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Si bien la estructura de la cromatina
parace muy estable entre los Eucarion
tes, la ultraestructura de las riboﬁi
cleoproteinas, aunque se conoce toda—
via paco, pudiera ser mucho mis varia
da (Moyne. Bertaux, Puvion, 1975).

QuizZ, debido a que el niicleo es una
parte tan importante para la c&lula,
la filogenia basada en el tipo de nil
clec puede ser mis confiable que la
hasada en cloroplastos, flagelos o en
aspectos de la morfologia de las célu
las {Dakley, 1978).
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I. RESUMEN

La marcada diferencia entre los nficleos celulares interfési-
cos de mamifercs y de Fugfena v la carencia de urn estudic con en-
foque evolutive sobre el comportamiento de las ribonucleoproteinas
{RNP) intranucleares relacionadas con el procesamientc postrans--
cripeional de los RENAs, nos 1levd a invéstigar a este organele den
tro de un esqguema filogen&tieco gue considera distintos niveles de
organizacidn tisular.

Se estudiaron por primera vez al microscopio electrdnico, los
nficleos celulares interfisicos de diferentes tejidos de Porifera,
Cnidaria, Nemertina, Annelida, Sipunculeoidea, Hemichowrdata, Cepha-
lochordata, Pisces y Amphibia mediante la técnica regresiva de con
traste preferencial para RNP.

Los resultados muestran la presencia de nucleolo, fibras y
grinulos pericromatinianos (FPC y GPC) v la presencia de fibras y
grinulos interercmatiniancs (FIC y 8IC). El difSmetro promedic de
los BPC, del halc que los rodea y de los GIC no muestra diferen-
cias significativas entre los diferentes grupcs (p > 0.05). E1 dij
metro premedio intergrupal para los GPC es de aproximadamente
428 A y de aproximadamente 193 A para el hale que los circunda.

El difimetro de los GIC-es de unos 2860 A.

Se concluye gque en animales hay un patrdn morfolégico_comﬁn
para el procesamiento postranscripcional de los RNAs pre-mRNA ¥
del pre-rRNA probablemente, 1o gue sugiere un crigen comiin a par-

tir de uno o varics ancestros para =2ste reino.
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I, INTRODUCCION

Leys aspectos ultraestructurales del nfelee celular interfisi
co se estudian deasde el punte de vista de la concepeifn evolutiva
del mundo vive debide a las diferencias tan notables- observadas snire
los niicleos de mamiferos (1) y de Euglena ghracifis (2.

Actualmente se conocce bien la estructura fina del nficlec en
interfase de células de mamiferos debide fundamentalmente a la pu-
blicacidn de una téenica repgresiva de contraste preferencial para
ribonucleoproteinas (RNP) (3Y, de una téecnica de contraste prefe-
rencial para creomatina (4)y de una téeniica de contraste especifico
para cromatina, del tipo Feulgen (5). La marcada diferencia entre
los nficleos de E. gracifis v mamifercs nos 1levd a pensar que ss
posible intentar observar diverses patnpohes morfoldgicos nucleares
que permitieran, en organismos actuales, elaborar relaciones filo-
genéticas nuevas o ratificar las ya establecidas para casi 1100 mi
llones de afios, del crganele que compartamentaliza el material ge
nético en eucariontes (6).

Las particulas ribonuclespreoteicas intranucleares se re-
lacionan con el procesamiento, almacén y/o transporte de RNA del
nicleo al citoplasma (7}, y represehtan el sustrato morfoldgico
donde pueden ocurrir tales fendmenos.

Ultraestructuralmente presentan una gran heterogéneidad,que

<

podria estar correlacionada ceon aspectds funcionales que tal veg
e

jui

Se establecieron desde la primera aparicién de los seras con
nilclso en 21 planeta . M8s bien pensamos que esa heterogenei-
dad sea la consecuencia de la acumulacifn de pequefios cambics cuan-
titativos (genéticos) que se traducen en cambios cualitativos ma-
nifiestos (fenotipicos). Este cambio jgradual v continuc, base de
la teoria evolutiva neodarwiniana,sin embargo puede no ser del to-
do correcto y quizd la evolucidn de las especies sea un procesc
més discentinuo en el que no es posible encontrar estades Interme
dios, comc ha sido postulado por la tsoria del equilibrio

puntuado (8),
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S¢ han realizado muchos intentos tendientes a organizar una
secuencia evolutiva natural de los seres vivos. Los ssquemas tra
dicionales basadcs en caracteres morfolbgicos, embricldgicos, pa-
leontolégicos, etc. han side complementados, v en ccasiones modi-
ficados, por caracteristicas basadas en aspectos moleculares, fi
sioldgicos y celulares. De acuerde a esto, el presente estudic in
tenta ser un aperte a los esquemas eveolutivos trazados con otros
caracteres.

Por otro ladc, se pretende complementar una serie de investi
gaciones sobre la ultraestructura nuclear. Anteriormente se han
utilizadeo drogas, hormonas y un sistemamodslo de diferenciacitn con el
objeto de aclarar el posible papel citofisiclfgico de las particu
las nucleares actuales relacicnadas con el metabolisme postrans-—
cripeional del RNA ' en sistemas transcripeionales alterados, es de
cir, en sistemas donde la transcripcién de algunos genes se reprime DoX
el proceso de diferenciaci®n  celular (se inactivan ciertos genes) ¥y
en sistemas donde la transcripeidn ocurre de acuerdo a estimulcs
ambientales (se "prenden" vy se "apagan" clertos genes durante el
¢iclo celular). Desde este punto de vista se pretende, entonces,
obtener informacidn ultraestructural acerca de lc que puede pasab
con las particulas ENP intranucleares &n sistemas donde se pilens:
que ge cripginan v se oierden genes, wsto es, a 1o largo de la histo-
ria evolutiva. Creemos posible que la estructura nuclear en ani-
males sea diferente,cualitativamente, en organismos ccensiderados
come primitivos en la escala filogenftica, con base en las varian
tes que se han sufrido respecta de un patrdn comin gue pusede bien
ser encontrado entre los organismos que originarian a los metazoa
rios: los Protoctistas.

La ultraestructura nuclear interna puede representar un pard
matro confiable para llevar a cabo estudios evelutivos pues es en
el nliclec donde residen ios complejos multimacromcleculares rela
cicnados con el gene, bagse de la variabilidad gendtica,

En resumen, el trabaje aqQuil presentadc intenta estudiar los
posibles cambios en la disposicién, forma, tamafio ¥ nfimero de las

particulas RNP intranucleares relacicnadas con el almacdn, trang
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porte y procesamiento del RNA, a la luz de la tecria evolutiva.
AsT entonces, se estudia el nficleo mediante una t&cnica regresi-
va de contraste preferencial para RNP y se dan elementos para dis
cutir los resultados desde el punto de vista de la filogenia, del
posible papel de las particulas mencionadas en el procesamiento
del RNA, de la arquitectura y fisiolcgia nuclear en general.
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[1:1 ANTECEDENTES

[1.1.1 NOCLED INTERFASICO
Los niicleos celulares fueron vistos y descritos por primera

vez por Leewenhcek en 1770 en los glébulos rojos del salmdn., Des-
cribiendo sus figuras dijo: "Las figuras 2ABCD representan las
particulas ovales de la sangre de un saimdn que pesaba arriba de
30 libras ... ss representan las particulas gue parecian delgadas
y gruesas, pero gue no encaraban al ojo directamente. Las de la
figura € sI 1o hacian v en su mayoria tenian una especie de peque
fa luz (fumen) clara en el centro (nficleo), mds larga en unos que
en otres, 1o que ha hecho que el Grabader haga su miximo esfuerzo
para imitarlo"™. También cobserv®d nficleos en peces lenguados, des-
eribiéndolos como "puntos pequefios y brillantes™. Trembley y Mi-
iler en 1774 y 1778 respectivamente, observaron nfeclecs en Sfewn-
Zom ¥ otros protozoarics. Asimismo Hewson en 1777 observd niicleos
en gldbulos rolios de peces, anfibios, reptiles, aves y en inverte
brados como la lengosta de mar. Fontana, por otro lado, describid
ios nflclecs celulares en la sustanciz gelatinosa que cubre la piel
ad-las anguilas y los reporta diciendo que "..,.uno ve un cuerpo pe-
quefic (petit coxps) interno, situado en diferentes puntos de cada
gldbuls'. Purkinije en 1825 habla de una vesicula germinativa en
los cigotos de las aves, peroc no encontrd una relacidn con la Lu-
men © los peitdi coxps va descrites. En vegetales, desde 1802, Bauer
va habfa dibuijadc nficldos de cdlulas del tejido laxc que subyace
al canal del estigma de la orquidea Blefdla Tankerulllfice pero
sus trabkajcs se publicaron mucho tiempo después. Brown, conocien-
do los trabajos de Bauer, se da cuenta de que el nficleo no ocurre
g6lo esporddicamente en las células y acufid el nombre con cgue se
conoce actualmente z este organelo. Eh efecto, fue Robert Brown
quien en su obra "Observation on the Organs and Mode of Fecunda-
tion in Orchidae and Asclepiadaceae, aparecida en 1831 en un fo—
ileto y reproducida en 1833, describe al nficleo celular diciendo
que "... en cada c&lula de la epidermis de una gran parte de esta
familia {Orchidae), especialmente en aquellas con hojas membrano-

5as, Se observa una aréocla cireular simple, por lo general algo
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mas obaca que la membrana dé la célula... esta aréocla o NUCLED,
como guizd pueda ser denominada, no se halla confinada en la epi-
dermis sino que se encuentra en el parénquima o en lag c2lulas in
ternas del tejide ... puedo aqul reconcocer gque z& de casos en gque
el nilcleoc no es selitaric en cada utriculo o c&lula®.

No obstante, Valentin en 1836 fue quien introduje la palabra
nilclec en la citologia animal, describiéndelo en el epitelio cue

", .. pero

cubre lecs vasos del plexo coroide del cergbro y diciendo
cada uno de ellos contiene en el centro de su interior, una es-
tructura redonda y oscura gque recuerda el nlicleo que hay en el rei
no vegetal en las células epidérmicas del pistilc"”. De esta manera
se marcaba un paso fundamental en el estudio carioldgico conside-
rando a esa pequefia "nuez" come una estructura constante en célu
las .animales y vegetales, dentro del contexto de la teoria celu-
lar en gestacidn que nacia gel desarrollo cenceptual de la fibra,
el glébula y 1a hilera de gldbulos y desembocaba en el naqimien—
to de la frase "teoria celular" acufiada poer Schwann parsa signifi—
car que ".., uno puede incluir bajc en nombre de teoria celular,
en el sentidc mads amplic, la afirmacidn de que existe un princi-
nio de construccifén (Bildungsprinzip) para todo producto crginico

¥ que este principin de construceifn es la formacidn celular (9,10).

Los -estudios cue se tienen sobre el desarrollo histdrico del
cenceimiento del nficleo han sido analizados en otras ccasicnes
(11-17} vy aqui solamente se ha hecho mencidn de los aspectos que
quizi gueden oscuros en la literatura por su poca accesibilidag.
Por lo tanto hablaremos de los rasgos més relevantes gue en la ac
tualidad se tienen sobre el comportamiento citofisicldgica del

nilcleo celular en interfase.

Aproximadamente 1400 millones de afios atrids, cuandoc aparecie
ron los primeros eucariontes en la evelucidn, en el pericdo pre-
cambricc (8), de incrementd la explotecién del fendmeno de la recom-
binacidn genética que trala consigo el aumento sustancial en la

variabilidad gen&tica sobre la gue actuaria la seleccidn natural
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contribuyende en gran medida a la actual diversidad del mundo vi-
vo. Se ha dascrito en muchas ocasiones gfmo ha sido el desarrollo
del concecimiente sobre el nicleo celular, tanto durante la mito--
sis como durante la interfase. Aqui, lo gue nos interesa es el as-
pecto morfofisiolfgico que se tiene en nuestros dfas, particular-
mente en el periodo de interfase v haciendo &nfasis en los compo-
nentes ribonucleoproteicos (RNP) que tienen que ver con los proce
sos de transporte, almacsdn v procesamiento postranscripcional de .
los RNAs=s.

AUn cuando no esti perfectamente establecida la estructura
y funecidn de la cromatina, se sabe que es la matriz a partir de
la cual se sintetizan los componentes moleculares que intervendran
en la gintesis de proteinas y en la replicacidn genética (18-21).
En este trabaje, nes enfocaremos en los complejos RNP intranuclea-
res descritos desde finales de los afios cincuenta de este siglc,
pero hablaremos someramente de otras estructuras nucleares, ya que
existen excelentes revisiones sobre el tema de nficteo (18, 22, 23).
Cabe destacar que los conccimientos descrites a continuacibn  son
el producto de la convergencia de t&ecnicas estructurales y bioqui-
micaé, en particular, de las modernas técnicas de electroforesis
en gel y chtencifn de secuencias de nucledtidas v técnicas autorra
dicgrdficas de alta resolucifin combinadas con m2todos de contras-
te espeéifico o preferehcial, come son la del dcido etilen diamino
tetraacético (E.D.T.A.}. para RNP, la del &cido fosfotfingstico (FIA)

para cromatina y otras (23),

Morfolégicamente se definen tres regiones nucleares: la regid
de cromatina compacta, la regifn intercromatiniana y la regidn del
cuerpo nucleolar, En la primera se encuentra distribuida la croma
tina transcripcionalmente inactiva, rodeada de la regidn psricro-
matiniana, que es la subregidn transcripeionalmente activa. La
regidn intercromatiniana se define come el espacio nuclear gue se
encuentra entre climulos de cromatina compacta. E1 cuerpe nucleolar
corresponde a la zona que ocupa el nucleolo, lugar donde se sinte-

tizan les RiAs ribosomales 185 y:28% (18,23)Las RNP intranucleares se aso-



cian a estas regicnes y se degcriben a continuacidn.

IT.1.1.1 RIBONUCLEOPROTEINAS INTRANUCLEARES

I1.1,1.1.1 GRANULOS PERICROMATINIANOS
Los grinules pericromatiniancs (GPC) fueron descritos por pri

mera vez por Watson en 1962 (24) vy parece que se encuentran en to-
dos los nflclecs celulares interfisicos de eucariontes. Se locali-
zan cercancs a conglomerados de cromatina compacta y son corpilscu
los individuales de 350 & 500 i de didmetro que con las té&cnicas
habituales de microscopla slectrdnica presentan un centro densc a
los electrones fermade por fibras de entre 10 y 30 E de grosor vy
un halo claroe alrededor, de aproximadamente 250 R de difmetro (7,
25), Su estructura, composicifin y funcifin apenas estin siendo acla-
racos.

Zl posible significadeo citofisioldgico de estas particulas se
hize evidente en un trabajo en el cue se compararon las caracteris
ticas estructurales, morfométricas, citequimicas y autorradiogriafi
cas de estos granulos en hepatocitos de rata y en los grdnulos de
les anillos de Balbiani de los niicleos con cromosomas politénicos
de células de glindulas saiivales de Chdronomus . S2 sugiriéd enton-
ces que funcionarian almacenando y/¢ transportando intranuclearmen
te el RNA mensaziero o premensajero (26}, Pesteriormente se realiza
ron diverses estudios tendientes a apoyvar tal hipbtesis. Se anali-
zaron los efectos de diferentes inhihidores metabdlicos, la defi-
ciencia alimenticia y los agentes fisicos sobre el nflmero, estruc-
tura v disposicidn de los EPC y otres cuerpos RNP.

S8e utiliz® cortisol (27), g-amanitina ¢28), cicloheximida (29),
mitomicina C (30), cloruro de cadmic (31}, bleecmicina (32), hipo-
alimentacién vy vealimentacidn (23}, temperaturas supranormales {(34)
o nipotermia (35). E1l uso de estos agentes, debido a efectos cola-
terales {toxicidad}, no aporta svidencias claras del mecanismo por
el cual estas particulas se alteran en nimerc, calidad v disposi-
¢ién. 5in embargo, &l estudiar los efectos de las variaciones del
nivel de estradicl sobre las RNF del nideleo de células epitelia-

les endometriales, pues sl estradiol no produce toxicidad (36),se
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encontrd que una disminucién en el nivel de la hormona produce un
aumento significative del nilmerc de GPC por unidad de volumen nu-
clear, mientras gue la administracidn del estradiol tiene el efec
to contraric. Esto llevd a preponsr un efecto postraseripeicnal del
estradiol ¥ a apoyar los efectos postulados scobre la sintesis de
RNA (37), Se pensd también que los GPC forman un almacén intra-
nuclear de RNP en equilibric entre la sintesis de RNA mensajero v
su salida al citoplaesma. Esto se confirmd experimentalmente cuan-,
do se disefid un método para cultivo primario de c¢8lulas epitelia-
les endometriales de rata (38), gue permitid estudiar la sintesis
y transporte de RNA al citoplasma mediante marcade con uridina tri
tiada y esutorradicgrafiz ultraestructural cuantitativa (39). Con
estas técnicas se demostrd gque la abundancia de GPC depende de la
relacidn entre la velocidad de sintesis de RNA ¥y su migracidn al
citoplasma,

La observacidn de variaciones semejantes en células epitelia
les endometriales durante el cliclo estral normal de la rata, de-
nuestra gque los resultados no se deben a efectos colaterales de 1la
hormona ni a artefactos de la manipulacidn.

Teniendo en cuenta los conccimientos scobre la citofisiclogia
de los GPC, que indicaban cambios reversibles en la sintesis de
RNA producidos por diferentes concentraciones de estradiol, se
ided investigar las carvacteristicas estructurales y morfom&tricas
de los GPC y de otras RNP durante la diferenciacién celular, fe-
némens que lleva consigé casi siempre cambics irreversibles de la
expresién gendtica v por 8stoe, en £l patrfin de sintesis de RNA, en condi-
ciones normales. Se tomd como modelo la diferenciacidn de céludla
matriz a neuroblasto, la de éste en neurcnas v la maduracidn de la
risma en médula espinal cervical de embrifn de pollo, pues se co-
noce bastante sobre la citodiferenciscidn & histogénesis del sis-
tema (40, U1). Los resultados fueron muy significativos pues se
demecstrd que los GPC casi ne existen en células matrices y en neu
roblastos, y aumentan mucho en nfimero cuandc éstos ya se trans-
forman en neurocnas y estaklecen contactos sinéﬁticos. Ademds, la

existencia de GPC ern neuronas motcoras inmaduras, permitid compro-
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bar con técnicas estereoldgicas, la hipftesis de que 21 tamafio de
estas particulas podria vardar con el tamafio de los diferentes genes (26).
Los datos morfométricos sugieren que en artrépodos ¥ verts-
brados, estos granulos contienen RNA producto de la transcripeidn
del gene al cual son adyacentes.
Fecientemente se han aislado estas particulas con técnicas
bioquimicas y al analizar el ENA de estas fracciones medianamente

purificadas, se confirmd® en parte esta hipbtesis (25, 42).

I1.1,1.1.2 FIBRAS PERICROMATINIANAS
Las fibras pericromatinianas (FPC) scon estructuras RNP de

30 a 50 K de groscr y hasta 1200 E de largo. Tueron descritas
por Monneron vy Bernhard en 1969 (1). Cuando se aplica cortiscl a
ratas sin corteza adrenal aumenta el nfimero de FPC (27). Sin ém-
barge cuando se administra o-amanitina a ratas en ayuno antes de
ser realimentadas, no se observan IPC (28). Lzs drogas que datie-
nen la sintesis de RNA mensajero inmadurc o heterogéneo nuclear
(pre-mENA o hnRNA) disminuyen dramfticamente el nfimero de TPC,
comc es el caso del ribdsido de diclorobenzimidazol (DRB), un and
logo de 1a adenosina, que inhibe la diniciacidn de la sintesis de
hnRMA. Como se ve, existe una gran correlacién entre la inhibi-
cidn de la sintesis de pre-mRNA v la desaparicidén de FPC, lo que
suglere gque 8stas sean el sustrato morfoldglco de aquel (23).
Recientemante, mediante autorradiografia ultraestructural
cuantitativa, en combinacidn con técnicas bioquimicas de eléctro-
foresis en gel, se mostrd marca radiactiva en el bords de lg cro-
matina compacta, después de un pulse con uridina tritiada; es de-
2ir, la marca aparecis =n la regi®rn rica en FPC. Estos resultados
sugieren que las FPC representan el sustrato morfolégico donde se

localiza el hnRNA recién sintetizadeo {43, Lu).

I1,1.1.1.3 F1BRAS INTERCROMATINIANAS

Las fibras intercromatinianas (FIC) pueden representan el es
tado intercromatiniano de las FPC durante su migracién por ¢l nu

clecplasma (443, Cuando se utilizan pulsos cortos de 5 minuteos de
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uridina tritiada y experimentos de caza de 2 a 4 horas, en el es
pacio intercromatiniano aparecen marcas de radiactividad asocia-
das a fibras ribonucleoproteicas por lo que se ha postulado que
2stas podrian representar el sustratc morfoldgico de los hnRNAs

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

I1.1.1.1.4 GRANULOS INTERCROMATINIANOS
Los grdnulos intercromatiniancos (CGIC) son estructuras granu—.

lares de 200 a 300 E de didmetre que se encuentran unidas por fi-
brillas delgadas y forman cfimules de tamafio variable en el espacic
intercromatiniano. Fueron descritas por Swift en 1959 (45) perc
Monneron y Bernhard les dieren nombre y comprobaron su naturaleza
ribonucleoproteica en 19689 (1).

En . experimerntos con:prohasa-seguida de BNasa en cortes, se lo-
grd obtener una reduccidn en el nfimero y tamafic de los GIC; cuan-—
do se utiliza una sola de las enzimas, no hay alteracidn de estas
estructuras (1). .

Se ha logrado observar actividad de ATPasa y GTPasa en los
3IC v se ha visto también gque la infeccidn por virus aumenta =1
nimerc de clmulos de GIC (4E).

¥n 1970, utilizando lasiocarpina, se observd gue aparvecian
nds GIC de los normales. Debido a que esta droga inhibe la sinte
sis de RNA ribosomal s¢ cree que esta correlacidn entre aumento
de GIC y disminucidn de la sintesis indiea que los CIC son estrug
turas con RNA ribosomal. Usando técnicas de blogqueo de grupos qui-
micos, seguidas de una técnica de contraste especizl, Wassef. cetec-
tH proteinas fosforiladas en los granos (4E).

REecientemente se ha investigado nuevamente el uvapel de estos
cusrpos ¥y se ha propuesto que estdn asocladoz espacialmente al nu-
eleclo., Utilizando drogas qué inhiben la sintesis del hnRNA, como
el DRB, autorradicgrafia ultraestructural cuantitativa y drogas
gue inhiben la sintesis de RNA ribosomal, en combinacidn con ex-
perimentes de pulso y caza, se ha sugerido que los GIC son es-
tructuras RNP con un RNA rikoscmal bien protegido v de sintesis

muy inicial en &) ciclo celulan es deeir, al inicic de G, (47,u8).

s
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82 ha observado gue cuande se utilizma una tfcnica de contras

te con nitrato de plata amoniacal-formel para proteines, se esta-

ace una ralacidn clitcoculmica entre el nucleolo y los GIC, pues

o

esta tfonica contrasta las proteinas B2Z3 y C23 nucleolares y tam-

bién los CIC . Los mismos autores de esc trabajoe observaron gue

en células en 4ivisidn, los GIC se disgregan en telofase Dues mi-
gran sl citoplasma v ahi se desintegran. En las cflulas hijas se

forman de novo en un pericdo muy temprano del ecicle celular (43),

I1,1.1.1.5 cuerPos ESPIRALADOS
Los cuerpos espiralados (CE) fueron vistos por primera vez

por Monneron y Bernhard en 13693 estas estructuras no han sido ge
neralizadas a las cflulas de otros crganismos diferentes de mami -
fero y actualmente se acepta, no sin reservas, su naturaleza ri-
Lonucleopreteica (1). Son ¢structuras que zlcanzan 0.5 ur de did-
metro, enrclladas scbre un eje. Se logcalizan cn el espacio‘interw
cromatiniano.

Recientemente se ha postulado su origen nucleclar y su posi-
ble papel en el procesamientc de .los RENAs ribosomales. Sin embar-
g0, 10& estudicos mds actuales de estas particulas subnucleares
son purarente morfoldgicos v noc aportan ninguna prueba clara de

su papel citofisieldgice (50, 51).

{I.1.1.1.5 NUcLEOLO

Felice Fortana en 17821 describe g1 nuclecolo en anguilas di-
ciendo que "la vesfIcula en a en la Tigura 10 representa una de las
vesiculas de la figura 9 en la cual uno observa un cuerpoe ovifor-
me (el niiclec) teniendo una "mancha" ("tache"} en su interior".
Zzta "tache" ecs quizd la primera ilustracidn <el nucleolo en los
seres wvivos (9, 10J).

Fontana evidentemente nunca pensd en la complejidad que ya
existia centro del nucleclo, pero lo reconccid como una estructu
ra digna de ser mencionada zunque fuera con el nombre de una "man
cha'. Desde 2a Ptache" descrita por este zutor, hasta el conoci-

miente actual que ya se tiene sobre el nucleclo, hay una serie
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de eventos histéricos gue han Sido revisados ampliamente en otros
trabajos (i4, 15, 52-54).

Se sabe gue el nucleclo es el sitio de formacién de los pre-
oursores moleculares de los ribosomas y en especial de la produc-
cifn de ENAs riboscomales 183, 5.835 vy 285, sintetizados a partir
de algunos genes que Fforman parte de lo¢ que se conoce como
regidén del organizador nucleclar (NOR}). Este fragmento de DNA sir
ve como melde a partir del cual se sintetiza un precursor de RNA
ribosomal inmaduro o pre-rRNA de usS,

Recientemente se ha postulado que el nucleolo consta de varios com
ponentes ostructurales y funcionales.a) Los pentres fibrilares son
regiones no nucleclonemales, poseen DNA ribosomal (rDNA)en el cual
setd codificada el precursor riboscomal 455 , poseen tambi&n RNA po-
limerasa I encargada de *transcribir el vrDNA v poseen adem&s pro-
teinas de la pegifn nucleolar tefiidas con t8cnicas de plata. Es
rice en las proteinas B23 y C23.b)Los componentes fibrilares den-
sos conforman lo que se conocia anteriormente come la pars fLbaro~
sa © vegidn del nucleolc y representa la forma transcripcionalimen
te activa del nuclecle.c)los componentes granulares o pars granulan
consta de partfculas de 150 A de didmetro, compuestas de pre-rRNA.
d) la regifn del organizador“nucleolar representa el sitic donds se
localizan los genes rDNA y es a partir de &1 que se forma nueva-
mente el nucleolo después de telafase.e)El nucleolonema, descrito
por Estable y Sotelo, es una regibn de fibras gruesas de unos 0.1
um de espesor, formadas bor grancs y Ifibras nucleolares.fﬁpg espa
cieos circundantes del organizédor nucleolar son ragiones que bor-
dean las 8reas cercanas.a donde se localizan los rDNA.g)las "vacdg
lag nucleolares" son espacios largos y ovalades, o esféricos, ri-
cos en pre-rRNA v muestpan la presencia de fibras dispersas, ri-
cas también en pre-rRNA; también son llamades "intersticios" por
carecer de membrana; se localizan en muchas ocasiones, entre zo-
nas nucleolonemales.h)la cromatina asociada al nucleole, ¢ croma-
tina perinucleolar, rodea el cuerpo nucleclar sin formar parte
del mismo pereo penetrindolo mediante fibrillasd)En el nucleolo se

presenta una matriz nucleolar, compuesta de material amorfo donde
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se cbservan fibras y granos despufs de una extraceién salina (18,
54), Recientemente se ha localizado una protefna, la Mr 145 000,
gue se asocila a estructuras similares a cuerpos espiralades. Sin

embarge, no se ha establecido su papel citofisioldgice (55).

[1.1.1.2 ESTRUCTURAS NO RIBONUCLEOPROTEICAS
[1.1.1.2,1 MATRIZ NUCLEAR

La estructura nuclear residual dencminada matriz o esqueleto
nuclear, ha sido aislada de nfieleo de diversas c&lulas por extrac-
ciones con alta concentracifn de sal y.por digestidn cen nucléasas.
Estd representada por una ped proteica y ribonucleoproteica gue
mantiene la integridad y forma del nficleo; consiste de una costra
de 18mina densa y proteinas del complejo del poro, de los residuos
del nuoleclo y de una red interna que conecta a estos dos elemen-
tOS;ﬁademEs, presenta particulas que semejan a 'los SIC de nficledbs
intactes. Estos grands pueden ser observados tanto én matrices sin
cromatina como en matvices sin RNA (18),

La matriz consiste de fibras de 50 a 60 E de grosor y esti for
mada per proteinas Scidas, ademfs de que contiene ﬁoco.DNA, RNA,
carbohidratos y fosfolipidos (60).

A la matriz nuclear se le han asociade funciones de organiza-
citn de la ecromatina en interfase y un papel en la direccifn del
pasaje de mpléculas hacia el citoplasma. La matriz no se tifie con
la reaccibn de Feulgen y tifie ligeramente con azul de toluidina;

.8in embargo, con verde brillante toma un coler fuerte. Es suscep-
tible a pepsina pero vesistente a RNasa (57-59).

Se ha demostrado que la matriz nuclear es ceontinua con el cm
toesquelete y estd compuesta por filamentos interncos de 20 a 220 A
de grosor, organizados en una red anastomosada tridimensional en
la que estin inmerscs los nucleclos (61),

La electroforesis en gel bidimensicnal muestra que las pro--
teinas del citoesqueleto, cromatina y matriz nuclear son muy dife-
rentes, pere hay un componente com@in a todos, aunque es distinto

bioguimicamente en cada unc de ellos: la actina. La actina o pro-
tefina BJ ha sido aislada a partir de hepatomas y analizada por cri
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terios bioquimicos. Se ha obtenido su secuencia primaria y se ha
mostrade que esta actina es propia del ncleo pues es diferente
de la actina muscular v de la citopldsmica (62).

Otreos autores han encontrade miosina, actina y tropomicsina,
todas como proteinas contrictiles nucleares. Agunocs autores repor
taron la presencia-de a-actinina y de tubulina. Todas estas pro--
teinas forman casi el 38% de las protefnas no histdnicas del nii-
cleo y pueden ser nuy importantes en los fenfmencs de transporte
intranuclear de meoléculas grandes (19, 63, B4).

Recientemente se ha visto cue la matriz nuclear se asccia a
una protefna de 70 000 daltones, inducida por calor en cfululas
cultivadas (& minutos a 44°C). Esta proteina no se presenta en con
diciones normales ¥ no reaccicna contra antilcuerpos nucleares pro:

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

I1.1,1,2,2 LAMINA DENSA

La l&minz densa o l4mina fibrosa fué descrita por Fawcett en
1966 en el nficlec de algunos verteb-ados. La describid como una
costra de material densc a los electrones que recubre la cara in-
terna de la membrana interna de la envoltura nuclear (85).

Actualmente se plensa que estd formada al mencs por tres prg
teinas que conforman una red densa (23).

IEn experimentos de reasociacifin de membranas después de la
mitosis, se ha observade. que la ladmina densa se origina'a partin
de proteinas asociadas & la envoltura nuclear (66). A pesar de
&sto, los componentes biocuimicos reales de esta estructura se co
nocen poco. Se cree que le da soporte y forma al nlicleo pero ésto

nc se ha demostrado experimantalmente.

11.1,1.2.3 croMaTIna

la cromatina vepresenta =l cempleio desoxirribonualeobroteico
a partir del cual se lisvan a cabo los fenfmenos de la sintesis de
wrotelnas {(indivectamente) v ce la rersncia en cucariontes. Bioquimicamente estd
formada peor unidades repetitivas de DNA e histonas denominadas nu-

clacsomas. ©Cada nuclacsoma posee dosode cada una de las hadsto-
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nas dencminadas H22, H2B, H3 y H4; posee ademfs una histona de
unién, la H1 (20, 67, 68). Al nuclecsoma se asoclan proteinas
que censtituyen un requisito para que ccurra la transeripeidn,

como la HMG y la BEME, (proteinas del Grupo de Alta Movilidad,

14 7
High Mobility Group) (89). Cuando el INA =std asociado a las histonas
formando los nucleoscmas, es posible demostrar regiones hipersenzibles al ata-
gue par algunas endomucleasas. Estas regicnes tienen um alto contenido de bases
& v TyseuwenaiMia .El empaquetamiento del DNA en cromatinag y
cromosomas, por intervencidn del nucleosoma, hace peosible que el
DN¥A de eucaricntes sea mantenido dentro de un volumen relativamcn
te pequefic ¥ gque la funcién de &ste a su vez, Se congferve de mans-
ra ccherente. Se ha postulade gue la cromatina laxa ¢ eucromatina
v no la cromatina compacta o heterocromatina,es la que representa
21l estado morfolégico transcripeicnalmente activo del DNA. Estd ha
sido confirmado en miiltiples ocasionss y se.ha establecido que qui
z% s5lo la eucromatina de la regidn pericrcmatiniana, es decir,
la gue se encuentra on los bordes de clmulos de cromatina compac-
ta, es a partir de la cual se transcriben los RNAs asociadosz a las
FpC (713},

Los complejos de transcripeifin no nucleclares tambiZn han si
do visualizados ultraestructuralmente vy muestran similitud con
los del nucleclo (72, 73).

La estructura de la cromatina transcripecionalmente menos ac
tiva o casi inactiva, los cromosomas, ha sido estudiada en los
Gltimos afios v se ha establecido que cada cromosoma poses un es-
queletc o "andamio" proteico de proteinas ne histdnicas. Estas
proteinas dan forma al cromoscma. En preparades de cromesomas ai§
lados y tratados con sulfate de dextren para eliminar las histonas
v heparina para dispersarlos, se observa dque los compohentes es-—
quelé&ticos constan de proteinas dcidas gque dan forma a la estruc
tura; e1 DNA esté distribuido en asas individuales de 10 a 20 finm

de largo, unidas al esqueleto proteico (74).

La relacidn entre las particulas nucleares y los procescs mg

tabdlicos postranscripeionales llevaron a buscar alghn tipo
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de convergencia entre estos dos aspectos.la convergencia directa
enceontrada entre los estudios bioquimicos y morfolbgicos 1le-
vh hasta los RNAs intranucleares de tamafio pequefio, ricos en
residucs de Uridina (UsnRNAs).

La técnica especifica gue ha hecho pesible detectar tal cen-
vergencia ha sido la inmunoecitoguimica ultraestructural. Se ha en
centrado que los UsnRNAs se asocian a diversas particulas intranu
cleares. Se sabe gue de los vardos tipss de UsnRNAs (Ul a U6, el
U3 se asocia al nucleolo, el U2 se asocia a cromatina y se cree
que puede intervenir en la estructuracidn de 1la misma. Los U1, U2,
U4, U5 yv UB 3e unen estrechamente a las FPC, a los GIiC, & los CPC
y a las FIC, por lo gue se ha postulado su pesible papel dentro
de la sintesis y procesamiento de los RNAs dentro del nlicleo (75,
76, 77). Algunocs autores han encontrado que los 8PC s8lo se aso-
cian al U6; el U1 se asocla abundantemente a las FFC. Otros auvto-
res encontraron que en hepatomas v otrosg tipos celulares cultiva-
des, la matriz nuclear y los GIC representan los sitios de mayor
cantidad de UsnRNAs. Los mismos autores, usando DRB como inhibi-
dor dé la sintesis de hnRNA , encontraron que este tratamiento
afecta la distribucidn de_las particulas detectables por inmunoci
toquimica ultraestructural, sugiriendo gque hay una estrecha rela-
cidn entre los UsnRNAs y las particulas RNP ricas en hnRNA (75).

.

El panorama mostradeo indieca que hay una relacidn intima entre :
ias particulas RNP intranucleares, los UsnRNAs y el procesamiento |-
postranscripeional de los ENAs, en particular del hnREA o pre-mRA
Esto pudiera sugerir que el compartimlento nuclear ha evoluciona-
do a partir de formas séncillas que puedan encontrarse en los gru ;
pos filogen&ticamente mds antigucs. En este trabaje se toca casi
exclusivamente el componente RNP, dejando un poco de lade el de Ja
cromatina. Es importante entonces hacer notar que el estudio inte-
gral del nficleo ayudaria a obtener correlacidn entre la morfologla
vy la biccuimica con la filogenia. Quizd en este'organelo se diercn

los cambios que resultaron an la diversidad fenotipica eucarionte.
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11.1.2 PROCESAMIENTO PCSTRANSCRIPCIONAL DEL _RNA

La presencis de envoltura nuclear en c&lulas eucariontes ha
permitido la separacidn del material hereditario del citoplasma

¥
gsto ha llevado a la divisidn de los ssares vivos en procariontes vy

tr

eucariontes. Esta compartamcntalizacidn seguramente favorece los fe
nfmenos de recombinacidén y posibilita en mayor grade la regulacién
de la expresidn genfiica a nivel postrascripeicnzl. In procaricntes
la traduccidn es casi simulténca a la trascripeidn y dsta regulacidn
atn cuando ze presenta, no es dela misma complejidad. La coertunidad
dealteracifn d= losz transoritos primarios dentro del nlcleo Trae con
sigo eventos conccidos come provesamiente o madurac:idn postrancsrip
clonal del RNA. Durante =ste procesc, se modilican cadenaz grandes

#e RNA antes de salir al citoplasma para accplarse a la sintesis de

proteinasz. Sin embarge, eh procariontes se ha reportado tambiZn cue
hay.-un procesamicnto postranscripoicnal de leos RNAs de transferen-—
nia, ribosomal y mensajeore (78). Ln estos organismos, si blen es
mis simple y de menos posibilidades, los transcritos primarics di-
fieren <de los funcionales en varias cosas, por ejemplo, el TRNA que
poses la secusncia nuclecltidica de los 235, 163 v 55, también poses
la secuencia para algln tipc de tRNA, de tal manera cue cl RNA pri-
maric tiene que medificarse antes de hacer contacto con el aparato
traduccicnal. Se sabe que. los RNAs procariontes son procesades in-
cluso durante la transcripeidn por las endorribonucleasas denomina-
dag ITT, F, T v P y por uha exonucleasa, la D,

FEl aparate transcripeional tiene mayor complejidad en eucarion
tes. En ppoeapionfes una sola RNA polimerasa cataliza Iz sintesis‘de
RNA uniéndose a una secuencia especifica de DNA conocida como promo
tor, A partir de este sitie de iniciacién, la cadena crece en di-
reccidn 5'-———3 3' hasta alcanzar una seflal de terminacidn dende se
libera. En sucaricontes hay tres RNA polimerasas, una para cada tipo
de RNA. La RNA polimerasa II cataliza la formacidn de los RNA mensa
jeros, la RNA polimerasa I la formacibn de los rRNA 288, 18S v 5.88
v la RNA polimerasa TIT la formacidn de los tRHNA-y del rRNA 55 (79).

Los sitios de reconocimiente de las ERNA polimerasas - v IT ha-

cia la molécula de Zcide desoxirribonucleico saon de algunha manera
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gimilares a los de la RNA polimerasa bacteriana, esteo es, existe
uen seocuencia vrica en bases A ¥ T, aproximadamente unos 35 nucled-
tidos por detrfs del sitic de iniciacién de 1z transcripcién, esen
cial opara comenzarla, denominada TATA "box" o Goldbarg-Hogness
"box™ (7C), ademds de otras secuencias relevantes como el enhancer,

Fi RHA rccién sintetizado es empacade casi inmodiatamente en
RNF (8C). Estas particulas RNP representan sitios de almacdn v/c
tranzporte, degradacidn v progcesamiento postranscripeional intra-
nuclear de RNA (7).

En este estudic deseribiremos princilzalmente ¢l nrocesamiento
postranseripeional <d¢ 1¢s RNAS mensajsros que implican modi ficacio

nes covalentes.

El pene v las caracteristicas universales de tipo molecular
de su sroducte transcrito como RNA mensajerc se ilustra a continua
2i6n v =ze detallan en el texto.
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La formacién de un RNA mensajero activd en la sintesis de
proteinas,implica una serie compleja de eventos gue incluyen la
iniciacidn y terminacidn de la transoripeidn, "capping", metila-
218n interna, poliadenilacifn, "splicing" y transporte citoplas-
mico, A continuacifn describiremos en més detalle el "capping'.

la poliadenilacién y el "splicing.

I1,1,2.1 "capPPING" 0 METILACION DEL EXTREMO 5
Los transeritos primarios de mRENA intranuclear se denominan

RNA heterogénec nuclear ¢ ENA premensajerc, hnRNA o pre-mRNA res-
pectivamente. Antes de dejar el nficlec se asocian a proteinas,
conformands ribonucleoproteinas heterogéneo nucleares (hnRNP). Las
modificacicnes covalentes que sufre este RNA antes de salir al oi
toplasma son la adicién de un "capuchdn" o "eap" en el extremo 5
de la molécula, la adicidn de una "cola" de dcido poliadenilico
(poli-A) en el extremo 3' y la eliminaci®n de secuencias no codi-

fiecantes o Intrones ("splicing"’.

En 1974, Reddy estudid los RNAs 45 v 85 de bajo peso molecu
lar en hepatcmas. AL cbtener la secuencia de nucleétidos da es-
tas moléculas, encontraba un residuo nuclectidico de guanosina
hipermetilada en el extremo 5' (2, 2, 7 trimetil guanosina), uni
do a adencsina metilada mediante un eniace 5'-5' pirofosfate(s1),
Actualmente se sabe que esta estructura molecular es probablemen-
te de ccurrencia universal en eucariontes y se dencmina como gru
po 7-metilguanosina (mGpppAmpAp). Este grupc metilado es internc
en tRNA y no existe en rRNA. El grupc 7-metilguancsina le da esta
biiidad al mRNA en el citoplasma pues impide su degradacidn. El.
"sncapuchamiento" o "capping” ocurre en el extreme 5' de la molé
cula vy consiste en la adieidn de un grupe m76(5')ppp{(5")N {aqui,

N es un residuoc nucleotidico cualquiera),

En el esquema a continuacién,se muestra cual seria la es-

" n

tructura de el
12cula de hnRNA

cap y como estariz unido a2l resto de la mo-



22

7-metilguanosing extremo 57 del mRNA |
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El extremo 5' es encapuchado antes de que se transcriba toda
la cadena ¥ s5e cree Que ocurre antes de que se transcriban los pri
meros 20 nucledtidos; la reaccidn es catalizada por enzimas que se
asocian a la RNA polimerasa IL. El complejo enzimitico consta de
una guanidil transferasa de RNA mensajeroc que une el "cap" a GIP y
dla metiltransferasa de mRNA que metila el residuc de guanina en la
posicidn 7 (81).

Se ha demostrado que el "oap" es necesario para la unidn efi-
ciente al ribosoma y para la iniciacidn de la sintesis de protel-
nas pues £sta comienza en el primer triplete AUS despubs del Meap" (21).

Se ha visto que la interaccién entre el "cap" y la proteina
receptoraz. del ribcscma courre entre los electrones del aminofcido
triptefanc vy los derivados de la 7-metilguancsina, en especialy

.de la guanina metilada en el nitrdpgenc de la posicidn 7. Se ha
propuesto también que el "ecap" impide la degradacidn nucleolitica
del hnRNA y del mRNA (82).
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[1.1,2.2 Ap1ci6n DE LA “coLA” DE poLI-A EN 3’

Fa poliadenilacifn o adicidn de la "cola' de &cido poliadeni-
lico (peli-A) en 2l extremo 3' de la molécula de hnRNA, occurre una
vez que se ha sintetizado el precursor molecular del RNA mensajero.
El procesc es mediado por una poliadenilasa que afiade de 100 a 200
residueos de &dcide adenilico, poli-~A, en el extremo 37 .

No se conece exactamente la funcidn de esta estructura pero
se ha postulade que le da estabilidad al RNA mensajerc y que favo
rece la salida del mismo al citoplasma (21), Por ejemplc, en cepas
celulares infectadas rcon mutantes virales de 5V40D, deficientes en
el transporte de RNA, no se encuentra la "cola" de poli-A (83).

Las proteinas asociadas a la "cola" de poli-A son diferentes
entre los mRNA v los hnRNA (84). Una vez en el citoplasma, la
la" de poli-A puede zegulr dos rutas: se reduce de tamaflo si se aso

"ao—

cia a polisomas o bien permanece de igual tamafio si se acopla a ri-
bonucleoproteinas libres. Esto puede indicar que esta estructura
juega un papel importante en la estructura y estabilidad del hnRNA
(85),

La poliadenilacifn y el fendmenec mencionado a continuacidn
("splicing") ocurren dentro de particulas ENP; sin embarge, la for

macifin de estas particulas no depende de esos fenfmenos (807.

I1.1.2,3 "SPLICING" 0 ELIMINACION DE INTRONES
Los experimentos con uridina tritiada sobre transcritos pri-

marics de hnRNA durante periodos cortos de tiempo,llevaron a esta-
blecer que &stos son inestables dentro del nilclec y que decrecen
ridpidamente en tamafic. Sd8lo el 5 % de este RNA abandona el organc
le nuelear y el resto es degradado dentro del compartimientc (21).
Este descubrimiento, junte con el de los gene partidos (split ge-
nes) en 1977, realizado al estudiar 1a biosintesis de mRNA viral
en cflulas infeetadas con adenovirus 2 y el uso de la tecnologia
de DNA reccombinante l1levaron & establecer que la mayoria de los
genes estructurales de eucariontes no son colineales con sus pro-
ductos sino gue contienen secuencias de interrupcidn en las que

no estd codificdde algln mensaje para proteinas (86, 87). Las re-
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giones que tiehen codificadas las secuencias de mRNA se denominan
exones y estan iInterrurpidas por secuencias en las que no esti co
dificade alglin mensaje para aﬁinoécidos, denominadas intrones (88).
Se han descubierto genes partidos en gencmas virales, en cromoso-
mas de eucariontes, en rENA, tRNA, en genomas mitocondriales y de
cleoroplastos, perc no en procariontes. Actualmente se acepta gque
el genoma de eucariontes presenta genes partidos, a excepcidn de
alpunos casos, como el de los gencs de histonas (8%). Con este des
cubrimiento se hizo patente la existencia de otra reaccifn de pro
cesamiento y se comenzd a especular sobre come es el fendmenc de la
eliminacidn de los intrones o "sgplicing™

El fendmeno de "spliecing" ayuda a explicar algunos hechos que
parecian poce razonables. Uno de ellos era el por qué si el 7o 10%
¢el DNA es transcrito, séleo el T o 2% sale del nficleo. TambiZn
cxplica por gué algunos transcritos de hnRNA muche mis grandes que
sus productos madures de mRNA son acortados significativamente (21).

Se ha postulado tambifn que los genes partidos sean en reali
dad "minigenes" y que cada ex®n codifica para cierta varte fun-
cional de 1z molécula proteica (88).

La importancia de los intrones o de los genes partidos aln
estd por zclararse en su totalidad,sin embargo, se ha intentado

explicar el fenbmeno de "splicing” por diferentes mecanismos.

El mecanismo de "spilicing" debe tener dos fases come minimo:
una en la que se separaen las uniones Iintrdn-exdn ¥ ofra en la
que se unan los exones resultantes. Alln cuando ne se conocen las
enzimas gue realizavan tales actividades, es posible, cbn los avan
ces actuales, tratar de hacer modelcos. En el estudic de las secuen
cias no ceodificantes, resaltan varics heches importantes:

Parece que las secuencias nuclectidicas que unen un intedn =
un exdn son estructuras universales, conservadas en la evolucién
pues se presentan laz bases GU del lado del extremo 5'de la molé-
culz de hnENA vy las bases AG del lade 3'; el sitio de “splicing"
se presenta en lugares de secuencias repetidas (83). S8e ha visto
que pacientes con una f-talasemia, enfermedad gue consiste en la sin-
tesis deficiente de B-globina en la hemoglobina de sdulto, presen
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tan una mutacién en la secuencia conservada de unidn exdn-intron
del lade 5', la cual impide el procesamiento adecuado de ia molé
cula (93).

Los intrenes fluctiian de 100 a 1000 nucledtidos de tamafio (211
También sc¢ ha observado que entre las bases de unidn exén-Intrdn
v algunas regiones de RNA de bajo pesc molecular contenide en hnRNI
hay complementaridad. Estos RNAs son los ya menciconadeos UsnRNAs.

Lds U-snRNAs fueron estudiados por drimera vez por Maramatsu
en 1968. Los descubrid al aislar RNAz nucleclares con coeficien-
tes de sedimentacidn 55 y 85 y cbservd que eran diferentes a los
rRNA v a los tRNA. Por tener gran cantidad de Zcide uridilico les
1lemd U-RNA y por ser pecuefio v estar dentre del nileleo los deno-
miné como sn {smaell nuclear). Los U-snRNAs pequefios, con alte con-
tenido de dcide urddilicoy quase Dresentan en virus, eén procarion-
tag ¥y en eucariontesd, poseen de %0 a 400 nucledtidos y se presen-—
ta.cerca de un millén de copias por =28lula. Son moléculas estables
que se localizan en compartimientos especificos: U3 en el nucleolo,
ut, Uz, U4, Us, Us v La 4.55 en el nucleoplasma y en ocasiones en
citoplasma. Los Ul a U6 son sintetizades por la RNA polimerasa

1el
IT; los otros por la RNA polimerasa ITT. Los Ul a U5 tienen un

" T

cap” de trimetilguanosing; en ¢l U6 es distinto. Todeos se asocian
a RNP y .a precursores de hnENA. La secuencila para cada unc de los
U-znRNAs es casi universal entre las diferentes especies, es deoiv,
se ha conservado en la evolucién, quizd por su papel importante

alin nc esciarecido, Este hecho vy el gue sea el Ul el que se preasen
te en mayo% concentracidn dentro del nficleo ha llevado a pensar

que tal vez exista una relacidn entre el Ul y el fendmeno de "spli
cing" ya que se ha visto .que una parte de la cadena de Ul-snRNA es

complementaria a los sitios de unién exén-Intrén (91-94).

En el esquema que se muéstira a continuacidn se ilustra la se-
cuencia de bases o estructura primaria de la molécula de Ud-snRNA
En el extremo 5' se ve la estructura del "cap" trimetilade y se
encisrra en lineas negras a los primeros 21 residuos nuclectidicos
que se aparean con los sitios de unidn entre el exén y el intrén,

p P
gomo se verid en un esguema mas adelante.
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2y, 2,7

G
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o AUAC ACC UCGCACCGCA GAUACCAUCA UCACCAAGEU GGUUUUCCCA
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GGEGCEAGGLU UVAUCCAUUGC ACUCCGEGAUC UGCUGACCCC UGCCAUUUCC

110 120 130 140 150
CCAAAUGCCEE GAAACUCGAC UGCAUAAUUU GUGGUACUGE GGGACUGCEU

ig60 165

UCcGCaCycue CCCUGOH

Secuencia de bases del Ul-snRNA. Hasta el nuecledtidoc ni-

merc 21 13 secuencia es complementaria con.la unidn intrén-exdn.

Al aislar alguncs tipos de U-snRNPs se ha éncontrado que hay
alrededor de 10 proteinas distintas, dos de las cuales se uﬁen'eg
trechamente con el Ul-snRNA. La mavoria de los U-snRNAs, salvo el
U3, son inmunoprecipitables por antisueros de fupus eritematosc
sistémico (95). Por &sto, se representan dos antigenos, designa-
dos: RNP, que se asocia a Ul y tiene siete proteinas distintas.El
otro es Sm y parece ser uha proteina; se asocia a Ul, U2, Ub, UE o
Ue.

Tenemos varias evidencias que apovan la participacifn de

la molécula de W1-snRNA en la eliminacifn de intrones: a) el extre
mo 5' del Ul RNA es complementaric a la secuencia conservada du-
rante la evolucién de lossitios de unidn intrdén-exdn en el hnRHEA,
L) Cuando se incuka el U1 RNA purificado, bajo condiciones de hi-
bridizacidn, con una secuencia de DNA de 16 nuclebtidos que imi-
ta la secuenoia aoonszervada, se hibridiza una secuencia corta en
el extremoc 5' del Ul, c) 4n vivo, el Ul estd fuertemente unido a
hnRNPs, d) la actividad estimulatoria del "splicing" copurifica
con snRNP en experimentos donde cierta fraccidn nuclear conocida
como S100 es purificada por cromatcgrafia sobre columnz de inter-

cambic idnico y columnas de filtracidn con gel, e) entrs snRNA y
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hnENAs hay enlaces de hidrdgenc, f) los Ul a los gque se les ha cor
tado un fragmento del extremo 5%, no se unen a hnRWP, g) el "spli-
cing" es inhibido $i se preincuba el hnRNA de adenovirus en célu-
las HeLa con anticuerpos paréd anti-Sm o anti-RNP {91-34).

Ademis de los U-snRHAs, en el "splicihg® también participan
icnes como el magnesio (Mg++), el ATP vy ciertas proteinas no carac
terizadas {(96). A pesar de que no se han caracterizado estas pro-
tefnas que intervienen en la eliminacién de los intrones, hay evi-
dencias que apeyan el hecho de qua si intervienen proteinas en el
mismo. E1 "splicing™ es abatido por calor o por tratamiento con
proteinasa (98).

Se ha prcpuésto que lo importante de la molécula de Ul és su
estructura secundaria puesto que en moléculas de Ul gue difisren
en su secuencia de nucledtideos, se efectfia el "splicing”. Hste su
glEPE gque Su estructura secundaria puede ser s¢mllar

Algunocs autores han sugerido que el mediador del fendmeno de
la ellmlnaclén de lo& intrones es una '"madurasa” que esté codifi-
cada en 1los intrones mismos {(37).

De acuerdo a lo anteriormente dicho, el modelo mis aceptado
para €1 mecanismc de la eliminacifn de les intrones se muestra en
el esquenma siguiente (21, 91).

rr)T Fc{r} Secuencia del Ul-snRMA
que s& complementa cor
la hebra de hnRNA.

Sale intrén

TRSIS CON
FALLA DE ORIGEN

/ rd
3 exon_ 2 & \exon 1 thl\&S,

3 2 J'

-I 1
* GaGeg-AT mRNA 5
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En =ste modelo, el asa formada mentiene unides 1os extremnos
de los exonas adyacentes, facilitando =1 proceso de rompimisnto
¥ unidén mediadc por enzimas afin desconocidas. El Ul-2nRNA, de 165
nucledtidos se somplementz con la unién exén-intrdén en algunz par
te del comienzo de la cadena. La complementaridad deja juntos el
brazc aceptor {exfn 2) y el brazo donador. (exfn 1), como parte pre
liminar del "szlicing”. No se sabe odme un sole brazo aceptor se
une a un sole brazc donador, pero debs ocourrir de esta manera; en
caso de no ser asf, las proteinas serian construidas bajo un caos
total pues la recombinacién de excones serla posible y no se man-
tendria un orden.

En experimentos con intermediarics del fenfmenc de "splicing”
se observa que el primer fendmeno detectable es el rompimiento ds
ia unifn ex&n-intrén cerca del extremc 3' (§8). Otro eatudic su-
gierclque la secuencia de eventeos es: 1a mocdificacién interna ce
los intrones, el rompimiento del extremo §5' 'y el rompimiento del
sxtremo 3', Postericrmente se ligan los extremos e los dos exo-
nes {99). Actualmente la investigacién se centra en la biisqueda

de las enzimas del "splicing'’.

IT.1.2.4 PROCESAMIENTO DE OTROS RNA

En los RENAs de transferencia y ribesomal ne hay "cap”, no hay

poli-A ni intervienen, zalvo en ¢l nuclecolo, los U-znRilds.

En el tRNA, donde tambi&n hay intreones, la reaccidn de elimi
nacidn lleva dos pasos gue reduilsren Hg++ v ATP (89,100-1027.

En . el »RNA no hay intrones pero interviene el U3-snRNA cue
actl4 sobre ciertas secuencias para procducir, a partir del precur-
son pre-rENA 455, los rR¥As madurcos 283, 185 v 5.835. El U3 actuaria
sobre el précurscr 328 para originar el 285, en un mecanismo simi-
lar a la eliminacién de los intrones (91, 103). )

En mitocondrias y clorcplastos, les RNAs sufren modificacio-
nes similares a las de los eucaricntes, salvo gque no intervienen
los U-snRNAs v las sccuencias de unién exdn-intrdn neo son GU ni AG.
S5in embarge, =e producirian las mismas dsas que se proponen para el
Ul y el hnRNA. No se ceoncce mucho sobre el mecanismo ni los elemen

tos inveolucrados en el "splicing” de estos tipes de RNA (84, 10%),
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I1,1.3 FILOGENIA
La historia evolutiva de los eucariontes ha side estudiada

por muchos autores v la teoria mis aceptada actualmente ez la
qué considera gue se originaron al misme tiempo gue divergieron
las arquebacterias y eubacterias, (1058),a partir de procaricntes
no fotosintéticos de tipo ameboideo que por una serie de simbio
sis produjercon un organismo ameboflagelado que se volvid sexual.
Asi, &stos originarian un protoctista holozoico gque seria el an
cestro de los metazcarios (108). E1 cleoroplasto derivaria de una
cianchacteria simbiftica en un protozearic fagotr&fico en tanto
que la mitocondria derivé quizd de bacterias aerfbicas simbidn-~
ticas (107, 108, 109). 8¢ piensa igualmente que los cilics y flage-
los y las estructuras relacionadas con &stos se formaron a par-
tir de endosimbiontes del tipoc espirogueta (107). El origen del
nfcleo es afin menos claro, La teorfa mis aceptada es la que pog
tula que se origind por una serie de invaginaciones de la mem-
brana plasmitica que englobaron el material genétice en un com-
partimiento como protegiéndolo del oxigeno venencss que incremen
taba su concentracidn en la tierra (109). El origen de la pluvi-
celularidad seguramente trajo como ventajas a los organismos, el
que la maguinaria celular estuviera repetida, lc gue haria vivir
mis a2l organismo de tal forma que puede dejar mayor descdendencia
al haber cé&lulas especializadas dedicadas a una actividad parti-
cular de sintesis (110).

De los 45 phyla de Protoctista considarados actuaimente (111)
los Chytridiomycota son les que mis se relacionan con los posi-
bles ancestrcs de los animales (108). No obstante, al parecer los
Karyoblastea representan los eucariontes mis primitivos en la ac
tualidad pues poseen nficlec pero no tienen organelos sino bacte-
rias perinucleares escenciales para la obteneidn de energia, No
presentan mitosis pero almacenan gluedgeno (108).

Se han postuladc varias tecorias parz el orvigen de los ani-
males:

La teoria Sincicial considera que un grupo de ciliados mul-

tinucleados representa al grupo ancestral que produjo una serie
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de membranag' que compartamentalizaron el material celular. La teo
riaz se apoya en que alguncs ciliados actuales presentan simetria
gue se puede considerar bilateral y tamafic semejante al de algunos
platelmintos. Esta teorfia presenta, entre otras objeciones, la fal
ta de celularizacibn en la ontogenia de grupos actuales de inver-
tebrados y el gque otros grupcs presenten espermatozoldes flagela-
dos.,

La teoria colonial acepta que un grupo de flagelados colonia
les origing un grupc multicelular por especializaci®n e interdepen
dencia de alpunas cé&lulas. las evidencias que presenta scon, pob
ejemplo, el que los metasoarios actuales poseen espermatozoides
flagelados vy el que grupos come las esponjas tienen c&lulas somd-
ticas flageladas, La teoria ademis acepta que un metazcario ances-
tral del tipo de los fitoflagelados era de tipo colonial y formaba
una esfera hueca que postericrmente did lugar a un grupo de cé&lu-
las flageladas superficiales, en el eje antercposterior. Esto for
maria células som&ticas y reproductoraé en diferentes sitios del
organismo, conformando lo que se ha llamado la bfastee, que posi-
blemente estd representada ontogénicamente por la blistula embrio
naria. La bfastea pudc invaginarse y dar lugar a una gistrula que
es similar en morfologia a la de lcs organismos de los phyla Pori
fera y Cnidaria. De esta forma, el ancestro conformaba una esfera
hueca bilateral gue daba corigen & una gasfiea de tipo ovoide y de
simetria radial, con las c&lulas del exterior flageladas y cumplien
do 1a funcidn de nutricidn y reproduccidn. Esto formd segufamente
un ancestroe planuloide similar a 1a larva planula actual de los
Cnidaria (112, 113) {(ver esquema 2).

Recientemente se ha descubierto a Tntahapﬁax-adhue&ené, que
es un organismo colocado en el thylum 2 del grupo de los Pafazoa
{188, 112), Este oprganismo se ceonsidera actualmente el metazcario
mds primitivo debido a su organizacién corporal aplanada, a la pre
gsencia de dos capas externas, a la presencia de c&lulas epitelia-
les flageladas mezcladas con c&lulas estrelladas gue semejan un
mesénguima y a otras caracteristicas como son la reproduccidn
asexual por fisidn y gemacifén y la pressncia de 14 cantidad de DNA

menor que en ctalculer otro metazeoario.
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Desde 1la anxﬁaﬁh de los primeros eucariontes hace aproxima-
damente 1490 millones de afios (6, 108), la diversidad del mundo
vive se¢ ha inerementade principalmente por fenbmenos -complejos de re
cembinacifn généticaSi hemos de considerar que la Tierra se origind
hace unos 4500 millones de afies ¥ que los primeros seres wivos del
tipe procarionte aparscen probablemente hace unos 3500 millones
de afios, bastaron sdlec unos 1000 millones de afios para la apari-
cifn de la vida en el planeta. Los primeros eucariontes aparece
rian después de 2100 millones de afics de evolucidn procarionte.
la aparicidén de los primeros metazoarios se fecla en aproximada-
mente 700 millones de afios atris (6, 108, 110). Es interesante
notar que en la Tierrg pasaron 1000 millones de afios,desde su ori
gen, para que se produjeran“geres vivos ;procariontes; a partir de
&stos pasaron_ZlGD millones de afiocs para que aparecieran los euca
riontes; la evelucidn de los eucariontes fue de sblo 700 millones
de -afios para que se originaran los animales pluricelulares. De
aqui se observa que, para la aparicién de los procariontes en la
Tierra pasd relativamente poco tiempo pero para la aparicidn de
los eucariontes tuvieron gque pasar mis afips. Sin embargo, una vaz
que aparecieron &stos {itimos, la diversidad del mundo vivo se in
cremento muy rapidamente {ver esquema 2.).

Los 700 millones de afios de evolucidn animal llevaron a la
formacidn de los 32 phyla actuales vy a su gran diversidad (108).
Por &sto, no es de extrafar qﬁe los organismos actuales presenten
relaciones filogenéticas gue sefialen su posible historia ewolutiva.

Los organismos utilizados en el presente estudic se relacio-
nan filogen&ticamente de acuerdo al esquema 2. Se han ordenado con
basze en caracteres filogenéticos clislcos como son la embriologia,
la morfologia. la paleontologia, ete. Se prétende con este esgue-
ma abarcar gran parte de los niveles de organizacidn animal que
permitan obtener alguna correlacién con los aspectos nucleares
estudiados.

Recientemente los estudios biéﬁuimicos v moleculares con en-
foque evolutivo nos llevan a pensar gue hay rasgos universales en

todos los seres vivos, Para su metabolismeo, todos cbtienen ener-
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gia del sel ¢ bien, indirectamente de &ste a partir de moléiculas
alimentiecias en forma de ATP. Los sistemas replicativos estdn ba-
sadas en mol8culas de DNA o RNA (i13). Se observa poco cambio big
quimico en cuantoa procesos como la fermentacién, la respiracidn,
la fotosintesis, asi como en cuanto a las enzimas gue intervienen
en. estos procesos. Ademds, se ha llegado a entender que los cam-
bios moleculares ocurren principalmente en las partes que no al-
teran la funcifén esencial de las moléculas (115-119). De esta ma-
nera, los cambios en dichas partes pueden ser Gtiles para estable
cer relacicnes filogen&ticas.

Este tipo de estudios, enfocados principalmente a la obten-
2ién de secuencias de dcidos nucleicos y de proteinas han llevado
a proponer algin tipe de correlacidn con los drboles filogenéti-
cos establecidos con base en caracteres tradicionales (1i5). Sin
embargo, en ocasiones se presentan resultados distintes. Trabajan
do con RNA ribosomal 162, se ha observade que dentre del grupe
‘Ge los procariontes se presentan dos grandes grupos que divergen
mis entre ellos que cada uno con los eucaricntes. Las arguebacte-
rias presentan mis rasges eucariontes que las eubacterias, como
son, la presencia del rRNA 165 mAs parecido al 185 citoplismico
de eucariontes que al 165 bacteriano, la presencia de un citocecro-
mo b similar al de reticulo endoplismico y al de la membrana
plasmitica de eucariontes, la presencia de una proteina tipe his
tona dencminada HTa unida a DNA, con una homologia del 83% con

la H2A v H3 conformando una estructura de tipe nucleocsoma, la pre
-

sencia de una proteina de tipe actina que es inhibida por citoca-
lasina B y que es reactivada por ATF, presencia de un pglucopépti-
do similar al de la cubierta celular de eucariontes, una ruta pa-
ra 1a sintesis de 8-carotencides come la que se presenta en vege
tales, intervencidn de la metionina para el inicioc de la
sintesis de proteinas, la presencia de una proteina similar a al
guna de los riboscmas de sucariontes. Ademids se ha postulado que
las arquebacterias podrian haber intervenide en la formacifn del
nficleo puesto que &ste presenta genes eubacteriancs que proven~
drian de mitocondrias vy cloroplastos y alguncs genes arquebacte-

riancs {105, 107).
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In estudics similares al presentado aqui, pero trabajando con
la colfgena desde el puntoc de vista bioguimico, se ha encontrado
que la @structura bi&sica de la molécula, come es por ejemblo, la
tripie hélice, el contenido de glicina y los pesos moleculares
cercancs a 300 000, no cembia en la evolucidn pero si en caracte-
risticas particulares que posiblemente no alteren su funcién pri-
mordial dentro del tejido conectivo o de la cublerta cuticular,

Alin asi, se postula gue la colfgena presenta dos line@s evolutivas:

una que formaria las de la cuticula y otra formaria la del tejido

cenectivo (120). Este tipo de estudiocs entonces muestra que la mo-
lécula se conserva en la evolucidén en cuante a funcién pero no en

cuantc a estructura molecular fina.

Estudiandc la variacidn de los pesos moleculares de los rRNAs
188 y 285 entre protostemados y deutercstomados, se ha mostrade que
el 185 no varia entre estos grupes y que el 26 3 es de menor tamafio
en los protostomados {121). Asi, los riboscomas de un grupo ¥ otro
son diferentes.

El esqguema 2 resume lo mencionado anteriormente y trata de in
tegrar el conccimiento filogendtico de una maners general, con ba-

se en diferentes autores (405, 108, 110, 122-12u4).
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ITI, MATERIAL Y METODO

[IT.] PROCESAMIENTO DEL MATERIAL PARA SU OBSERVACION AL MICROSCO-

PIO ELECTRONICO
Alguncs organismos de los phyla Porifera, Cnidaria, Nemertina,

Annelida, Sipunculoidea, Hemichordata y Chordata (phyla A1, AL, AS,
A19, A26, A28 y AZ9 seglin Margulis y Whittaker (108)) fuercn proce-
sados para microscopia electrfnica de acuerdo al siguiente procedi
mienta:

Para el casc de los B primercs phyla, se realizaron 4 colectas
en la zona arrecifal de la Isla Sacrificios, Veracruz.Para su obser
vacibén al microscopio electrdnico, se procesd la pared corporal de
los diferentes animales con el chjetc de conservar c&lulas de los
tejidos epitelial, conjuntive y muscular. Los cortes fueron fijades
durante 2 o 3 horas a temperaturs ambiente en glutaraldehido al 2.5%
amortiguado en agua de mar filtrada o en fosfatos 0.16M, pE 7.2.
Algunas muestras fuercn postfijadas con tetradxido de osmio al 1%
despuds del enjuague con amortiguador. Posteriormente todas las
muestras fueron coclocadas en alcohol etilico al 70% durante 24 ho-
ras con el cbjeto de iniciar la deshidratacidn y conservar los cor-
tes para su precesamiento posterior en el laboratorio.

La deshidratacifn se realizd en una serie de aleccholes etili-
cos graduales de 70%,80%, 96% y 100%, durante 20 minutos cada uno,
a excepcidn del alechol de 100%. ] cual llevd tres cambios. Algu-
nas muestras fueron deshidratadas comenzando con alechcles de 30%
vy 50%. Despu&s de la deshidratacifn se utilizaron tres cambios,de
20 minutos cada uno, con &xide de propilero como agente interme--
diarioc.

La preinclusidn se 1llev® a cabo por el procedimiento rapide
vara tejidos blandoz, es decir, con una mezcla de dxido de propile-~
no-glicideter 100, en proporcién 1:1 durante 24 horas a temperatu-
ra ambiente. La inclusidn se efectud en una mezcla dura de resina
epbxica (glicideter 100) durante 2?4 horas a 60°C.

Del phylum Chordata se procesaron origanismos de leos subphyla
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Cephalochordata y Vertebrata. De &stos ultimos se procesaron peces
y anfibios. Los cefalecordados fueron proporcicnados por el Labora
toric de Invertebrados de la Facultad de Ciencias de la U.N.A.M.
Estos fuercn coleetados en Bahiaz de Platanitos, Nayarit y fijados
en formol al 10% {formalina) durante una semana. Posteriormente se
refijaron en glutaraldehido al 2.5% amortiguado en fosfatos 0.18M,
pH 7.2 durante ? horas. De estos organismos se utilizaron c&lulas
del intestino y del tejidoe conjuntivo.

Los peces fueron colectades en una granja de truchas y se pro
cesaron de la misma forma que los cefalocordades, pero no fleron
fijados en formol. Se utilizd tejide hepAtico por su facilidad de
trabajo y porgue se puede comparar con el niicleo de mamiferocs, ei
cual es bien conocido.

Para el caso de los anfibios, las ranas fueron obtenidas del
bioterio de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zooteenia de la
U.N.A.M. También se utilizd higado y se procedid igual que en cefa
locordados v peces.

Todas las muestras de Chordados fueron de_shidr'a'tadas e inclul-
das de acuerdec a lo descrito antes para los invertebrados.

Una vez incluidas las muestras en resina, todas fueron corta-
das en un ultramicrotomo MT-1 o MT-2. Los cortes semifinos de apro-
ximadamente.O.S ur de espesor,fueron tefiidos con una solucifn de
azul de toluidina y bdrax, ambos al 1%, Una vez localizados los
nficleo de las células, se realizaron cortées ultrafinos de 60 a 100
nanometros de grosor. Estos fueron cclocados en rejillas de cobre
cubiertas de foprmvar al 0.3% y contrastadas de acuerdo a la téeni-
ca de contraste regresivo preferencial para ribonucleoproteinas de
Bernhard (3}. Se utilizé un contraste con acetato de uranilo al 3%
durante 1 a § minutos. Postericr al enjuague se aplicd la solucién
de dcido etilendiaminctetraacético (EDTA} durante § a 22 minutcs.
Pinalmente se utilizd una solucifn de citrate de plome al 3% duran
te 1 a 2 minutos.

Los cortes postfijados con tetradzido de osmic se contrastaron
con la t&cnica habitual de dokle tincidn con uranileo-plomo, duran-

te 20 y 10 minutos, respectivamente.
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laszs electromicrografias fueron tomadas a diferentes sumentos
en un microscopio electrénice EM-S o EM-10, Carl Zeiss, a 60kV.
Las fotografias fueron analizadas morfom@tricamente utilizando ver

nisr v planimetro (125). Los datos se procesaron estadisticamente.

IIT.2 MORFOMETRIA
Una vez localizadas las estructuras ribonuclecproteicas intra

nucleares, se midid el difmetro de los GPC, de su halc cirecundante
considerando la medida desde el borde del mismo halo v sSe midio tam-—
bién el difmetro de los SIC. La conversidn numérica a Angstroms(g)
se efectud realizando la medida en milimetros y dividiéndola entre
el aumento final de la foto. Después este resultado se multiplicd
por el factor de conversi&n {en este caso, para convertir milimetros
a K, es de 107). Los datos para los GPC, su halo v para los BIC fue
ron comparados,en cada caso, por el método del anflisis de varianza.
Se midieron también &res nucleares, nucleolares y cromatinicas
utilizando un planimetra. El factor de conversidn fue similar al
usado én la medicidn de los difmetreos, pero el valor en centimetros
cuadrados fué dividido entre el aumento final elevado al cuadrado.
Este andlisis, debe mencionarse, para el casc de la cromatina, se
llevé a cabo sobre los manchones blanqueados por el usc de la téc-

nica de contraste preferencial para RNP.
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I¥. RESULTADOS

Todos los niicleos observades en el presente estudio tienen va
rias caracteristicas ultraestructurales en comiin con el nlclec ce-
lular interfisico estudiade previamente en mamiferos; difieren por
lo tanto, de los nflclecs de algunos protoctistas va analizados. Ta
les caracteristicas son: al} la presencia de una estructura nuclec-
lar con regicnes fibrilares y granulares, aln cuando es evidente
que en los invertebrados estudiados en el presente trabajo este or
ganelo es compacto y pequefic; en los vertebrados es de tipo nucleo
lcnemal, b) la presencila de particulas ribonucleoproteicas comeo fi
bras y gridnulos pericromatinianos (FPC,B8PC), fibras v grinulcs in-
tercromatinianos (FIC,5IC) y una matriz ribonucleoproteica 2n el
espacio nuclear (Tabla 1),

Los 8IC no se presentan en clmulos en los invertebrados y apa
recen individualmente en el espacio intercromatinianc, en medioc de
una red de RNP; presentan un difmetro caracteristico de entre 200
¥y 308 A (Grafica 3) sin diferencias significativas entre los dife
rentes grupos estudiados (p » 0.06} (Tabla 4). Los GPC oscilan en
tre 400 y 500 E de didmetre vy tampoco muestran diferencias signi-~
ficativas entre los diferentes grupes {p > 0.05) (Grafica 1, Ta-
bla 2). El didmetro para el halo de los GPC va de 168 a 209 A 6Gré
fica 2) ¥y no muestra diferencias significativas entre los diferen
tes grupos (Tabla 3).

Con el okjeto de correlacicnar el tamafio de les diferentes grd
nulcs ¥ del nuclecle con el &rea nuclear, &rea nucleclar y Area
ocupada pof crematina compacta, se realizaron medicicnes que per-
mitieron saber que en los diferentes grupcs, el &rea nuclear ocu-
pada por nuecleolo es del 2 al 12 % y el abea ocuypada por cromati-
na compacta es de un 26 a un 76 % (Tabla 1. Grificas 4 v 5.

Afin cuando este trabajo se enfoca en el estudio de las parti
culas ribenuclecprotelicas intranucleares no nucleolares, fué posi
ble observar ciertas caracteristicas en cuanto a la arquitectura

nuclaar en general. Estag' earacteristicas son, como se observan por
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la técnica convencional de contraste con uranio y plome y ocasio-
nalmente por la técnica del &cideo fosfotlngstico {(PTA), la presen
cia de una doble membrana nuclear conformande la envoltura nuclear
la presencia de una l8mina densa, muy notoria en esponjas, la pre-
sencia de ribosomas unidos 2 la rcara externa de la membrana exter-
na de ia envoltura nuclear,

A continuacidn se describen con mis detalle los nilcleos de los

diferentes o¢rganismos. En la Tabla 1 se resumen estos datos.

IV.1 PORIFERA
Presenta nucleclc pequefic y compacto, rodeado de cromatina pe

rinucleolar y compuesto principalmente por estructuras granulares;
ocupa un 6% del Area nuclear. Las FPC y las FIC estdn presentes:
los GPC presentan un didmetro promedio de 439 *+ 119 R v estln ro-
deadog por un halo clarc cuyo didmetre promedio es de 132 + 53 R.
Los GIC son de aproximadamente 273 = 5u E v se presentan individua
les y mezclades con una red ribonucleoproteica que llena el espacic
nuclear. E1 afea oeupada por cromatina compacta dentro del niclec
es de un 26%. Se observan riboscmas adosades a la periferia exter-
na de la envoltura nuclear, asi como la presencia de una limina den
ga adherida & la cara interma de la membrana interna de la envoltu

ra (Figura 1).

IV.2 CNIDARIA
Nucleolo pequefio ¥ compacto, con cromatina perinucleclar y ocu
pando un 6% del &rea nuclear. Presenta FPC y TIC. Los GIC, que se
encuentran aislados, miden aproximadamente 286 A de difmetro y es-
tan mezclados con una red de RNP, Los GPC miden 440 + 82 A de ais-
metre v presSentan un hale clare circundante de ynos 197 £ 28 R de
i&metrac. Ei drea ocupada por cromatina compacta es de casi 36 %

(Pigura ).

IV.3 NEMERTINA
Hucleolo pesquefio, compacto y de forma irregular; de estructu-

ra granular principalmente, ccupande un 5% del drea nuclear. Se



40

presentan FPC v FIC. Los 8FC miden UGG + &0 g de didmetrc. La talla
promedic para el difmetro cde los GIC es d= 231 + 35 E; se encuen-—
tran mezclados con una red RNP abundante. E1 drea ocupada por oro-
matina compacta en el nlicleo es de un »9%. Tambhién se observan gru

mos grandes de RNP, mezclados con la red RNP (Figura 232,

IV.4 s1puncuLoIDEA
Presentan nuclecio compacto, pequefio, granular y de forma irre

gular, ocupando casi el 8% del &rea nuclear total. También presen-
ta FFC y FIC. Los GPC tienen un didmetro promedio de 450 + 73 K;
el halo claro que los rodea mide aproximadamente 268 = 21 A de dii
metro. Los GIC se encuentran dispersos e individuales cntre una ma
triz de ENP fibrograpular; su difmetrc es de 231 & 73 R. Tl &rea
ocupada por cromatina compacta es de aproximadamente un 37%. Igual
que en los grupcs anteriores, no se observan cuerpos espiralados

(figura u).

IV.5 ANNELIDA

Como en les grupes anteriores, su nucleclce es compacto, peque
fio ¥ granular y ocupa aproximadamente un 2% del drea nuclear total,
es decir, es muy pequefio. Se ohserva la presencia de FPC vy de FIC.
Ne presentan cuerpes espiralados. Los GPC miden 413 = 69 i de did
metro promedic; el halo claro que los circunda tiene un didmetro
promedioc de 209 *+ 5§ K. La distribucién de los GIC es similar a
les otros., grupos descritog ¥ tienen en promedio un diémetro de
298 £ 43 A ., FEl 8rea ocupada por la cromatina compacta es de apro-

ximadamente wun 39% (Tigura 5).

IV.6 HEMICHORDATA
Nucleolo pequefic, compacto v de forma regular,redondo. Ccupa

un 3% del &rea nuclear total y tiende a estar despldzado a un cos-
tado del nficleo. Con FPC y FIC. Leos GPC miden 445 = 65U i de diZme-
tro; su halo circundante tiene unos 187 + 40O E de didmetro. Los
GIC estdn aislados pero se encuentran asociados a una matriz RNP;
presentan un difmetro promedio de 215 * &4 A . E1 &rea nuclear es-

td4 ocupada por un 76% de cromatina compacta (Figura §).
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[V.7 CHORDATA

IV.7.1 CEPHALOCHORDATA
Nucleolo relativamente grande, de consistencia mas laxa que

en les grupes antericres; ocupa un 10% del &rea nuclear. Con FPC

y FIC. Los GPU presentan un difmetro promedic de 383 £ 32 R. El ha
le que los ecircunda mide en promedio 192 + 45 A de difmetro. Los
GIC tienen una distribucidn similar a la que presentan los grupos
anteriores; su difmetro promedioc es de 229 + 30 3. El porcentaje

de 4rea nuclear ccupada por cromatina compacta es de un 48% (Figura 7).

IV.7.2 VERTEBRATA
IV.7.2.1 PISCES

En hepatocitos de peces, el nucleolo es grande y de estructu-
ra nucleclonemal, rodeado de cromatina compacta perinucleclar; apro
ximadamente un 12% del frea nuclear estd ocupada vor nucleclo; se
observan bien las zonas fibrilar y granular. Se presentan FPC y FIC.
Los GPC tienen un didmetro promedic de 428 = 78 R ; £l halo gue los
rodea mide 185 % 28 A de difmetro promedic. Los GIC se observan en
ocasiones en clmulos perc su talla individual es de 226 * 35 R. No
se cbservan cuerpos espiralados pero si unas estructuras que pare-
¢cen ser nucleclos pequeﬁos; pues son de naturaleza RNF ¥ tienen
cromatina periférica. El &rea ccupada poy cromatina compacta dentro

del nficles es de un 35% (Figura §).

En Raka, el nucleclo es similar al de peces y al de mamiferos.
Presenta estructura nucleclonemal v regicones fibrilares y granula-
res; el drea ocupada dentro del niiclec es de un 5%. Se observan
FPC v FIC. Los GPC tienen un difmetro promedio de 387 + B3 Z y el
hale que los circunda e5 de 192 + 61 R. Los GIC aparecen en climulos
en ocasiones pero su talla individual es de 282 = 74 E . Bl &rea
que ccupa la cromatina conmpacta dentro del niicleo es de un 29 %

(Figura 9).

Debe mencionarse que ccasionalmente llegan a cbservarse lo que

puede corresponder a climuleos de GIC en esponjas y nemertinos (Figs. 1,3).
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Tambi&n se debe mencionar la semejanza cualitativa entre los nficlecs
de los animales estudiados. En particular, los nficlecs de los inver-
tebrados se pavecen entre si v los nficleo de lasz células de los ver-

ftebrados son semejantes entre ellos,

FIGURA 1. Niiclec celular interfdsicc de Porifera (especie sin deter
minar., En a) se cbserva el nficlec de una c&lula disgregada no deter
minada que ha side tratada con la técnica de;_ééidpfetilgndiéminotg
traacétice (EDTA). Se observa la cromatina blanqueada (c) y ribonu-
cleorroteinas como fibras perieromatinianas, fibras intercromatinia
nas, granulos pericromatiniancos e intercromatiniancs. En k) se ob-
gerva el nucleolo (n) pequefio v compacte, con cromatina perinucleo-
lar (cp). También se nota lo que parece ser un cimulo de grinulos
intereromatinianos. En c) se ohserva, con la técnica de doble tin-
cifn eon uranic v plomo, la envoljuba nuelear (flechas) y la limi-
na densa (cabezas de flecha). En d), también con la técnica de do-
ble tincidn, se observan grinulos pericromatiniancs con su halo cla
ro alrededor {flechas). a) aprox. 7& 000 X3 b) aprox. 32 500 ¥; <)
aprox. 88 000 X; d) aprox. 81 000 X. FPC, fibras pericromatinianas,
FIC, fibras intercromatinianas, GPC, grinulos pericromatiniancs,

GIC, granulos intercromatinianos.

FIGURA 2+ Niclsoc celular interfdsice de una cé&lula intersticiall ée
Cnidaria {especie sin determinar). En a} se cbserva la cromatina
(c) destafiida con la té@cnica del EDTA. El nucleclo (n) se ve rodea-
do de cromatina perinucleolar (cp). Se muestra 1o que Darecen ser
GIC. También se aprecian FPC. In bJ) se iluetra un gran aumento de
los GPC. En c) se observa, con la técnica de doble tineifn, la en-
voltura nuclear {(fiecha) con ribosomas perinucleares (cabezas de
lechal; se nota la cisterna perinuclear. adapesk. 74 000 X, b) aprox,
74 000 ¥, e) avrox. 88 000 X.
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FIGURA 3. Ncleo celular interfisico de una c2lula de tejido con-
Juntivo de Nemertina {(Canrinoma 4p.). En a} se nota la cromatina
(c) destefiida por el ELTA; FPC, nucleole {n) peaueflo v compacto,
rodeado de eromatina perinucleolar (cp) ¥y grumos grandes de RNP
(flecha) en el espacic intercromatiniano. En b} se usa la técnica
de EDTA para RNP con el objeto de mostrar los GPC y 2u halo circun
dante caracteristico (flechas). En c) se observa 10 que parece ser
un cimulo de GIC (doble tincién).a)ss 000 ¥, b)Y 44 000 ¥, <) 38 QOCX.

EIGURA 4. Nlclec celular interfdsico de una c&lula del epitelic de
recubrimiente de Sipunculoidea (Phascofosoma apniiffarum). En a)} se
observa, con la técnica del EDTA, la cromatina compacta destedida

{e), FPC v lo gue parecen ser GIC disperses. Se observa el nucleo-
1o {n) como una estructura compacta y pequefia rodeada de cromatina
perinucleclar (cp). En b), utilizando la t&cnica de doble contras-
te, se notan claramente los GPC rodeados de su hale claroc cardcte-

ristice (cabezas de flecha). alaprcx, 37 060 X, b)Y aprox. 70 3500 X.
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FIGURA 5. Nicleo celular interfdsico de una cé&lula muscular de An-
nelida Polichaeta (Netedis 4p.). Téenica regresiva de contraste pre
ferencial para RNF a pass de EDTA. Se ncta bien la cromatina compac
ta destefilda (c¢), el nucleolo (n) pequefic y compacio con cromatinsa
perinucleclar circundante {(cp). Se observan los GPC con su halc cla
ro caracteristice (flechas), FPC en los bordes de la cromatina com-

vacta ¥ lo que parecen representar GIC diswersos. Aprox. 34 000 X.

FIGURA B. Nicleo celulan interf&sico de una célula epitelial de la
pared corporal de recubrimiento de Hemichordata (Defichogfossus ke-
waleskyl. En a) se observa la cromatina destefiida (e}, FPC, FIC, lo
que parecen ser GIC y nucleclo (n) pequefio. En b) se notan alguncs
SPC en cortes tratados con la doble tincidn de uranio-plomo. alprox.

35 090 ¥, b) aproximadamente 54000 X,
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FIGURA 7. NGcleo celular interfdzico de una cBlula de tejido conjun
tivo de Cephalochordata (Brarchiostoma sp.). lLa cromatina no ha si-
do bien destefiida por el mBtode del EDTA, pero se aprecia bilen el
nuclecle (n), las FPC, las TIC, 1o que parecen ser GIC y GPC. Tam-

bidn se ve la cromatina perinucleclar (op). Aprox. 56 500 X.

FIGURA 8. Niicleo celular interfésico deé una c@lula hepitica de Piz
ces (Salmo gadirdnientd). El nuclecle {n) presenta una estructura nu
cleclonemal con fibras gruesas y granos (f y g respectivamentel}, Es
grande y se encuentra rodeads por cromatina perinucleclar {cpl). En
b) se notan, por la técnica de doble tincién, los GPC con su halo

caracteristico (flechas). En ¢} =se observa un fragmento de la do-
ble membrana nuclear (en), con su cisterna perinuclear. Tambidn se
observa un pore {pl). En d) se muestran dos nucleclcs pequefios, ro-
deados de cromatina perinucleolar. a) aproximadamente 21 465 X, L)

uncs 271 000 X, ¢} aprox. 48 000 X, dlaprex. 40 000 X.



s

4 ’\;Zv
oy




FIGURA 9. Nlicleo celular interfédsico de hebatoci-

to de Amphibia (Rana p.ipiens). Contraste con ura-
nio-EDTA-plomoe. Se cobservan GPC y grumos de croma
tina compacta (¢) destefiidos. En el recuadro se’
observaﬁ GIC en clOmulos. Aprox. 63 500 X, en el
recuadro, aprox. 38 000 X.
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DIAMETRC DF LOS GRANULCS PERICROMATINIANGS
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Grafica 1. Hdistograma que representa el diimetre medic de las QPO

zara los distintes grupos de animales estudiados. No hay

diferencias significativas (p> 0.05). P, Poriferz:; O, Cni

darias; N, jemertina; 3, Sivunculeidea, A, anneliday; H, e

wichordatay CP, Ccephalochordata; PI, DPisces; AN, Ampnibia.



53

DIAMETRO DEL HALC DE LOS GRANULDS PERTCROMATINIANGS
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Grifica 2. Histograma que representa el difmetro medio del halo de
1os grinulos pericromatinianos en los distintos grupos
de animales estudiades, Ne hay diferencias significati-
vas {(p>» 0.05)
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DIAMETRC DE LOS CRANULCS INTERCROMATINIANOS
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Grifica 3. Histograma que representa el difmetrc medic para los gri
nulos intercromatiniancs en los diferentes animales estu

diados. No hay diferencias significativas (p> 0.05)
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FRACCTON DEL AREA NUCLEAR CCUPADA PQR NUCLEZOLO
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Gréafica 4.

c N 5 A H cP PT aM

Histograma que representa la fraccidn del drea nuclear o-
cupada por nucleolo en los distintos grupos de animales
sstudiados. Ninguno 1llega a ocupar el 15% del 3rea nuclear

total. An, &resa nucleolar; AN, &rea nuclear.
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FRACCTON DEL AREA NUCLLAR CCUPADA PUR CROMATTHA
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Zigtograma que reprasenta la fraccifn del &rvea nuclear o-
cuonada por cramatina compacts en 1og difeventeos grunos de
arnimales estudiadeos. En cualguier grupo, 27 Area rekasa
el 5% del frea nuclear Lotal perc no excodo 22 EC%. AC,

- v
areda des cromatina compacta.
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Puente de Suma de grados de Varianza Razdn de
varliacidn cuadrados libertad Varianzas
Diferentes _
animales 10511.9 8 1313.9 0.18
Error 258268.2 36 7173.9

Total 26877TH.1 Y

Tabla 2. Andlisis de Varianza para el difmetro de los gré-
nulos pericromatinianos en los diferentes organismos
estudiados. No hay diferencias significativas desde
2l puntc de vista biolégico (p > 0.05).

Fuente de Suma de grados de Varidnza Razdn de

variacién cuadrados libertad Varianzas

Diferentes _
. 4911.8 8 613.9 a.45

animales

Erropr 4au16.2 36 1372.6

Total 54328.0 Ly

Tabla 3. An&lisis de Varianza para el difmetro del halc de
los grAnulos pericromatiniancs en los diferentes ani
males estudiades, No hay diferencias significativas
(p > 0.05).
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Fuente de Suma de grades de Variansza . Raztn de
variacidn cuadrados libertad Varianzas
Diferentes 1.82°

. 47150.8 8 5893.8
animales
Error 1104304 36 3067.5
Total 157581.4 by

Tabla 4. Anflisis de Varianza para el didmetro de leos granu-

los intercromatiniancs en los diferentes grupos. No

hay diferencias significativas entre GIC individuales

o en grupes, an cuanto a su didmetro (p > 0.05).
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V. HHSCUSION

En el presente estudio se muestra ques la técnica regresiva de
contraste preferencial para RNP es aplicable amiiltiples tejidos
de invertebrados y vertebrados. Los diferentes tiempos utilizados
para blanquear a la cromatina con EDTA seguramente se deben a que
los cortes tenian distintos grosores y a las caracteristicas tisu
lares de cada organismo, como se ha propuesto (3).

Los resultados del presente trabajo también muestran que, por
su ultraestructura, los niiclecs celulares interfisicosz en los anima
les son similares.Aunque se ha trabajado con una técnica de ceontraste
preferencial para RNP, es posible detectar la disposicidn de la cro
matina como clmules blanqueades. Alguncos de los componentes del nfl-
cleo, como la envoltura nuclear, la limina densa v los riboscmas a-
dosados a la cara externa de la envoltura nuclear, fuercn visuali-
zados por el uso de la t&cnica de doble contraste con uranic y plo
mo. La cromatina en todos los grupos muestra una disposicifn simi-
lar a la de los mamiferos, es decir, formando agregados heterocro-
matinicos de forma irregular, en ocasiones en contacte cen ia en-
voltura nuclear o rodeando al nucleolo. También es comln encontrar
que este material, denso a los electrones con la té&cnica de contras
te con uranic y plomo, esté ausente en la regibn del poro.

E1l nucleolo, a pesar de sstar presente en tados los organismos
estudiadeos, no muestra la estructura nucleolonemal tipica de los
mamiferos, salvo en los otros vertebrados (peges y anfibics). La
carencia de =gtz forma nucleclar en los invertebrados se puede de-
her a la escasa actividad transcripcicnal de los nilieleo estudiadeos;
esto z2 puede ver porcue el nucleclo ocupa un drea muy pequefia den-
tro del nilcleo v por la abundante cantidad de cromatina compacta.
Sin embargo, la presencia de nucleoles pequefics ¥ granulares en los
diferentes animales se puede deber a que tienen estados metabdlicas
similares, provocados por el ambiente marino al gque estdn sometidos.

Los GPC y las FPC parccen ser estructuras muy similares en to-

dos los grupoasy este sugicrs gque en ellos osurran procesos bloqui-
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micos universales =n los animales, como son el almacenamiento, trang
porte vy procesamiento de los hnRNA. Cabe mencionar que en los vege
tales, un estudic reciente muestra que estas particulas scn muy pa
recidas a las de los animales (datos no mostrados, tesis en prepa-
racifn). Estc supglere que la funcidn en la que estdn involucradas
eetas estructuras es similar en ios eucariontes multicelulares.

Parece que los GIC son poco comunes en los invertebrados, en
donde hasta ahora no se ha observado que formen climulos. La poca
claridad en cuanto a la funcidn de los GIC impide dar por ahora
una explicacidn de su escasez en estos animales. Tal parece, sin
embargo, que la presencia de los GIC es indicativa de un procesa-
miento, almacén y transporte de los RNA ribosomales 288, 185 y §.8%
(48) y quizd el hecho de no presentarse quiera decir que estos pProcesos
ccurren en proporcidn tal gque no lleguen a formar conglomerados
grandes de GIC. Podrian realizarse estudios con inhibidores de la
sintesis de hnRNA que provoquen la acumulacién de GIC en los in-
vertebrados, como el anfloge de la adenina DRB, con el objeto de
observar si ez que no ocurren normalmente o su ausencia se debe a
un tipo de metabolismo especial de las c&lulas que no han sido so
metidas a condiciones de laboratoric. Esto no parece ser el caso
pues recientemente se han observado cfimulos de GIC en el conejo de
los velcanes Romenclagus diazdi silvestre {datos no mostrados, te-
sis en preparacidn). También se han visto en células del pardaqui
ma clorofilianc de vegetales supericres. _

Los cuerpos espiralados son més rarcs todavia y en el Fresen
te trabafjo nc han sido detectados para algunc de los animales.

la poca frecuencia ¢ ausencia de los GIC y de los CE sugiere
la presencia de vias alternas ¢ complementarias para el procesa-
miento, almacén y transporte de los RNA ribosomales , si es que
se prueba el papel de estas estructuras. No se puede descartar la
posibilidad de que los GIC y los CE representen.una adaptacién me
tabdlica intranuclear desconocida o una especializacién de teji-
dos altamente diferenciados en los mamifercs v en las plantas su-
pericres.

Este trabaje nos lleva a la conclusifn de que a nivel ultra-
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estructural no es posible observar cambics que pudieran indicar
relaciones filogenfticas en los animales o que sugieran las causas
de la diversidad en el reino animal. Nos lleva en cambic, a postu-
lar que a este nivel, los fenfmenos relacienados con el procesamien
to postranscripecional del RNA premensajero soOn comunes en los ani-
males. No cbstante, bioguimicamente pueden ¢ deben existir diferen
cias tan marcadas que nos podrian dar algln indicio de cdmo ocurre
este procesc dentro de las diversas RNP.

Recientemente se han localizado dentro de homogenados de RNP
intranucleares, actividades enzimiticas como la de ATPasa, poliade
nilasa, metilasa (126). Utilizande inmunocitoquimica se sabe que en
el nucleolo hay un tipo de RNA pequefio, el U3-snRNA. En otras es-
tructuras, como en las FPC y en los GIC se encuentran leos Ul y US
snkRNAs vy los UL, U2, Uy, USa UE respectivamente. En los GPC se en
cuentra el UB-snRNA. Estos ‘hechos sugieren que en estas particulas
ccurren fendmenos que se relacicnan con 1los mecanismos posiranscrip
cionales mencionados anteriormente, No cbstante, los estudios no
son definitivos y actualmente la investigacifn se centra en el ais
lamiento bioquimico y en 1a localizacifn ultraestructural de las
enzimas ¢ factores que intervienen en el "capping”, en la poliade-
nilacién y en el "splicing". La posibilidad de conocer los mecanis
mos enzimiticos de la eliminacidn de los intrones y de localizar
topogridficamente cada uno de los proceses que traen censigo modi-
ficaciones covalentes postranscripcionales de los RNAs, resulta
una perspectiva muy importante a la Tuz de los procescos evolutives
¥ de la regulacidn de la expresifin genética en eucaribntes.

El gcomportamiente de las estructuras RNP cuando se aplican
drogas v hormonas v gque implican cambios reversibles en la trans
cripeién y el comportamiento de las RNP durante la diferencia-
cién celular, fenbmeno que implica cambios irreversibles en la
transecripeifn, indica que estas particulas varian cuantitativamen-
te en cuanto a nimero de las mismas pero no varian cualitativameri-
te de acuerdo al estado metabdlicode la célula. Este trabajo su-
giere que a 1o largo de la evolucifin animal, el comportamiento ul-
traestructural de las RNP intranucleares ha sido similar.
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La conservacién de la estructura descrita en eSte estudio nos
hace pensar que &sta ha side favorecida por la-seleccidn natural
como un estado morfoldgico gue es visihle por las técnicas de mi-
croscopia electrdnica. Esto significaria que la estructura nuclear
relacionada con los eventos postranscripeilonales intranucleares, es
gsimilar en los animales.

La morfologia nuclear compleja de los mamiferos puede tener
muchas causas. Una podria ser quizd explicada por el hecho de que
en organismos supericres, el aumento en la talla celular ha signi-
ficado un aumento en la talla nuclesar (127). Esto tal vez trae con
sigo un aumento en el niimerc ¢ en la hetercgeneidad de los proce-

sos de maduracidn de los RNAs dentre del niicleo.

Los resultades presentados en este trabajo sugieren gue el
ancestroc o ancestros de los animales tuvieron una ultraestructura
similar o quizd parecida a la de los organismos actuales. Podria
guedar descartada la idea de que esta disposicibn de componentes
intranucleares se deba a la interaccién de células a través de unio
nes comunicantes, fendmenc inherente a la multicelularidad, puesto
que el cigoto es producide por dos cédlulas con nficlecs merfolégica
mente similarss y porque durante la embriogénesils aparecen progre-
sivamente las RNP intranucleares conccidas (41, 128). Ademds, en
alguncs miembros del reino Protoctista, del tipo unicelular, esta
estructura es muy similar (datos no mostrados, tesis en prepara—_
cifnl). Es necesario, sin embargo, estudiar mis sobre este aspecto.
Por ejemplo, se puede estudiar el nfecleo celular interfisico en or-
ganismos cue presenten un gradc de organizacidn colonizl en donde
la interaccidn celular sea incipiente o de tipo colenial, comc en
Volvox v en: Gondlum. También se hace necesario estudiar los tejidos
de organismos que se consideran los eucariontes mids primitivos, <o
mo Pelomixa, o gque se consideran los metazoariocs mis primitives,
como Taichoplax adhaerens (108) yaque probablemente sus  nficleos pre-
sentan rasgos de los eucarientes ancestrales.

La expresidn fenotipica del material genético se debe tal vesz
a la velocidad vy a la actividad de sintesis de proteinas y a la

forma en como &stas se agnegan extranuglear y extracelularmente, y
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a la velocidad de divisidn celular, entre otrcs factores. En oca-
siones una sScla mutacidn puntual preduce alteracicnes fenotipicas
notables. A nivel ultraestructural, dentro del nficlée, ne es pesi-
ble detectar variabilidad sino uniformidad o unidad en los seres vi
vos. Las causas que hacen gue sean diferentes dos niiclecs, de-
ben encontrarse en otro nivel de organizacifn mds fino, como podria
ger la disposicién, secuencia o abundancia de las moléculas v de
los factores que las afectan.

Los eventos transaripeicnales ¥ traduccicnales parecen ser uni
versales en cuanto al fenfmeno biloquimico gue llevan a cabo, perc
presentan diferencias marcadas entre procariontes y eucariontes.En
los eventos postranscripoionales encontramos este mismo fenfmeno,

Los pequefios cambios cuantitatives de la materia, en continuo
cambic y movimiento, se traducen en cambios cualitativos manifies-
tos. Esos cambilos cuantitativos posiblemente no alteran en gran ms
dida los procesgs y estructuras favorecidas por la evolucidn. Por
ejemple, aln cuando los GPC ‘son similares en estructura en los ani-
males, se puede pensar que sus COmMpOnRentes moleculares sean dife-
rentes; a pesar de esto, su funcifn debe ser igual. La diversi
dad molecular encontrada en los seres vivos generalmente implica
porciones que no alteran la funcifn primordial de las meolculas.

Los efsctos que traen consigo los cambios gelulares finos sd-
lo son importantes si se toman en cuenta 108 posibles efectos que
provoca en su ambiente vivo e inanimade. La relacifn reciproca en-
tre los seres vivos y su ambiente explica, en principic, la concep-
cién evolutiva, Las diferencias meleculares, morfoldgicas, embrio-
18gicas, citolégicas, etc., ccurridas en la materia viva y con las
cuales se trata de explicar la diversidad fenotipica de los crganis
mcs, resulta un problema coyuntural de la Biologia vy en este estu-
dio se intentaron dar elementos gue podrian ayudar a confirmar las
coneepelones evolutivas ‘basadas en otrog caracteres.

La ultraestructura del niicleo nc explica los cambios fenotipd
cog  de los organismos. Estos cambios pueden guedar explicades por
la asociacidn de una serie de factores que determinan, en concordan

cla con el ambiente, e®mo ha de ser un ser vivo en su nicho.
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Se sugiere, con basec en estos datos, que la diversificacidn
del reinc animal fue postericr a la aparicidn del nficleco v logrd
su mAximz compleiidaéd (entendiendo £sto como las diferencias res-
pecte de un ancestro comln) en vertebrados.

La ¢iferencia entre protoctistas y animales podria explicarse
por los maecanismos de la divisién celular puesto que mientras gue
eri los primeros son muy heterogérsos, en los segundos se prescnta

un g2 in tipo: la owtomitosis.

Lo expuesto anteriormente nos lleva a peostular gque los compo
nentes moleculares gque se ha propuestc cusz intervienen a2n los pro-
cesos de transporte, almacén v procesamiento de los RHA premensaje
ro y prerriboscmal, se asocian en agregados multimoleculares {simi
lar a como lc hacen les ribosomas y otros organelos celulares) con
formando particulas ribonucleoprctelcas Intranucleares queé sSon es-
tructuras constantes y universalmente presentes en log animales.De
esta forma, la variabilidad morfofuncinnal de este reince se propo-
ne gue ocurre a un nivel supracelular (o al menos supranuclear) y
a nivel melecular, es decir, la variabilidad celular se puede pro-
ducir tanto durante la difevenciacidn celular come durante las eta
pas posteriores del desarrollo de los animales, hasta conformar la
expresién de un genoma en cierta medida estable en cuanto a su jue-

go genitico expresado en etapa adulta.
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V1. CONCLUSIONES

El uso de la técnica de doble contraste con uranio y plomo nos
indica que la ultraestructura nuclear general en las c2lulas de

ios animales es similar en todos ellos.

La téenica regresiva de contraste preferencial para ribonucleo-
proteinas es aplicable a diversos tejidos de animales inverte-

brados y vertebrados.

Todos los organismos de este estudio presentan nucleocle, fibras
v grériules pericromatiniancs v fibras y granulos intercromati-

nianos.

En todos los organismos analizados, el didmetro de los grinulos
pericromatiniancs, del halec que los circunda y el de los grénu

los intercromatinianos, es igual al de los mamifercs.

_ las rimonuclecproteinas intranucleares descritas en este trabajo

son particulas ultraestructurales universalmente presentes en

células de organismes animales.

Por ésto, se postula que:

En lcs animales se presenta un patrdn ultraestructural comiin
para el procesamientc postranscripcional del pre-mRNA y del pre-rRNA.

Lo que nos lleva a decir que:

Se sugiere un ancestrc comfin para la estructura nuclear en el

reino animal.
Lo anteriormente expuesto nos permite afirmdr que:

El andlisis comparative de la ultraestructura nuclear, desde el
punto de vista ribonuclecproteico, no es un parmetro gue nos-~
ayude a esclarecer las posibles relaciones filogen&tiecas entre

los animales.
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VII. EPILOGO

El esquema resume las variaciones en la ultraestructura nuclear entrg dife
rentes grupos de organismos animales y protoctistas. i) Niicleo celular interfi-
sico de Euglenophyta (Eugfena ghacifis Z.) en donde se apreciam los cromosomas
condensados interconectados por fibrillas de cromatina (c); se observa al nucleo
lo formado por estructuras anulares de donde salen fibras (n). En ocasiones, los
eromosomas hacen contacte con el nucleclo mediante una conformacifn mis laxa que
incluso entra.en el cuerpo nucleolar. La matriz ribonucleoproteica (RNF) intra-
nucleolar es de tipo fibrogranular (m). En el nucleoplasma se notan algunas es-
tructuras RNP como son, una matriz fibrilar difusa (wf)., fibras en forma de U v
grinulos densos {g) (2). B) Wicleo celular interfdsico de Ciliophora (Remareffa
mubtinueleata Kahl), Se observa al nficleo rodeado por membranas del retfeulo en-
dopldsmico lise, En el interior del nficlec se nota un nucleclo fibrogranular (n)
interrumpide en ccasiones por intersticios (i). TambiBn se observa a los CTOmMaso
mas fragmentados en pequefios cfimulos (c) o conformando manchas oscuras y grandes
que son los cromocentros (€). El componente RNP estf formade por una matriz di-
fusa de fibras (£). La esfera granuiér (e¢) tambifn es visible ¥ no sz conoce su
naturaleza bioquimica ni su funcifn (129). En () se muestra el niicleo celular in
terfdsice que resume lo observado em el presente trabaje. Es similar al represéﬁ
tado en el esquema 1. Se observan ciimulos de cromatina compacta (2); el nucleslo
es granular (n) y estd rodeado por cromatina compacta perinucleclar. Se observan
fibras y grdnulos pericromatinianos asi come fibras y grinulos intercromatinia—-
nos: 8stos se presentan diépersos v aislados. Tambifn se observa a la ldmina den
s4 y la envoltura nuclear interrumpida por poros. En D) se observa el nicleo ce-

Iular interfdsico de mamiferpos, como se describif en el esquema 1,

La diferencia en cuanto a disposicifn, presencia o ausenciz y tamafic de las
estructuras éntre los diferentes grupos, se aprecia mis comparando a los protoc—
tistas con los animales que a los invertebrados con los vertebrados. Entre £satos
fltimos, las diferencias se pueden deber a la falta de estudios con tBericas com
plementarias a la del EDTA y a la de uranic-plomo y a la falta de un miestreo en

mayor nfimero de tejides por organismo y mayor niimero de especies por phylum.
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