con
sus tres regiones claramente delimitadas (Fig. 4), primero estan los centros
fibrilares (FC), una region clara, que a su vez esta rodeada por una region
electrondensa denominada el componente fibrilar denso (DFC) y por dltimo en la
periferia del nucléolo apreciamos el componente granular (GC). Con respecto a los
demas dominios, vemos poca presencia de granulos pericromatinianos (Figs. 5y
10), asi como de granulos intercromatinianos (Figs. 6 y 9); este aspecto atribuible
sin duda a la intensa actividad transcripcional caracteristica de esta linea celular.
Cabe aclarar que los granulos intercromatinianos presentan un patron difuso,
caracteristico de una célula con un metabolismo elevado, lo cual los hace mas
dificiil de apreciar al microscopio electronico. ElI ambiente fibrogranular
predominante en el nucleoplasma, corresponde a multiples franjas de cromatina
en un grado de compactacion tal, que las hace visibles mediante una técnica de
contraste especifica (Figs. 7 y 8), ademas, de unos pocos granulos
pericromatinianos, asi como unos cumulos de granulos intercromatinianos dificiles

de apreciar (Figs. 6 y 9).
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En cuanto a la distribucion de los transcritos primarios del cromosoma 22, se
observa como la hibridacion de la sonda esta practicamente restringida a las
inmediaciones de regiones del nucleo ligeramente electrondensas (Figs. 10, 13,
14), las cuales no serian mas que pequefios manchones de cromatina en un
estado de compactacion adecuado tanto para la transcripcién activa, asi como
para ser visibles mediante la técnica de contraste empleada (Acetato de Uranilo y
Citrato de plomo), lo cual confinaria el area de distribucién de los transcritos a la
periferia de los manchones de cromatina de los cuales estan siendo transcritos
(Figs. 10, 12, 13 y 14). De igual manera encontramos sefial dentro del nucléolo,
(Fig. 11) esto debido al tipo de genes que se encuentran en dicho cromosoma, ya
gue como se detalla en la tabla 1, era de esperar respuesta en el nucléolo, ya que
en este dominio es donde se da la transcripcion del rRNA, asi como la sintesis de
distintas moléculas de tRNAs, y snoRNAs, cuyos genes se encuentran presentes
en el cromosoma 22, asi mismo encontramos hibridacién por parte de la sonda en
lo que seria granulos pericromatinianos (Fig. 10) dada la naturaleza de ser sitios
de almacén de mRNAs de tales estructuras; de igual forma se observa sefial de
hibridaciébn en lo que corresponderia a un patrén difuso de los camulos de
granulos intercromatinianos (Fig. 9), esto debido a la presencia de snRNAs en
dichas estructuras, asi como, la presencia de los genes a partir de los cuales son

transcritos en el cromosoma estudiado.

35



Figura 1. Micrografia electronica de transmision donde se muestra a bajos aumentos el
nacleo de una célula HelLa, notese que hay muy poca heterocromatina, caracteristico de
las células cancerosas, 18 000 X.

Figura 2. Micrografia electrénica de transmision, se logra apreciar una parte del nucléolo
(flecha negra) y un ambiente fibroso (elipse), una pequefia franja de heterocromatina
adosada a la cara interna de la envoltura nuclear (flechas blancas), 25 000 X.
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Figura 3. Micrografia electrénica de transmision, donde se muestra una delgada franja de
heterocromatina adosada a la membrana interna de la envoltura nuclear (flechas blancas)
y una parte del nucléolo (flecha de negra), 30 000 X.

Figura 4. Micrografia electronica de transmision donde se muestra el nucléolo, se
aprecian sus tres regiones caracteristicas, centros fibrilares (cabezas de flecha),
componente fibrilar denso (flechas) y componente granular (franja blanca), 20 000 X.
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Figura 5. Micrografia electronica de transmision, donde se hace un acercamiento al
ambiente fibroso apreciado en las micrografias pasadas, se logran ver granulos
pericromatinianos (flechas blancas), 40 000X.

Figura 6. Electrénmicrografia, donde se muestra dos cumulos de Granulos
intercromatinianos (franjas punteadas), se logra apreciar un poco de heterocromatina
adosada a la membrana interna de la envoltura nuclear (elipse negra), y se observa un
pro nuclear (flecha), 20 000X.
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Figura 7. Electronmicrografia de un nucleo de célula HelLa, contrastado por una técnica
especifica para DNA. Obsérvese la distribucion de la cromatina, las regiones mas
electrén-densas corresponden a un grado de compactacién de la cromatina mayor, 25

000X.

Figura 8. Micrografia electronica de un nlcleo de célula HelLa. Se muestra la peculiar
distribucion de la cromatina mediante una técnica especifica 25 000X.
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Figura 9. Electrénmicrografia, donde se muestra la localizacioén de transcritos primarios en un nucleo de célula HeLa mediante la
técnica de hibridacién in situ ultraestructural; usando sondas de 500 nucleétidos de longitud del cromosoma humano 22 completo.
Noétese que hay zonas donde se concentra la marca de oro coloidal (elipses), dichas zonas corresponden a cumulos de granulos
intercromatinianos, también se aprecia una sefial fuerte en ambos nucléolos (nu), 20 000X.
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Figura 10. Micrografia electronica de transmision, se muestra la localizacion de transcritos primarios procedentes del cromosoma 22
en un nucleo de célula HeLa mediante la técnica de hibridacion in situ ultraestructural; donde se aprecia como dichos transcritos se
asocian a la periferia de los manchones de heterocromatina de los cuales proceden (cabezas de flecha), de igual manera se observa
una fuerte sefial sobre un granulo pericromatiniano (flecha), 40 000X.
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Figura 11. Electronmicrografia, donde se encuentran transcritos primarios del cromosoma 22 en un nucleo de célula HeLa; como era
de esperarse se observa una fuerte sefial dentro del nucléolo, asociado al componente fibrilar denso del mismo, 20 000X, el
recuadro muestra un acercamiento de un centro fibrilar 60 000X.
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Figura 12. Electromicrografia, se muestra la localizacién de transcritos primarios en un nucleo de célula HelLa, se observa
claramente como la distribucion de dichos transcritos esta asociada intimamente con los manchones de cromatina a partir de los
cuales proceden, 40 000X.
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Figura 13. Electronmicrografia, se muestra la localizacion de transcritos primarios en un ndcleo de célula HeLa mediante la técnica
de hibridacion in situ ultraestructural; usando sondas de 500 nucleétidos de longitud del cromosoma humano 22 completo, 50 000X.
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Figura 14. Electronmicrografia. Donde se aprecia la distribucion espacial de transcritos primarios procedentes del cromosoma 22,
mediante la técnica de Hibridacion in situ Ultraestructal. Nétese que la distribucidn de las marcas de oro coloidal esta estrechamente
asociada a regiones electro densas dentro del nucleo, correspondientes con regiones de cromatina en transcripcién, 50 000X.

45



1.6 Discusiones

En el presente trabajo se logré determinar por medio del andlisis de las distintas
micrografias electronicas, la distribucion de transcritos primarios (hnRNA)
procedentes del cromosoma 22, para ello, se empezd por describir la
ultraestructura del nucleo de las células HelLa, por lo que se emplearon dos
técnicas de contraste distintas, una especifica para el DNA (amina de osmio) y
otra general (acetato de uranilo y citrato de plomo); la primera nos permitio
conocer la distribucién de la cromatina en la linea celular empleada, mientras que
la otra técnica de contraste nos permitié una determinacién general de los distintos
componentes del nucleo del mencionado modelo de estudio; una vez descrito el
nucleoplasma de las células HelLa se procedi6 a implementar la técnica de
Hibridacion in situ Ultraestructural, usando sondas de 500 pares de bases del
cromosoma 22 completo, de acuerdo al andlisis de las distintas micrografias se
sugiere que los transcritos primarios se almacenan en las inmediaciones de los
manchones de cromatina de los cuales proceden; siendo las distintas estructuras
encargadas de cualquier procesamiento, las que tienen que migrar hacia estas
regiones para hacer las modificaciones que ya conocemos (residuo de 7-
metilguanosina en el extremo 57, la poliadenilacién en el extremo 3y el splicing); el
presente proyecto resultd ser un estudio meramente cuantitativo, ya que aunque
se logré localizar los distintos transcritos procedentes Unicamente del cromosoma
22, es dificil establecer un dominio o subvolumen dentro del ndcleo mas
especifico. Por lo que se recomienda el empleo de sondas de genes o familias
génicas especificas, lo cual nos podria dar como resultado la caracterizacion de
regiones dentro del ndcleo, donde se almacenen transcritos primarios afines,
dando un punto de apoyo a la existencia de vecindarios espaciales del genoma, ya
que dicha teoria propone la existencia de regiones definidas de secuencias
especificas que se congregan en un espacio tridimensional dado. Donde los

juegos de genes gue son regulados por los mismos factores de transcripcion, por
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ejemplo durante la diferenciacion, pueden agruparse alrededor de compartimentos

nucleares enriquecidos en estos factores en particular.

1.7 Conclusiones
v' De acuerdo al andlisis de las distintas micrografias se delimité un sub-

volumen especifico dentro del ndcleo para los distintos transcritos
procedentes del cromosoma 22, el cual puede extrapolarse y decirse que
los transcritos primarios (hnRNA), antes de cualquier procesamiento
(adicion de un residuo de 7-metilguanosina en el extremo 57, la
poliadenilacién en el 3’y el splicing) estan en estrecha relacion con los

manchones de cromatina de los cuales proceden.

v' Se demostro la viabilidad de la técnica de hibridacién in situ ultraestructural
para la deteccion de transcritos procedente de grupos especificos de genes
(cromosoma 22 completo), asi como la linea celular HeLa como modelo de

estudio.

v" Se describid la ultraestructura del ntcleo de la linea celular HelLa.
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