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RESUMEN

El nicleo interfasico es un organelo compartamentalizado y dinamico. Las moléculas
relacionadas con el metabolismo del RNA intranuclear se localizan en dominios, dentro
de los que destacan aquellos relacionados con la transcripcidén y el procesamiento del
pre-mRNA y del pre-rRNA. Para el pre-mRNA se ha observado el patrén moteado que
contiene un patrén difuso y otro de grandes cumulos, en tanto que para el pre-rRNA
esos dominios corresponden esencialmente al nucléolo y a los cuerpos de Cajal. Aunque
la mayoria de los estudios han sido llevados a cabo en células de mamiferos en cultivo,
recientemente se han observado esos dominios en células de varios tejidos de
vertebrados pero no se conoce si también se presentan en otros cordados e
invertebrados. En este trabajo se estudio la distribucion de los factores de splicing por
inmunofluorescencia con anticuerpos contra las proteinas de la familia SR y la
distribucién de los factores de maduracion del pre-rRNA con tincién de plata para
organizador nucleolar en el hemicordado Balanoglossus sp. Los resultados indican que
los nucleos de balanogloso contienen un patron moteado intranuclear para los factores
de splicing y un patrén nucleolar y de cuerpos de Cajal para las proteinas del nucléolo.
Se concluye que el patron moteado esta presente en balanogloso y se sugiere que

antecede el origen de los cordados.
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INTRODUCCION

1. NUCLEO

1.1 PROCESOS MOLECULARES INTRANUCLEARES

En organismos eucariontes el nlicleo celular en interfase es un organelo altamente
compartamentalizado y dinamico. Esta compuesto por complejos multimoleculares,
involucrados en el almacenamiento del DNA y en los primeros sucesos del control de la
expresion genética como son la replicacion, la transcripcion y la maduracién del RNA. La
trascripcion y la maduracion incluyen la sintesis, procesamiento y transporte hacia el
citoplasma de diferentes tipos de RNA, que son requeridos para la sintesis de | proteinas
y demas funciones metabdlicas de la célula.

Los complejos ribonucleoproteicos comprenden varios compartimentos como son el
nuciéolo y diversas particulas nucleares. Dentro de ellas destacan las fibras
pericromatinianas, que estan involucradas en la sintesis y maduracion del pre-mRNA, en
tanto que los granulos intercromatinianos representan sitios de almacenamiento de
factores de maduracion del mismo tipo de RNA, en particular de los factores de
splicing’. Con el uso de anticuerpos marcados con fluorocromos como la fiuoresceina,
la distribucion de los factores de splicing en la célula se observan como un patron
moteado (speckled), en donde estos grandes cimulos representan a los granulos

intercromatinianos y la localizacidn difusa a las fibras pericromatinianas. Este patron

! Expresion inglesa comUnmente usada para indicar el proceso de eliminacion de intrones y ligado de los
exones en el pre-mRNA, a través de la trascripcidon y maduracion en diversos compartimentos nucleares.



varia morfoldgicamente dependiendo del estado transcripcional y de la maduracion del
pre-mRNA. Aungue esta informacion deriva del estudio de células en cultivo,
recientemente se ha extendido a células presentes en tejidos diferenciados de
mamiferos. mas aun, hay datos recientes de la presencia de este patrén en otros
vertebrados como peces (incluyendo la lamprea), anfibios, aves y reptiles. Sin embargo,
no se conocen la presencia de este tipo de distribucion celular de factores de splicing en
otros grupos o incluso de Deuterostomados, que nos permitan generalizar a nivel celufar
los eventos moleculares en los que participan.

En este trabajo se estudia la distribucion celular de los factores de splicing en
procordados primitivos como es el caso del género Balanoglossus, utilizando
inmunolocalizacidén y anticuerpos contra la familia de factores de splicing conocidas
como proteinas SR (ricos en arginina (R) y serina (S). Los resultados previos de
experimentos piloto, indican la presencia de patrones moteados en diferentes tipos
celulares de esos organismos, lo que extiende las observaciones a grupos de
invertebrados. Se sugiere que la organizacion celular de los factores de maduracion
antecede al origen de los cordados y representa una caracteristica genotipica celular
involucrada en el control de la expresion genética.

A continuacidn se describe mas ampliamente dos procesos de la expresion genética
como 1a replicacion y principalmente la transcripcion y maduracion del RNA, en el animo
de entender mejor la conformacién y origen de los factores de splicing y el patron

moteado (speckled).



1.2 Replicacion (DNA —» DNA)

Es el proceso mediante el cual a partir de una molécula de DNA parental se sintetiza
una nueva, dando origen a dos moléculas de DNA hijas de secuencia idéntica al DNA
original. La replicacion forma parte del metabolismo del DNA y relacionado directamente
o indirectamente con 1a recombinacién, mutacion y la reparacion de las alteraciones o
dafios en el DNA; se produce de manera coordinada con la divisién celular, durante la
fase S. Este proceso se lleva acabo sin necesidad de la separacidn completa de la
cadena progenitora; la doble hélice se desarrolla gradualmente y sus dos hebras se van
separando a la par que se produce su replicacion, de caracter bidireccional, discontinuo
y semiconservador y de origen monofocal en procariontes y multifocal en eucariontes.
El proceso de la replicacion fue observado por primera vez en £ colj, pero es valido
también para eucariontes. Estos estudios se han llevado a cabo a través de la utilizacion
de precursores radiactivos como la timidina tritiada para marcar DNA de nueva sintesis
que se puede detectar por medio de autorradiografia.

La sintesis inicia en los puntos denominados “Origen de replicacién” con el alargamiento
progresivo en ambas direcciones, una en direccién 3" hacia 5 y para la otra en sentido
5" hacia 3. La reaccién de sintesis del DNA requiere de un fragmento de hebra
denominado cebador que aporte un grupo 3 OH libre, por lo comin RNA, apareado a la
hebra progenitora de DNA complementario y antiparalelo, de tal forma que la
replicacion elonga las moléculas preexistentes y utiliza dATP, dGTP, dCTP y dTTP con

cofactores de Mn*? y Mg*? ; |a reaccién se resume asi:



N; dATP+ n, dGTP+n3 dCTP+n4 dTTP DNA molde

RNA cebador

Mg+2 DNA polimerasa

» DNA+(N; N2 ns™ng™) p p;

La reaccion de sintesis de DNA es catalizada por diversas polimerasas segun se indica

en el cuadro No 1 siguiente?;

Molécula Molécula Nombre Ejemplos(nombre comin)
Sintetizada molde completo
DNA DNA Polimerasa de DNA DNA polimerasas

Dirigida por DNA

RNA DNA Polimera de RNA

Dirigida por DNA

RNA polimeras o transcriptasa

primasas

DNA RNA Polimerasa de DNA Transcriptasa inversa
Dirigida por RNA Telomerasas
RNA RNA Polimerasa RNA Replicasas

Dirigida por RNA

En los eucariontes las DNA polimerasas con mas de cinco enzimas, la DNA pol, posee

actividad primasa, forma el cebador y de polimerasa de elongacion, esta actividad se

? En Herraéz y Luque (2001)*®



cede luego a DNA pol 5 y ¢ , responsables de la mayor parte de la elongacion de las dos
hebras, la DNA pol g no interviene en la replicacion, sino que esta implicada en la

reparacion de los errores o de dainos en el DNA, donde también intervienen la 3 v ¢ .
Estas cuatro enzimas son la responsables de la replicacion, reparacion y recombinacion
del DNA nuclear; otras polimerasas como la g , 5 ¥ i SON poco conocidas y estan

implicadas sobre todo en reparacion y recombinacion.

La actividad exonucleasa de la DNA polimerasa solo tres de ellas se encargan de la
elongacion 5 , yYe, también poseen actividad 3  exonucleasa, son responsables de la
reparacion de errores cometidos, en el proceso ninguna polimerasa eucariota posee
actividad 5 exonucleasa, la eliminacién de los cebadores se hace con nucleasas
independientes. Las actividades bioquimicas y funcionales de la polimerasas de

eucariontes se resumen en el cuadro No 2 siguiente’:

POLIMERASA a B o £
Ubicacion subcelular nuicleo nlcleo | nucleo | nucleo
Actividad enzimatica “primasa” (inicio) Si no no no
Polimerasa 5 — 3  elongacion si Si Si si
3 exonucleasa de 33— 5 correccién no no no no
5 exonucleasa de 3 —, 5 eliminacion del no no no no
cebador
Funcion en la célula: replicacion hebras Solo no si si
nuevas; conductora y retardada inicialmente

3 Idem*®



La replicacién como tal posee un ritmo o una velocidad que varia seg(n el tipo celular.
En procariontes llega a 1000 nucledtidos por minuto, en eucariontes su velocidad no es
tan elevada dado la existencia de varios origenes de replicacion en cada cromosoma;
este proceso de incorporacion de nucledtidos se le denomina procesividad y las
polimerasas con mayor procesividad son las que intervienen en la elongaciéon de la
hebras de DNA y las de menor valor se encargan de la sintesis y eliminacion de}
cebador, reparacion, etc., entre otras funciones.

La replicacion sucede con Ia apertura de la doble hélice creando dos horquillas, se
sintetizan los cebadores y se unen las “proteinas de inicio”(helicasas) que facilitan la
separacién de las hebras. En procariontes hay un origen Unico llamado ori € en
eucariontes existen varios puntos de inicio llamados “replicones” con control de inicio,
elongacion y terminado de cada replicon. Una vez formado el complejo de iniciacién se
da el desenrrollamiento, relajamiento y enrrollamiento con intervenciéon de proteinas
especializadas. Al compiejo multiproteico junto con las DNA polimerasas se les conoce
como “replisomas”.

Con las hebras separadas por la helicasa intervienen proteinas de unidon al DNA de la
hebra sencilla, que evitan reaparemiento de hebras, facilitando la incorporacion de
nucledtidos, son llamadas proteinas “SSB” en procariontes y en eucariontes "RPA”, La
separacion de hebras provoca superenrrollamiento positivo delante de la horquilla,
situacion que puede impedir el avance de la replicacion, esta situacion se resuelve por la
accion de las topoisomerasas, enzimas gue alteran el estado de superenrroliamiento del

DNA; existen dos tipos de topoisomerasas: la topo I que corta una sola hebra del DNA y
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la topo II que corta dos hebras; esto provoca en superenrrollamiento negativo,
facilitando la replicacion. El consumo energético del proceso es importante, se consume
una molécula de ATP por cada corte de la cadena.

La elongacién en la replicacion no sélo depende del DNA polimerasa sino de varias
enzimas y factores proteicos; en £ coli son mas de 20, como hemos dicho a este
conjunto se le denomina replisoma participando en la sintesis ambas hebras.

En la replicacion ambas hebra son copiadas de forma simultanea a medida que avanza
la horquilla mediante DNA polimerasas, que solo son capaces de sintetizar en sentido 5" »
3’, asi que al abrirse la horquilla una de las hebras progenitoras se expone en sentido 3~
5’, el cual es un molde correcto, por lo que la sintesis de su hebra complementaria
transcurre por el simple avance de la polimerasa, a la par que avanza la horquilla. A
esta hebra se le denomina “lider”. Por otro lado la otra hebra progenitora se expone en
sentido 5 —» 3’ por lo que no puede actuar como molde a medida que avanza la
horquilla, para su sintesis supone un desfase con la hebra conductora por lo que se le
denomina hebra “retardada”. La sintesis de esta hebra se revelé al observar que
durante la replicacion era posible aislar moléculas pequefio tamaiio de DNA recién
sintetizado, mas pequeno en eucariontes que en procariontes, conocidos como
fragmentos de Okasaki( por Reiji y Okasaki)*; quienes lo descubrieron. EI mecanismo
para explicar la sintesis de la hebra retardada en paralelo al desplazamiento de la
horquilla de replicacion; consiste en la sintesis discontinua de Ia hebra retardada, cada
fragmento de Okasaki corresponde a una porcién de dicha hebra, cuya sintesis se da

cuando el avance de la horquilla ha liberado suficiente longitud de hebra sencilla para

* Iidem™ , Karp (2001)? y Lodish (1998)%



Il

que la polimerasa la utilice como molde, en sentido 3'— 5, por lo que se propone
para ello que la hebra sencilla forme un bucle, enrollado sobre su propia enzima para
permitir [a sintesis en sentido 5> 3’ propio de la polimerasa, de tal forma que la

sintesis conjunta de la hebras conductora de forma continua y la retardada, de forma

discontinua, por la DNA polimerasa, se dice que es “semidiscontinua”(fig. 1).

La DNA pol o inicia la
elongacion, como DNA,
del RNA cebador de la
hebra conductora

Doble hebra
progenitora

Molde de la hebra
retardada 5~ 3’

Hebra retardada en
fraamentos de okasaki

Figura 1 Modelo de replicacidn del DNA, tomado de Herraéz y Luque (2001)*°
La sintesis completa de la hebra retardada sucede al unirse los fragmentos de Okasaki,
este proceso denominado maduracién, el cual requiere la eliminacién de cebadores,

elongacion del fragmento adyacente, relienar con ADN el hueco def RNA cebador, puede
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tener lugar en las proximidades de la horquilla o lejos de ella. Para lo cual intervienen
un sistema de nucleasas FEN 1 + RNAasaH1l que elimina el RNA cebador entre
fragmentos; l1a DNA pol 8 o DNA pol € elonga el éxtremo 3’ del fragmento contiguo,
rellenando el lugar que ocupaba el cebador hasta alcanzar el extremo 5’ ; la DNA ligasa
I sella la mella resultante, uniendo 5'P de un fragmento con 3'OH del otro fragmento.
La terminacion de la replicacion que se hace desde el punto de vista logico, con
insuficiente informacion experimental, comprende varios aspectos; el primero es el fin
de la elongacién por la DNA polimerasa, que se verifica en la horquillas de replicacion de
cada replicon, presumiblemente cuando se alcancen las horquillas de replicones
adyacentes. Este proceso es practicamente desconocido, pero se intuye que su
resolucion es precedido a la unién de fragmentos de Okasaki; el segundo es que falta
de aclarar cual es el numero de replicones implicados simultdneamente en la replicacién
de cada cromosoma, sus mecanismos de control que coordinan el proceso de todos
ellos. En este proceso de terminacion de la elongacidn todos los cebadores intermedios
son eliminados por nucleasas FEN1 y RNAasaH1 y sustituidos con la elongacion del
fragmento de Okasaki adyecente.

Los cebadores de los extremos 5’ de hebras nuevas pueden ser eliminados, pero no
sustituidos, por elio la hebra nueva queda mas corta en 5’ que su molde; el tercero es la
replicacion de los extremos del cromosoma, ya que no se lleva a cabo por elongacion
por DNA polimerasa.

Los teldmeros situados en los extremos de cromosomas lineales de la mayoria de los

eucariontes, los que tienen unidos ciertas proteinas, contiene DNA no codificante
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conformado en bloques de 1 a 112 Kb de longitud con una unidad de 6 a 8 pb repetidas
en tandem centenares o miles de veces, con dos caracteristicas principales; abundancia
de repeticiones en tAmdem vy el caracter cohesivo de sus extremos. El dicho caracter
cohesivo en forma de salientes 3’ en los extremos del cromosoma se va reduciendo en
cada replicacion con la consecuente pérdida dela informacion genética.

Este problema se puede resolver durante la fase S del ciclo celular gracias a la accién
de la telomerasa que alarga teldmeros, compensando asi la pérdida anterior, esta
telomerasa es considerada un una reminiscencia dentro del proceso evolutivo de fa
ribosita; se trata de una enzima tipo DNA polimerasa, es una transcriptasa inversa que
induce a la sintesis de DNA con dos componentes, el primero “ RNA de la
telomerasa”(TR Oter) de tamano variable, incluye una secuencia caracteristica para
cada especie de 9 a 28 nt y complementaria a la secuencia telomérica respectiva; y un
segundo componente proteico con actividad enzimatica o transcriptasa inversa de la
telomerasa TRT o TERT, con actividad telomerasa, sintetiza DNA telomerasa de novo sin

necesidad de cebador

1.3 Transcripciéon (DNA —” pre-mRNA) y maduracién (pre-mRNA _,mRNA )

La transcripcion en organismos eucariontes tiene que ver con un proceso de sintesis,
para lo cual se elabora una copia fiel de la informacion hereditaria contenida en el DNA;
para tal efecto Ia célula sintetiza mRNA como una forma precursora denominada pre-

mRNA cuando se encuentra en el periodo de la interfase.
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Es asi que para un mejor entendimiento del proceso, comenzaremos indicando que el
RNA es una macromolécula polinucledtida de una sola cadena con direccion 5’ a 3/,
constituida por citosina, guanina, adenina y uracilo; fosfato y azucar ribosa. Con cuatro
tipos de RNA, los cuales se sintetizan como precursores; el mRNA el cual representa 3-
5% del total; el tRNA con 5-7%; el rRNA que oscila entre 85-90% y un pequeno grupo
de RNA localizados en el nlcleo; el snoRNA en el nucleolo y el scRNA del citoplasma que
representan 1% del total.

El rRNA maduro proveniente del precursor pre-rRNA es ensamblado con numerosas
proteinas para formar los ribosomas, los cuales se acoplan en el citoplasma con mRNA
(proveniente de la forma precursora pre-mRNA), en un dominio catalitico dentro del
cual el tRNA entra con sus aminoacidos.

El tRNA forma enlaces covalentes con aminoacidos y reconoce la secuencia codificante
del mRNA vy asi lograr la insercion correcta de ellos en la elongacion de la cadena
polipéptido.

Los snRNA; pequenos del nlcles poseen varias funciones en el procesamiento de los
precursores de mRNA, tRNA y rRNA; que son producidas como moléculas inmaduras
conocidas como transcritos primarios (incluido el pre-mRNA) y son procesados dentro
del nucleo hacia moléculas funcionales que son exportadas al citosol (como el mRNAY);
varios snRNA forman parte del spliceosoma que participa en la conversion del RNA pre-
mensajero (pre-mRNA) en RNA mensajero (mRNA) por medio de una serie de

reacciones entre fas que se encuentran la metilacion del extremo 5’, la poliadenilacién
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del extremo 3’y el splicing (eliminacién de secuencia no codificante o intrones y ligado
de los exones resultantes).

El mRNA es la copia genética originada en el nicleo utilizada en la traduccién en el
citoplasma, que determina el orden de los aminoacidos que se incorporaran en la
elongacion de un polipéptido; ademds contiene secuencias especificas denominadas
promotores, sitios de inicio, motivos de ampliacion de secuenciacion hacia la izquierda o
la derecha de la terminacioén de la transcripcion.

Es interesante comentar que el RNA es el unico polimero bioldgico que sirve en la
catalisis (ribozimas) y como almacén de la informacion, por esta razon se ha postulado
como las moléculas que fueron la base de la vida temprana en la evolucion.

Para la transcripcion del RNA se considera que ocurre una reaccion de polimerizacion;
en los procariontes la copia de todos los RNAs es mediada por una enzima la RNA
polimerasa y en los eucariontes son tres tipos, una para cada tipo de RNA, con
intervencion de cofactores como Mg*?> y Mn*2 El cuadro No 3 siguiente® resume lo
antedicho:

RNA polimerasas de los eucariontes

Tipo de RNA polimerasa Tipos de RNA que transcribe Reguerimientos idnicos
RNA pol I RNA«: 28 185, 5.8¢ Mg**
RNApol IT RNAms ; muchos ¢,RNAs Mg**
RNApol III RNA.56, UN saRNA(ys shRNA) Mn*?
scRNA;  {RNA

* En George(2001)*°




16

La RNA pol II actua a la izquierda del sitio de inicio, se localiza en el niicieo y fuera del
nucleolo , es responsable de la sintesis del pre-mRNA y de algunos snRNAs (U1,U2 ,U3,
U4, U5) relacionados con el splicing. La polimerasa no actua sola , ya que requiere de
factores transcripcionales, agregados en orden especifico al promotor, conforme se
indica:

1. TFIID (proteina) que se enlaza a la secuencia TATA box y mas de otras ocho

subunidades.
2. TIFA(proteina), que estabiliza el enlace TFID.
3. TFIB

TFIIF-RNA complejo polimerasa II

4. TFUE,TF1 , factores que pueden ser incluidos para que ocurra la trascripcion.

Segun (Conoway y Conoway, 1993; Ospow et al,1995; Reiberg Roeder,1997; Sheva y
Shenk, 1994;Zewel Reiberg,1995; Young, 1991)%; la transcripcion sucede en tres
etapas, la primera es la de iniciacion : enlace de RNA pol al molde de DNA; la segunda
corresponde al proceso de elongacion: agregacion de nucledtidos al molde de DNA vy la
tercera concluye con la liberacion de enzimas y RNA del molde de DNA.

El procesamiento del pre-mRNA y su tamano dependen del gene transcrito. En
procariontes el pre-mRNA es transcrito y traducido en el mismo sitio. La forma madura

del pre-mRNA, es decir el mRNA, codifica varias proteinas es decir es policistronico, en

° En Cortés (2003)°
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la region terminal 5’y en 3’ terminal hay un trifosfato en la Gltima base de mRNA; posee
una vida media de cinco minutos. Antes del codon de inicio hay un segmento de
polipurinas denominadas Shine-val germo con codon de inicio de AUG vy la terminacion
UAA, ademas poseen regiones intercistronicas no codificantes y en algunos procariontes
no la poseen y se regulan por aspectos conformacionales de mRNA.

En los eucariontes el mRNA es monocistronico, es decir codifica una sola proteina en el
nlcleo y es transportado al citoplasma para su traduccién. En 5’ posee una caperuza
(cap) metilada por accidon enzimatica. En 3’ el mRNA posee un tallo poli(A) de 200
nucledtidos de longitud que no es codificado por el DNA, se asocia con proteinas ABP las
cuales le confieren estabilidad al mRNA por cuatro horas (Galhe, 1991, Nevin, 1983,
Sach, 19937).

El pre-mRNA, que es la forma precursora del mRNA ocurre en el nucleoplasma y para
su maduracion son necesarias ribonucleoproteinas pequenas (snRNP). El proceso de
maduracion  del pre-mRNA involucra corte y unidn de regiones codificantes
denominadas exones y la eliminacién de regiones no codificantes o intrénicas. Este
proceso en dos pasos se denomina splicing y se realiza en el spliceosoma. El
spliceosoma contiene cinco RNA pequenos nucleares (snRNAU; , Uz, Us, Usy Ug), los
cuales son ayudados por proteinas. La reaccion cis-splicing sucede en dos pasos; el
primero con un ataque nucleofilico en la region del corte 5’ por interaccion hidroxilica 2’
de la adenosina cercana a 3’ del intron, lo que origina la liberacion del exon 1 y un
producto intermediario intron-exén 2. En el paso 2 los exones unidos por ataque

nucieofilico del radical hidroxilico libre 3’ del exdn 1 al sitio de corte de la region 3,

7 1dem*®
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permitiendo liberar al intrén denominado lazo (lariat) (Reed y Mauratis, 1985; Sharp,

1985 y 1994) (Fig 2).

Figura6 2 Modelo de procesamiento del pre- mRNA cis-splicing, tomado de Cortés
Ezagoiw)teracc]ones filogenéticas conservadas involucran interaccion pre-mRNA con los
UsnRNA y han permitido definir que U; y UsnRNA estan involucrados con reconocimiento
en 5’y 3"y UumRNA con el corte del pre-mRNA. Las interacciones RNA-RNA ocurren por
apareamiento de bases (Cortés et al®, 1993).

Los snRNAU; , U ,Us ,Us, Ug, Uz, Un1 y Ura se encuentran asociados con proteinas Sm
con estructura secundaria evolutivamente conservadas; las snRNA son producto de la
transcripcién de la RNA pol II con regidn 5’ con caperuza la cual es trimetilada(trimetil
guanosina) (m3G), una excepcion es la UgnRNA gue la sintetiza la RNA pol III y es
metilada. En los vertebrados los snRNA son codificados por genes multicopia, en
levadura son por un solo gene. Los snRNA asociados con la sintesis del pre-

mRNA(splicing) debido a la complementariedad snRNAU; vy el sitio de corte en la region

5’ del pre-mRNA e incluso interactia con la regién 3’; situacion similar con snRNAUs

¥ Idem®
9 Idem®
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(Neins, 1991, Herng et al, 1980, Nuwman y Norman, 1991, Reach et al 1992 y Sharp,
1994)1°,

El snRNAU; es de clase s m, es necesario para’llas histonas; snRNAU; +HDE son
necesarios para el pre-RNA de histonas (Bond , et al: 1991)*,

Los snRNAU; y Uy relacionados con los cortes intrones de la region5’ y su ramificacion
de algunos tipos de pre-mRNA han sido estudiados en humanos. Wasserman y Steitz,
1994; Tarn y Steitz, 1995'°. En mamiferos los sn RNAU; ,Us ,Us3, U, Uss, Uss, Uiz ,Usg
, U2o Uzt ,Upz \Uzz, Uag ,Uas , Usg, Uz ,Uxg y Uxg SONn precipitados por el anticuerpo
fibrilarina (Fb), poseen extremo 5’ y caparuza 2-2,7 trimetil guanosina(m3G). La
estructura secundaria de los snoRNA con dos sitios llamados cajas C y D que son sitios
de union de proteinas comunes, que son necesarias para el transcrito primario del rRNA,
interactuan con EYS y ITS, participan remocién de secuencias no codificantes en la
regiones 5"y 3’ ya sea en rRNA 28s, 18s, 5.8s (Baserga, et al 1991, Li, et al 1990,
Sorbenoy Gerbi, 1990, Steitz,1989 y Tykowky et al 1993,

Una familia de factores de splicing denominadas proteinas S R , estan involucradas en
el splicing, a través de sus motivos altamente conservados de reconocimiento del RNA;
el dominio SR con mutiltiples repeticiones de serina y arginina( Mestli,et al,1997)"; los
cuales son fosforilados por cinasas especificas como SRPKs, CLKs, PITs, LRE, PIKs

desfosforilados por fosfatasas como PP1, PP2A, PP2C( Misteli 2000 Cuadro 4).

© 1dem®
11 Idemlo
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Localizacion en

los
Compartimentos Sustratos Referencias
splicin(;?SFCs)
SRPK-1 + Proteinas SR Gui et al., 1994
Proteinas parecidas a las SR
SRPK-2 + Proteinas SR Kuroyanagi et al.,1998;
Proteinas parecidas a las SR~ Wang et al., 1998
Clk/Sty1 + Proteinas SR Colwill et al., 1996
Proteinas parecidas a las SR
Clk/Sty2 + Proteinas SR Duncan et al., 1998
Clk/Sty3 + Proteinas SR Duncan et al., 1998
PITSLRE T N D Loyer et al,, 1998
PIP + ND Boronenko et al., 1998
Topoisomerasa 1 - Proteinas SR Rossi et al., 1996
U 1-70k Kinase ND Ui1-70 Woppmann et al., 1993
S. pombe Prp4p - Proteinas SR Gross et al., 1997
S. pombe Dsk 1p - Proteinas SR Takeuchi y Yanagida 1998
Proteinas parecidas a las SR
S. cerevisiae ND Proteinas SR Siebel et al., 1996
Skylp - Proteinas parecidas a las SR Misteli y Spector. 1996
PP 1 activity N D Proteinas SR Mermound et al., 1992
PP2 activity - Proteinas SR Mermound et al., 1994
SCF1(PP2Cy) ND Murray et al., 1999

Cuadro 4 Cinasas y fosfatasas de los factores de splicing (segun Mistelli 2000; en

George)™°
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Los motivos altamente concervados de reconocimiento para el RNA se unen a
secuencias del RNA de una manera coordinada para determinar la eficiencia del splicing
y encausar a los RNA-pre-mensajero en el evento de splicing( Fu, 1993): Los dominios
SR median interacciones proteina-proteina en los diferentes pasos del ensamblaje del

spliceosoma (Tronchre, et al, 1997)**(Fig 3) .

Pol Hl
(YSPTSPS)w .

Figura 3 que nos muestra : Modelo (A) para la funcidn del RNA pol II asociada a la proteinas S R en
el splicing; Modelo SB) para la funcion de las proteinas S Rm 160/300 en el splicing; segin Blencowe
Lab. ; ( En George)!

Los factores SF 2/ ASFy S C 35 estan involucrados en la seleccion del sitio de splicing
5’ del RNA pre-mensajero con splicing alternativo.

Los procesos moleculares intranucleares se relacionan con el mantenimiento y la
replicacidn del DNA, con la produccién y el transporte de los diferente tipos de RNA;
para la regulacion y coordinacion de estos procesos son necesarias muchas
macromoléculas, la cuales se localizan en compartimentos morfoldgicamente

reconocibles. El nucléolo es el sitio donde se realiza la sintesis del RNA pre-ribosomal y

12 Idemlo
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de su maduracion, el RNA pre-mensajero es sintetizado y procesado en las fibras

pericromatiniana, con la participacion de factores de splicing almacenados en los

granulos intercromatinianos (IGCs), también conocidos como compartimentos de

factores de splicing (SFG). Estos factores sin embargo, también se localizan en los

granulos pericromatinianos y en los cuerpos de Cajal.

2. BIOLOGIA CELULAR DE LOS PROCESOS MOLECULARES INTRANUCLEARES
2.1 Compartimientos nucleares relacionados

Fibras pericromatinianas (FPC)

Son fibras de RNP de 3 a 5 nm de didmetro situados sobre la superficie de los IGN, en

la periferia de la cromatina condensada en forma difusa, en el nudeoplasma (Fakan y

Puvion, 1980)%. Descubiertos por Monneron y Bernhard (1969)**

, quienes propusieron
que estas fibras representan la expresidon morfologica de la transcripcion. La
demostracion definitiva de que los FPC contienen RNA pre-mensajero, también llamado
heterogéneo nuclear(hnRNA), proviene de la correlacion de estudios bioquimicos y
ultraestructurales de fracciones de nicleos, donde coexisten hnRNA de marcado rapido
y los FPCs ( Bachelliere et al, 1975; Fakan et al, 1976)*. El proceso de maduracion del
pre-RNAmensajero el FPCs , es en forma simultanea al proceso de transcripcién
(cotranscripcional). A nivel ultraestructural, existe evidencia de que nucleproteinas
hnRNPs se agregan a las fibras de modo cotranscripcional (Economides y Pederson,

1983; Matunes et al, 1993)¥™6 E| hnRNA es copia del gene, formado por secuencias

en las que estan codificados partes de un polipéptido de exones y otras de intrones,

13 En Echevarria, et al®
4 Tdem®
5 1dem®
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en las que estan codificados partes de un polipéptido de exones y otras de intrones,

13 En Echevarria, et al®
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cuya secuencia de bases no corresponde a los acidos aminados del polipéptido. Para
formar el mRNA maduro traducible por los ribosomas en secuencia de acidos aminados,
es necesario quitar los intrones y unir los exones; este proceso se denomina splicing.
Ademas de splicing y la maduracion del mensajero se requiere del agregado de una
caperuza (cap) en el extremo 5’ y la adicion de 100 a 200 unidades de acido adenilico
(poli A ) hacia el extremo 3’. Los experimentos de Fajan, et al en 1984 y 1986 y los de
Puvion, et al en 1984'® muestran que las FPC es el lugar donde se realiza el splicing,
detectable por inmunocitoquimica a nivel de microscopio electrénico.

Sin embargo en algunas unidades transcripcionales un porcentaje de fibras no sufre
ningun acortamiento y la fibras crecen en forma de un Unico gradiente de principio a fin,
sin evidencia morfométrica del quitado de intrones. Estas observaciones confirman con
datos bioquimicos de que el splicing nos es siempre cotranscripcional; y puede ser de
forma postranscripcional en fibras de RNP alejados de zona pericromatiniana, que

corresponde al lugar de sintesis mas activo de mRNA( fig 4).

16 Echevarria et al®
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Figura 4 A Modelo que ilustra pre-mRNA naciente en forma de fibra y B muestra pre-
RNAm en forma de granulo; tomada de Echevarria, et al (2003)®

Poliparticulas

Son complejos poliribosémicos que contienen mRNA (Somorina, et al 1996)", obtenidos
de nucleos purificados con NaCl 0.1M a pH 7.2 y pH 8.0 con unidades 30s (Semorina y
col. 1998), llamados informoros, miden 25nm (Maneron y Moule, 1968)8; esta particula
es una unidad que se repite en forma de cuenta en hilo (Samorina y Krichevskaya,
1981; (Le Stourgeon, et al 1981; Sommerville, 1981; Jacob, et al 1981)¥. Los RNA
poseen secuencia Poli A en extremo 3’ y de marcado rapido, es decir pre-mensajero o
mensajero, peso molecular de proteinas de 28 a 38000 daltones, con RNA de bajo peso
molecular rico en uridina, que indica que parte del proceso postranscripcional se lleva

acabo en las poliparticulas. En Drosophila melanogaster se determind que el mRNA adn

unido a matriz de DNA, se unen a proteinas, formando granulos de diversos tamafios,

17 Idem®
'8 Idem?
9 1dem®
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llamados spliceosomas, los cuales intevienen en el retiro de intrones y unién de exones
( Osheim, et al,1985), lo que corrobora que gran parte del splicing es cotranscripcional.
Vézquez Nin, et al 1989)*° demostraron que las poliparticulas localizadas en la periferia
de cromatina compacta corresponden a FPC; Vazquez Nin et al en 1994, mostraron que
la fibras en forma de sarta de cuentas contienen componentes de splicing y proteinas,
que se unen al pre-mRNA y en 1992 demostraron la presencia de poliparticulas en
vegetales( Lycoparsicum sculatum), quedando de manifiesto que esta estructuras son
muy conservadas durante la evolucion. La inmunolocalizacién de factores de splicing, la
RNA polimerasall y de proteinas relacionadas con los pre-mRNA, demostré una cercana
asociacion de sitios de transcripcion y del splicing y de la existencia de migracién de los
factores de splicing hacia lugares en donde se inicia o se activa la transcripcion (Jiménez
Garcia y Spector, 1993)%,

Granulos pericromatinianos (GPC)

Los granulos pericromatinianos fueron descritos por Watson (1962)%, su morfologia y
histoquimica fue hecha por Monneron y Bernhard (1969)*, descritos como cuerpos
esféricos de 30-50 nm de didmetro, rodeados de un halo de 20-25 nm de naturaleza
ribonucleoproteinica. Los GPCs con subestructura de una fibrilla de 3 nm de diametro
con rRNA descubierto por cartografia de dtomos de fésforo( Vazquez Nin, et al 1996)%,

los granulos con ciclos de formacién y maduracion, que se originan por enrrollamiento

2 fdem 8
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de una fibra pericromatiniana; (Vazquez Nin et al 1996; Bernhard 1971)%. Estos
granulos se relacionan con el transporte de informacion del ndcleo al citoplasma;
almacenan RNA de alto peso molecular en forma dé pre-mensajero (Vazquez Nin et al
1971)%, con pruebas histoquimicas se corrobora la hipétesis hecha por Vazquez-Nin y
colaboradores; con experimentos con factores fisicos y quimicos y el uso de hormonas,
nos aportan datos complementarios.

Los experimentos con hormonas se hacen para estudiar la densidad numeérica de los
GPCs mediante estereologia cuantitativa ultraestructural y la estimacion simultanea de la
sintesis y el transporte del RNA del nucleo al citoplasma, mediante auto radiografia
cuantitativa; con marcado del ARN utilizando uridina tritiada con animales normales y
hormonoprivos, con y sin tratamiento de restitucion de hormona, evaluados a varios
tiempos. Los GPCs aumentan en las células del epitelio de Gtero de la rata con supresion
de la hormona y bajan su produccién con la adicion de la hormona (estradiol) (Vazquez
Nin et al 1978 y 1979)”. Esto nos indica que la hormona tiene un efecto
postranscripcional sobre la expresion genética modulando la velocidad de salida de
mRNAs del nucleo al citoplasma. Este experimento se hace con ratas castradas y
normales; la hormona en curso es la testosterona y los resultados son equivalentes con
las ratas hembras.

El significado de las variaciones del volumen nuclear fue estudiada en diversas células

animales y vegetales, utilizando en los estudios de los GPCs, demostraron que cambios

de la transcripcion sin que se haya encontrado signos de velocidad de salida de rRNA

B 1dem®
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(Vazquez Nin et al 1986)%, También se estudio el efecto de otras hormonas en ratas
macho, como la foliculo estimulante( FSH), la leutinizante (LH ), la terotropica( TSH) y
la adrenocorticotropica(ACTH), con el propdsito de observar si la salida de los mRNAs es
exclusiva de algunas hormonas o es una propiedad mas general de los GPCs. En todos
los casos se demostrd que la supresion de la hormona produce un aumento del nimero
de GPCs, acompafiado de una disminucidon de la transcripcion; la reposicion de la
hormona correspondiente causa disminucion rapida de la frecuencia de los GPCs y un
incremento de la migracion de los mRNAs hacia el citoplasma.

Con estos hallazgos se puede deducir que el nimero de GPC esta regulado por la
relacién entre sintesis del pre-mRNA y la exportacion del mRNA maduro hacia el
citoplasma. Por otra parte, los resultados demuestran que dichas hormonas que acttan
por medio de mecanismos intermedio muy diferentes, producen efectos similares sobre
el transporte de mensajeros hacia el citoplasma; este hecho de que los tipos de
hormonas que actien mediante mecanismos tan diferentes pero coinciden en sus
efectos en la regulacidn del pasaje de los mRNAs por el poro de la envoltura nuclear,
sugiere que es un mecanismo de control postranscripcional de la expresion genética
muy frecuente en la naturaleza.

Las células poco diferenciadas como el mioblasto y células motrices del sistema
nervioso, durante su diferenciacion a fibras musculares estriadas y neuronas,
respectivamente producen poca cantidad de granulos GPCs, excepto durante la
sinaptogénesis, sin gran cambio de volumen nuclear ni de otras particulas RNP. Estos

datos nos indican que los GPCs no poseen todos los tipos de mensajeros y que muchas

2 Tdem®
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de la fibras pericromatinianas no se pliegan a granulos GPCs. Las células diferenciadas
en cambio producen gran cantidad de GPCs y con aumento de volumen nuclear, quiza
debido a que tienen mas tipos de mensajeros maduros y proteinas que los acompanan.
Un trabajo reciente demuestra que la hibridacion in situ a nivel del microscopia
electronica, que los GPCs no son los Unico compartimiento del mRNA intranuclear,
regulado por el estradiol, ya que la cantidad de mRNA asociado a fibras
pericromatinianas, también aumenta con la supresion hormonal y desciende
rapidamente después de su reposicién (Vazquez Nin et al 1999)%.

El transporte intranuclear de las particulas que contienen mRNA, los estudios nos indica
del desplazamiento de fibras o granulos pericromatinianos desde el sitio de transcripcion
hasta el poro de la envoltura nuclear; puede deberse a posibles trayectos y a
mecanismos fisicoquimicos del movimiento. Los experimentos de hibridacion in sity,
sugieren que los mMRNA estan desde sitios de transcripcion hasta la periferia del nlcleo,

por canales definidos y por una difusidon simple, lo mismo sucede a la proteinas que lo

acompafian; (Ling et al 1995; Polito et al, 1998; Zinc et al, 1999)%*.

® Idem?®
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Granulos intercromatinianos (GICs)

Descritos por primera vez por Switt (1959)*' como granulos en climulos en la regién
intercromatiniana: Monneron y Bernhard (1969)* los describen como grénulos de 20 a
25nm de didmetro, polimorfos y a veces contiguos con fibras. Los GICS poseen
proteinas y RNA, incorporan poca cantidad de uridina marcada con tritio, esto les
confiere una vida media larga (Fakan y Bernhard, 1971)*. Los RNA de bajo peso
molecular ricos en uridina RNAbpmd son de vida media mas larga y constituyen el mejor
candidato para explicar la falta de incorporacién dél precursor, en experimentos breves
con respecto al tiempo generacional (de las células). La hipdtesis se puso a prueba por
inmunolocalizacion de proteinas, que estan presentes en los cimulos GICs, (Visa, et
al, 1993). Como estos RNAs estan relacionados con procesamiento postranscripcional de
los pre-mRNA y lo GICs no contienen RNA de marcado rapido ni proteinas que se
asocien a los pre-mensajeros (Fakan et al, 1989).

Se concluyé que los cumulos GICs son almacenes de la maquinaria del splicing, que
carecen de RNA mensajero.

Los GICs existen en plantas, animales y hongos y son abundantes en células de
vertebrados, en céfalocordados e invertebrados; en plantas y hongos no se ha

encontrado tal abundancia (Jiménez -Garcia et al, 1999).
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Cuerpos de Cajal (espiralados )( CBs )

Decritos por Cajal en 1903 al estudiar las neuronas; Monneron y Bernhard ( 1969)%
dicen que son agregados esféricos de 0.3 a 0.5 pm de diametro, con fibras de 40 a 60
nm de espesor, situados en la regidn intercromatiniana. Los cuerpos espiralados
desaparecen durante la mitosis y se forman en G1, Harden los llama cuerpo para
nucleolar( Raska, et al, 1990 )*’; pueden estar en el nucléolo o cerca de el. Sus
componentes relacionados con el procesamiento de los RNAs pre-mensajeros, proteinas
nucleares. Entre ellos estan RNAbpm U ( U;, U, Us, Us,Us ) y las proteinas asociadas
(Carmo y Fonseca etal 1991, y 1991,), también Us , U; y fibrilarina (Ochs et al, 1994;
Lamond y Earnshaw, 1998 ) contiene proteina 1980 coilina de 80 K Da. Se encuentran
en plantas (Moreno Diaz de la Espina, et al 1982; Jiménez Garcia et al 1992)%, de

mostrandose que son estructuras antiguas y conservada por la evolucion.

Cuerpos nucleares

Son estructuras esferoides de 0.5 a 2 pm de didmetro, compuesto por fibras y granulos,
presentes en celulas normales y mas en patoldgicas ( neoplasias ) ; en células de la
monocotiledénea, Lacandonia schismatica (Jiménez -Garcia et al, 1992 ); la region
interna de estas estructuras tifie con EDTA preferencial para RNP, indicando RNA. La
parte laminar externa aparece clara y se marca intensamente con anticuerpos

monoclonales, dirigido a proteinas que se asocian a RNAs de bajo peso molecular ricos
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en uridina, que intervienen en el splicing del pre-mensajero (Agredano-Moreno et al,
1994 ; Kopeny et al, 1996)°.
Matriz nuclear

Esta compuesta por tres elementos, descrita por Berezney y Coffey, 1974 y antes por
Zborskii y Debov, 1948%. El primero es un conjunto de ldmina complejo de poro,
segundo por restos nuclolares y tercero por estructuras fibro granulares. llamada red

interna; contiene proteinas que se asocian al RNA mensajero o pre-mensjero.

La lamina

Capa proteica de 10 a 20 nm de espesor adosada a la cara interna de la membrana
nuclear, con nimero variable de proteinas, en mamiferos con tres, dos en aves y cuatro
en anfibios, con peso molecular entre 65 y 75 KDa. Reciente mente se ha encontrado
que la lamina contiene componentes del splicing en los cumulos de los granos
intercromatinianos (Jagatheesan et al 1999),

Matriz nuclear interna

La composicion molecular de la red interna contiene proteinas que se unen al RNA
mensajero y pre-mensajero y RNA de bajo peso molecular, ricas un uridina y de restos
de dichos RNA, aparecen enzimas topoisomerasas que reconocen secuencias del DNA.
Las funciones nucleares que han sido localizadas en la matriz interna son: duplicacion
del DNA, la transcripcion no nucleolar y el procesamiento postranscripcional del pre-RNA
mensajero ( Driel et al, 1991 ); se han encontrado DNA polimerasa, DNAs nacientes

relacionados con la replicacion, la polimeras II, factores proteicos de la transcripcion y

% Idem®
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sus reguladores, como los receptores de esteroides, proteinas y RNAbpm U relacionados
con splicing ( Driel et al, 1991 )*. La distribucién de diversas estructuras y funciones
nucleares nos indican regiones bien definidas y compartimentos subnucleares,
descubiertos por inmunofluorescencia y ultraestructura, demuestra que la replicacion,
transcripcion y de splicing estan en sitios definidos. También se han logrado distinguir
lugares de almacenamiento de los componentes del splicing en forma de cumulos de
GICs y reservas de RNA mensajeros maduros en GPCs. Los GICs estan asociados a
matrices nucleares, la posicion del nucléolo }es estadisticamente constante en dos o tres
lugares en el mismo tipo celular y estado citofisioldgico, (Vazquez et al 1983 ). En el
espacio intercromatiniano se localiza gran parte de cromatina laxa, parte de la
transcripcion y el splicing y lugar de transito de complejos RNP, sintetizados en la region
pericromatiniana. La mayor parte del splicing se realiza en sitios de transcripcion por lo
que el resto de espacio nuclear es lugar de transito de os complejos RNP hacia los poros
de la envoltura nuclear.

3. LOS HEMICORDADOS

Después de haber relatado los procesos de replicacion del DNA y la transcripcion del
DNA a RNA, comentaré a continuacién con el proposito de continuar ampliando el
marco tedrico de la tesis en cuestion, algunas generalidades de los Hemicordados; a
través de la diagnosis de dicho phylum; mas adelante se describira la clase
Enteroneusta, su plan corporal, anatomia interna y ubicacion dentro de los
Deusterostomados ; en virtud de que nuestro organismo de estudio Balanoglossus, sp.

pertenece a dicha clase.

42 Idem®
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Después de haber relatado los procesos de replicacion del DNA y la transcripcion del
DNA a RNA, comentaré a continuaciéon con el propdsito de continuar ampliando el
marco teorico de la tesis en cuestion, algunas generalidades de los Hemicordados; a
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pertenece a dicha clase.
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3.1 Diagnosis de los Hemicordados

Los hemicordados son organismos de marinos bénticos, de aguas poco profundas y
zonas de mareas, son solitarios o coloniales, su distribucién es casi cosmopolita,
bilaterales y enterocelomados, con una condicion tripartita del celoma, que se evidencia
en tres regiones: en prosoma, mesosoma y metasoma. Con poros o hendiduras
faringeas ciliadas, sistema circulatorio abierto, sistema excretor con una estructura
exclusiva del grupo; el glomérulo, gonadas en el metasoma, con una larva exclusiva
para el phylum: la larva tornaria.

Con una cavidad celomatica en la probdscide y con dos cavidades en las otras regiones;
con un diverticulo bucal en la parte posterior de la probdscide, con estomocorda, que
durante mucho tiempo se manejé como una estructura analoga a la notocorda de los
cordados. El sistema nervioso es subepidérmico con dos cordones nerviosos, dorsal y
ventral con un anillo que los conecta en le collar.

Con dos morfotipos claramente diferenciados correspondientes a las clases
Enteropneusta (gusanos bellota) y los Pterobranquia, hemicordados con loféforo.

Figuras5 Ay B

Fig 5 A Enteropneusto Glossusbalanos minitus , pr Proboscis; co Collar; bg Ragion
branquial; tr Tronco; hp Regidn hepatica.
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Figura 5 B Pterobranquio Rhabdopteura, sp; a brazo con tentaculos;an ano; co collar;
c¢s escudo cefalico; tr tronco; stl cuello

Una tercera clase Planctosphaeridea, fue erecta por Spegel (1932), que comprende
organismos pelagicos, esféricos, bilaterales y transparentes. Dicha clase no es
reconocida por varios autores ya que posiblemente se trate de un estado larvario de
algun adulto de la clase enteropneusta.

3.2 Plan corporal de Enteropneusta

Son nombrados comunmente como gusanos bellota, con tres regiones corporales
claramente distinguibles: Probodscide, collar y tronco que corresponden al protosoma,
mesosoma y metasoma; respectivamente; con celoma relativamente reducido; intestino
largo, recto; boca ventral anterior al final del collar, con un endoestilo; ano posterior
terminal; con cuerpo blando y viscoso, viven en galerias o bajo las piedras, en el fango
de la zona intermareal o formando madrigueras de algas, son alimentadores de
depodsito. La clase comprende cerca de 75 especies, agrupadas en cinco géneros
(Balanoglossus, Protoglossus, Saccoglossos, Saxipendin y Xenopleura). Balanoglossus
(G.balanos, bellota+glossa, lengua) y Saccoglossus (G. Sakkos, saco+glossa, lengua),
son los géneros mas comunes; miden de unos pocos centimetros a 2.5 m como es el

caso de Balanoglossus gigas, fig. 6
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Region branquial

collar Hendiduras
Cuello de proboscis branquiales - Anatomia externa de hemicordado. A,

¢ % Sacoglossus(Enteroneusto). B,
Balanoglossus{Enteroneusto). C,
B. Clavigens en su sistema de madriguera. D, Locomocion
por movimientos de la proboscis en un Sacoglossus horti
juvenil. A segin Scherman y Scherman 1976; B, C, Iman
1959 y D Burdon-Jones 1952.

proboscis collar
B s e T it .‘-»wr:ﬂr::-mm‘_
Lo S —
R R Region hepatica Ano
Alas genitéles
Final del conducto
anterior Ducto anterior

Gusano en su madriguera

Figura 6 Modificada de Hyman*’; que nos muestran morfologia externa, habitat y modo
de desplazamiento de Balanoglossus,; Enteropneustos.

3.3 Anatomia interna Enteroneustos

La probdscide es la parte activa del animal, con ella mueve el fango y analiza el medio
que lo rodea, recoge alimento por medio de tiras de moco que secreta en superficie. El
alimento es transportado por cilios al borde anterior del collar donde esta la boca
ventral, es ingerido. Los que viven en galerias la probdscide es excavadora, el fango es
desplazado hacia a tras por cilios y el moco. Las galerias estan revestidas de moco y

tienen forma de U , generalmente con dos aberturas; la probdscide puede salir por la
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apertura anterior y los restos de alimento son expulsados por la abertura del tubo
posterior. El diverticulo bucal (estomatocorda) se localiza en la parte posterior de la
proboscide, en forma de saco ciego que por algunos autores fue considerada como
notocorda y razén por la cual Hemichordata era considerado como un subphylum dentro
de Chordata.

El collar con un par de cavidades celdmicas que se comunican al exterior mediante
poros; estos se turgen, facilitando la excavacién de las galerias. Con contracciones
musculares del cuerpo para expulsar el exceso de agua, a través de la hendiduras
faringeas, permitiendo el desplazamiento del animal.

El sistema respiratorio consta de una fila de poros , dispuestos dorsolateralmente a cada
lado del tronco, detras de collar, que abren a las cdmaras, que a su vez se comunican
con la hendiduras faringeas internas; que intervienen en el intercambio gaseoso.
Mediante corriente ciliares se mantiene una corriente constante de agua desde la boca a
través de la faringe.

El tubo digestivo esta relacionado con la alimentacion, que lo hace por corrientes ciliares
y moco que producen. Por detrds de la cavidad bucal hay una gran faringe, donde
dorsalmente se disponen las hendidura en forma de U , capturan particulas alimenticias
recogidas en el moco y llevadas hacia la boca por la accién de los cilios de la proboscide
y el collar separa el agua, que sale por la hendiduras y son redirigidas a la zona ventral
de la faringe, es6fago y llegar al intestino donde tiene lugar la digestién y la absorcidn.
El circulatorio es un vaso mediodorsal, sobre el digestivo, conduce la sangre hacia
delante; en el collar este vaso origina un seno y una vesicula cardiaca, situada sobre el
diverticulo bucal. La sangre entra en una red de senos sanguineos que constituyen el
glomérulo; el cual realiza funciones de excrecion. La sangre es conducida a la region
caudal por el vaso ventral, dispuesto debajo de intestino, pasando a través de extensos
senos al epitelio digestivo yal plexo lagunar de la pared del cuerpo.

El sistema nervioso y sensorial, estd constituido principalmente por un plexo
subepitelial de células nerviosas y fibras que estdn en contacto con prolongaciones
nerviosas epiteliales, los engrosamientos de este plexo forman los cordones nerviosos

dorsal y ventral que se unen en el collar mediante el conectivo anular. El cordon dorsal
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llega hasta la probdscide. El plexo nervioso primitivo se asemeja a los cnidarios y
equinodermos. Poseen foto y quimiorreceptores en la epidermis de la probdscide.

La reproduccion se da por sexos separados, las génadas estan en hileras dorsolaterles a
ambos lados en la parte anterior del tronco la fecundacién es externa y en algunas
especies se desarrolla una larva tornaria ciliada, parecida a las larvas de los

equinodermos. Fig. 7

A

Figura 7; Tomada de Harrison'* nos muestra a Glossubalanus en seccion parasigital
a través de la proboscis, collar y parte anterior de tronco, mostrando su organizacion
general. L M de Heidenhain Azocarmin X7.5 co, collar; g, glomerulos; gb, barras de
los poros faringeos; mc, mesocelo; mo, boca; pc,protocelo; ph, faringe; pr,
proboscis; ps, esqueleto de la proboscis; st, estomocorda; tr, tronco. Cortesia de E.
Balser.

3.4 Filogenia de Hemichordata

La filogenia de los hemicordados representa un problema, ya que comparten
caracteristicas con los cordados y los equinodermos. Con los primeros tienen en comun
las hendiduras faringeas utilizadas en la filtracion y en la respiracion, como ocurre en
algunos cefalocordados. Ademas el corto y grueso cordén nervioso dorsal del collar
puede ser homdlogo al tubo nervioso de los cordados. El diverticulo bucal de
hemicordados por mucho tiempo fue considerado como homdlogo de la notocorda;
actualmente se considera una sinapomorfia propia de los hemicordados. Por otra parte
las primeras fases de la embriogénesis son parecidas a las de los equinodermos y la

larva tornaria es parecida a la bipinnaria de los asterideos. Sin embargo las relaciones
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hipotéticas que sitlan a los lofoforados como el grupo hermano de hemicordados y
cordados, como resultado de sinapomorfismo.

Harrison y Rupert(1997)*, consideran los phyla Chaetognata, Hemichordata y los
Chordata invertebrados, junto con los equinodermata, constituyen los Deuterostomados;
en una sistematica tradicional dentro de metazoarios. En avances recientes, segun
Nielsen, (1995), los phyla Phoronida y Brachiopoda son Deuterostomados y las clases
Enteropneusta y Pterobranchia, de los Hemichordata podrian alcanzar el estatus de
phylum; el mismo autor cambia a los Quetognatos de los Deuterostomados a los
Protostomados; y también cuestiona el origen monofilético de los Pterobranquios y
Enteropneustos. La evolucion de los phyla de Deuterostomados, plantea varios enigmas
y controversias desde el punto de vista filogenético; entre otras cosas por su evidente
contrastante diversidad de patrones corporales, reflejados por ejemplo, en la simetria
pentarradiada de los equinodermos, la vida sésil de los perobranquios y ascidias, la
segmentacion en cefalocordados y la condicion tripartita del celoma de los
enteropneustos.

Cabe senalar que a pesar de lo anterior Brusca y Brusca (1990) proponen una filogenia
para los Deuterostomados, donde incluso, se incluyen a todos los lofoforados, es decir

a Braquiopodos, Briozoa y Phoronida fig 8.



39

Deuterostomados

’— Hemocordados —‘

Equinodermos Lofoforados Enteroneustos Pterobranquios Cordados

f

Surcos cilia@ps externos para Modo de vida excavador Modo de vida
La alimentacion suspensivora sésil y colonial
Notocorda
Cola posnatal
Sistema vascular acuifero derivado Estructura excretora exclusiva: el glomérulo

Endostilo o timo

cordon dorsal y hueco
hendiduras branquiales faringeas
Pérdida de tentatulos

del mesosoma

del mesocele. \ \

Sistema hemal  Reduccidn del prosoma Diverticulo digestivo

\

Endoesqueleto de osiculos Tubo digestivo en
Esteroma \ forma de U
La corona de\

Simetria radial

Larva renacuajo

Tentaculos
Forma un
lofoforo

Corona de tentaculos ciliados con prolongaciones del mesocele

Enterocelia
Mesodermo derivado del arquenterdén
Boca derivada no del blastoporo
Celoma tripartito(o derivado)

Figura 8 Cladograma que muestra las hipotéticas relaciones entre los filos de
deuterostomados. La corona de tentaculos ciliados, se considera como un caracter presente en
los ancestros de lofoforados, hemicordados y cordados. Esta corona se habria perdido er la
linea que conduce a los cordados y en los hemicordados , en los enteropneustos; y en los
pterobranquios retienen este caracter primitivo. Fuente: modificado de Brusca, R C y Brusca G J;

Invertebrates. Sinauer, Inc, Sunderland, MA. 1990.
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Por otro lado Cameron et al.,(2000)*, consideran que Deuterostomados sdlo incluyen a
los equinodermos, hemicordados y cordados. Chordata esta conformado por tres
subphyla; Vertebrata, Cefalochordata (Branchiostoma) o cominmente llamado Anfioxus)
y Urochordata (tunicados). Este analisis cuidadoso es con base en el estudio de rRNA
18s e indica que los deuterostomados estan conformados por dos clados mayores:
cordados y (equinodermos+ hemicordados). Este analisis indica un origen monofilético
de cada uno de los cuatro taxa mayores de los deuterostomados:
vertebrados+cefalocordados, urocordados, hemicordados y equinodermos. LOsS
hemicordados incluyen dos clase distintas; los gusanos enteropneustos y los
pterobranquios: La hipdtesis mas fuerte del origen de los deutreostomados ha asumido
que la morfologia de los pterobranquios coloniales vivientes son parecidos a los
deuterostomados ancestrales: Ellos presentan un andlisis filogenético molecular de
hemicordados que merece atencion. Ellos utilizaron rRNA 18s para inferir la relaciones
evolutivas de las clases de pterobranquios y enteroneustos. Los datos muestran que los
pterobranquios pudieron ser derivados de los gusanos enteropneustos. El anidamiento
de Pterobranchia muestra que los Enteropneustos cambian la visién de la evolucién de
los cordados y sugiere que los deuterostomados ancestral mas cercanamente parecido a

un gusano movil enteropneusto que a un pterobranquio colonial sésil.

43 En Cameron*
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4. MICROSCOPIA DE EPIFLUORESCENCIA

Descritos los procesos de replicacion del DNA y de la transcripcidn y maduracion del
pre-mRNA en la célula, como se menciond previamente, los productos de los mismos se
detectan ayudandose de técnicas diversas, que incluyen el uso de microscopia, que en
nuestro caso es de epifluorescencia para la cual es necesario la utilizacion de
fluorocromos acoplados a anticuerpos, que reaccionaran con proteinas especificas (SR),
que participanticipan en la maduracién de los pre-mRNA resultantes de la transcripcion;
dos colorantes fluorescentes cominmente utilizados para estos propdsitos, son la
flouresceina, la cual emiten fluorescencia verde intensa cuando son excitadas con luz
azul y la rodamina, que emite una fluorescencia roja profunda cuando es excitada con
luz verde amarilla, formando enlaces covalentes SH y NH, de la proteinas.

Las moléculas fluorescentes absorben una determinada longitud de onda y emiten una
longitud de onda mas larga. Si una mezcla es iluminada esta absorbiendo una longitud
de onda y vista a través de un filtro que permita el paso de la longitud de onda emitida,
es vista brillar otra vez en un fondo oscuro. Por que el fondo es oscuro, uniforme en un
instante una cantidad de color brillante puede ser detectado.

Los colores fluorescentes usados para tefiir células son detectados con la ayuda de este
microscopio de florescencia. El microscopio es similar a uno de luz ordinaria; excepto
por la luz de iluminacién, con una potente fuente de luz, que es pasada a través de dos |
filtros; uno de los filtros estd antes de llegar al espécimen y el otro filtro de luz esta
desde el espécimen. El primer filtro es seleccionador de longitudes de onda que excitan

a un color fluorescente en particular, tiempo después el segundo filtro “bloquea” por
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fuera esta luz y pasan solamente aquellas longitudes de onda emitidas con los colores
fluorescentes.

El sistema optico moderno de un microscopio de fluorescencia consiste de dos barreras
de filtros(1 y 3) y un dicrdico (haz-hendedor), un espejo (2). En este ejemplo el juego
filtrante para la deteccion de moléculas fluorescentes; las fluoriceinas son mostradas. La
apertura elevada de los lentes de los objetivos son especificamente importantes en este
tipo de microscopio, para dar una magnificacion de la brillantez de la imagen

fluorescente es proporcional a los valores de la apertura numérica, ver también fig. 9

Plano de
imagen
Barrera
filtrante
) Filtro
N,j{ s Excitador
R e Fuente
; | N\
Filtro "
dicromatico -"

AN
Radiacion excitada

Lentes de los aobjetivos

Especimen

Figura 9 Esquema de los componentes microscopio de florescencia y formacion de
imagenes; tomado de Albert! .
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El microscopio de fluorescencia puede ser usado a monitorear cambios en la
concentracion y localizacion de moléculas especificas en célula vivas, también puede

medir concentraciones locales de Ca*? en un pH intracelular.
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5.0BJETIVOS

General: Conocer la distribucion intranuclear de los factores de splicing en

Balanoglossus sp. ( Hemichordata: Enteropneusta)

Particular:
Determinar la organizacion celular, homogénea o en forma de speckies, de factores de
splicing de la familia SR en nucleos de varios tipos celulares de Balanoglossus sp. por

medio de procedimientos de inmunolocalizacidon por microscopia de epifluorescencia.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Organisno

Individuos de Balanoglossus sp fueron recolectados en la Isla de Sacrificios en Veracruz,
México. Y fueron donados por Gerardo Rivas L. del Laboratorio de Invertebrados, de
la Facultad de Ciencias de la UNAM.

6.2 Histologia.

Algunos fragmentos de los balanoglosos fueron fijados con paraformaldehido fresco al
4% en PBS(preparado en el momento) (amortiguador de fosfatos salino: 0.01 M, pH
7.2) durante dos horas a 4° C. Las muestras se enjuagaron tres veces en PBS durante
10 minutos cada vez. Posteriormente las muestras se deshidrataron en alcoholes etilicos
a concentraciones graduales hasta llegar al 100% vy xilol al 100% durante una hora en
cada solucién. Se incluyeron en parafina, para posteriormente obtener los cortes de
tres um de grosor, se montaron en portaobjetos tratados con silano par asegurar su
adherencia. Los cortes histoldgicos se desparafinan a 60°C, durante 15 minutos, a fin de
eliminar el exceso de parafina, se tratan con xilol al 100% durante cinco minutos,
aproximadamente. Los cortes se rehidratan sucesivamente con alcoholes etilicos
graduales de 100%, 96%, 70% y 50%, respectivamente; sumergiendo las muestras
durante cinco minutos en cada solucidn, hasta completar con dos bafos en agua
destilada de cinco minutos cada uno de ellos. Alguna muestras se tiferon con
hematoxilina y eosina, con la colaboracion del Dr. Miguel Gaxiola y de Guadalupe Hiriart,

del Instituto nacional de Enfermedades Respiratorias (INER)
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6.2 Inmunolocalizacion y 6.3 Tinsion dapi

La localizacion de proteinas SR se llevé a cabo por inmunofluorescencia indirecta. Los
cortes histoldgicos desparafinados se permeabilizarron con TRIS (Triton al 0.01 M, pH
7.6) tres veces por cinco minutos cada una. Después se llevo a cabo la recuperacion
antigénica con un tratamientos de proteinasa K (1 pg/ml en Trios-HCI 0.01 M, pH 8).
Después se enjuagé con el buffer de TBST y solucion de TWEEN, durante 30 minutos, a
la temperatura ambiente. Se drena el exceso y se adiciona el anticuerpo primario
monoclonal ( 3C5) contra factores de splicing de la familia de proteinas SR (donado por
el Dr. David Spector, Cold Spring Harbor Laboratory, New York) en dilucion de 1:20 en
PBS mas suero normal de cabra (NGS), incubandolo durante toda la noche a 4°C, en
camara himeda. Se enjuagaron con TBST, tres veces por diez minutos cada de ellos. Se
agrega el anticuerpo secundario (de conejo anti-ratén RAM), acoplado con fluoresceina
(isotiocianato de fluoresceina, FITC) en dilucion de 1:10 en TBST; las muestras se
incubaron debajo de un cubreobjetos, durante una hora en la oscuridad a temperatura
ambiente. Transcurrido el tiempo, se lava con TBST, tres veces por diez minutos cada
uno de ellos. Se realizd una tincion adicional con DAPI al ***%. Las muestras se
montan con medio de montaje antidesvanecimiento; y se observaron con el microscopio

de epifluorescencia a 60X (Nikon E800).



47

Tincion Ag-NOR
Se hicieron tinciones con nitrato de plata amoniacal para organizador nucleolar y
cuerpos de Cajal en muestras histoldgicas, de acuerdo con procedimientos descritos

previamente.

Registro y procesamiento de imagen

Las imagenes se capturaron en un microscopio de epifluorescencia marca Nikon, Modelo
Eclipse E800, equipado con objetivos PlanFluar, a 60 o 100 X. Las imagenes histoldgicas
se obtuvieron utilizando un objetivo planapocromatico de A.N. 1.4. Las imagenes
digitales fueron obtenidas con una camara acoplada al microscopio (MTI3 CCD). Las
imagenes capturadas se procesaron con el programa Power point (Microsoft) version

2000.
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Diagrama 1 Técnica histoldgica para Balanoglossus sp

Obtencion de las muestras

Deshidratacion en alcoholes etilicos graduales, una hora cada uno a
ta
Alcohol 300
Alcohol 400
Alcohol 500
Alcohol 600
Alcohol 700
Alcohol 800
Alcohol 900
Alcohol 10090

Figura 10 Diagrama de la técnica histolégica para Balanoglossus sp. Modificada por
Jiménez -Garcia, Segura y Moncayo
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Diagrama 2 para inmunofluorescencia en Balanoglossus sp

Desparafinar cortes 15" a 60° C I

Xilol 5"t a

Deshidratar en alcoholes etilicos graduales de '
100°,96°,80°,70° y 50° , a ta y lavar con H,O destilada |

Rehidratar con Tris

Recuperacion antigénica,proteinasa K,8" t a

Enjuagar con Tris 3 veces, 10 "cada una

Incubar con anticuerpo primario 3C5 anti SR dilucion 1:20, en PBS+NGS,
24 horas a 4° C, toda la noche

Lavar 3 veces con TBST 10’ cada uno I

Incubacion con anticuerpo secundario con FITC 1:10 en TBST, una
hora t a, en la oscuridad

Lavar con TBST 3 veces, 10" cada una

Dapi + medio de montaje TBST 1:10

Figura 11 Diagrama de la técnica de inmunofluorescencia para Balanoglossus sp.
Modificada por Jiménez -Garcia, Segura y Moncayo
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Diagrama 3 para Tincion en plata en Balanoglossus

Carnoy(etanol 70%/ac. acético glacial en proporcion
de 3:1; durante 57’

Montaje en glycergel(Dako)

Preparacion del NH4Ag : 4 g de AgNos+5ml H,0 destilada+5ml de NH4sOH concentrado,
con pH final de 12. Revalador: formalina al 3% a 37°C neutralizar con cristales de CHs-
COONa; a pH 7. Ajustar pH a 5-6 con HCOOH al 88%. Cubri dre la luz a 4°C

Figura 12 Diagrama de la técnica de tincion en plata para Balanoglossus sp.
Modificada por Jiménez -Garcia, Segura y Moncayo
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7.RESULTADOS

El analisis histolégico de los ejemplares de Balanoglossus sp. permitié distinguir los
diferentes tipos celulares; como granulocitos, células ciliadas, nerviosas, glandulares y
epiteliales que indicaron la presencia de capas de tejido similar al reportado para otras
especies del género. En efecto, los cortes histologicos muestran tejidos como epitelial,
con células ciliadas y glandulares; gran cantidad de células con granulaciones
(granulocitos): Después de la epidermis se distingue la membrana basal y pegada a esta
se aprecia red nerviosa, mas adelante una gran cavidad celomica atravesada por fibras
de colagena; también se pueden apreciar amibocitos (Figuras 13, 14, 15y 16 ). Las
figuras representan reconstrucciones a partir de varios cortes. Algunos cortes fueron
usados para inmunolocalizacién de las proteinas SR para conocer la distribucion
intranuclear de los factores de splicing. Asimismo, esas células fueron tefiidas con el
colorante DAPI para DNA para mostrar que las inmunotinciones correspondian al interior
nuclear.

En el recuadro de la Figura 13 se aprecia un nucleo interfasico de Balanoglossus sp.
con inmunomarcado para proteinas de la familia SR, donde se destacan factores del
splicing.

También en las Figuras 13, 14 y 15 se destacan granulocitos, células glandulares y
fibras de colagena, células ciliadas, membrana basal, red nerviosa y cavidad celémica.
En los recuadros inferiores de las figuras 14 y 15 se aprecian los nucleos tefidos con

anticuerpos contra proteinas SR (verdes) y ntcleos tefiidos con DAPI para DNA.
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En la Figura 16 se aprecia una gran cantidad de amibocitos. Los recuadros inferiores de
la misma figura se indican también inmunomarcaje para proteinas del splicing y para
DNA en el interior nuclear.

En dichas figuras se observa otra region histoldgica del Balanoglosuss sp De igual
manera, los factores de splicing se observan en verde y el DNA en azul, indicando la
presencia de factores de splicing arreglados en el interior nuclear como un patron
moteado que excluye al nucléolo.

Para conocer la distribucién de los factores de maduracion del pre-rRNA se llevé a cabo
tincion de plata amoniacal para NOR. Los resultados indican la presencia de material
fuertemente contrastados en los nucleolos y en cuerpos nucleares pequenos del orden

de 0.5 um (Figuras 17, 18 y 19).



Figura 13. A: Corte histolégico transversal en la region faringea de
Balanoglossus, sp a 20x, con tincién hematoxilina-eosina, donde se aprecia el
tejido epitelial (E) y gran cantidad de granulocitos(gr); después de la
epidermis(E) se distingue la membrana basal(mb) y unida a esta se aprecia
red nerviosa(rn), mas adelante una gran cavidad celémica(cc) atravesada por
fibras de colagena(fc); en el recuadro un nucleo interfasico(ni) a 100x con
inmunotincion para proteinas SR.

En las fig B, C y D representan imagenes a 100x del corte transversal.

La fig B nos muestran células glandulares (cg), granulocitos(gr), mebrana
basal (mb), red nerviosa (rn), cavidad celémica (cc), atravezada por fibras de
colagena(fc).

En la fig C se observan cavidad celémica(cc) y fibras de colagena(fc) ; y en
la fig D se distinguen cavidad celémica(cc), fibras de colagena(fc), células
glandulares(cg) y granulocitos(gr).
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Figura 14. A: Corte histolégico transversal de la region faringea de
Balanoglossus, sp a 20x con tincién de hematoxilina-eosina, en donde
se distingue tejido epitelial (E), células ciliadas (ccl) y glandulares
(cg); gran cantidad granulocitos(gr), después de la epidermis (E) se
distingue la membrana basal(mb) y unida a esta se aprecia red
nerviosa(rn), mas adelante una gran cavidad celémica(cc) atravesada
por fibras de colagena(fc).

B y C nos muestran fibras de colagena (fc) y granulocitos(gr).

En la fig D nos muestra dos recuadros donde se notan fibras de
coldgena (fc) y la cavidad celdmica(cc); después se observan nucleos
interfasicos a 100x con inmunotincién para proteinas SR y tincion dapi.
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Figura 15. De A a la E: Se observa Corte histologico transversal de la region de la proboscis Balanoglossus, sp con
tincién de hematoxilina-eosina a 100x, donde se aprecian una gran cantidad de granulocitos(gr), células glandulares(cg)
cavidad celémica y fibras de coldgena(fc); Al final de la fig. E, se observan nlcleos interfasicos a 100x tefidos contra
proteinas SR y dapi.

- ’ .
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Figura 16. De A a la C : se observa Corte histoldgico transversal de la regién de la proboscis Balanoglossus,
sp con tincién de hematoxilina-eosina a 100x, donde se observan una gran cantidad de células glandulares
(cg), fibras de colagena (fc) y en menor proporcién los granulocitos (gr). En la fig C con nlcleos interfasicos a
100x, teflido con anticuerpos para proteinas SR y dapi
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Figura 17. Tincion 1 en plata de epitelio de Balanoglossus, sp a 100x ; donde se muestran los nucleos de los
granulocitos con nucleolo conspicuo y cuerpos espiralados(corpusculo de Cajal); también se aprecian células
ciliadas y fibras de colageno entrelazadas con los granulocitos

Fibras de Ndcleo
colagena interfasico
con nucleolo Células

ciliadas



Figura 18. Tincién 2 en plata de epitelio de Balanoglossus, sp a 100x, donde se distinguen los
nicleos de los granulocitos, con nucleolos y cuerpos espiralados; ademas fibra de colagena
entralazadas con los granulocitos

Fibras de ." Nicleo con nucleolo |

coldgena S e = i . ’

Cuerpos espiralados

. -

Nucleo con
niicleolo
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Figura 19. Tincioén 3 en plata de células glandulares de Balanoglossus, sp a 100x, de la region de la
proboscis donde se aprecia el niicleo con nucleolo y cuerpos espiralados( corpusculo de Cajal).

Nucleo

corpusculo de Cajal

Nucleolos
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8. DISCUSION

Los estudios microscopicos y ultraestructurales de Balanoglossus son escasos. Sin
embargo, se han abordado aspectos de estructura fina de las mitocondrias (Castresana,
1998 et al’; Cameron, 2000)*, del sistema nervioso en tornarios (Nezlin y Yushin,
2004)%, del sistema digestivo (Dautov et al., 1994) y de las uniones septadas (Green,
1981)'2. El estudio de la organizacion celular de moléculas intranucleares -como los
factores de splicing- en Balanoglossus no se conocen.

En este trabajo se muestra que los nucleos interfasicos de Balanoglossus sp contienen
factores de splicing de la familia SR arreglados en forma de motas o speckies en la
interfase. A la fecha, la mayoria de los estudios sobre el arreglo de las “speckies” o
motas se ha llevado a cabo en células de mamiferos en cultivo (en George, 2001)* y
s6lo recientemente se ha estudiado si este patron morfoldgico estd presente en células
organizadas en tejidos (George et al., 2002)°. Estos estudios indicaron la presencia de
un arreglo similar en forma de motas en diferentes tipos celulares presentes en drganos
como el higado el pancreas, el intestino, etc. Los datos sugieren que el fenotipo celular
de almacenamiento de proteinas relacionadas con un evento fisiolégico particular esta
conservado en la evolucion y se puede suponer que estara presente en otros grupos de
cordados o incluso de Deuterostomados (Brusca y Brusca, 2001)', En este trabajo
observamos que este es el caso. En efecto, el arreglo de los factores de splicing
monitoreado a través de técnica.s inmunocitoquimicas utilizando anticuerpos contra la

familia SR de factores, indicd un arreglo en forma de parches en diferentes tejidos del



61

Balanoglossus sp. Aunque la morfologia del patron moteado cambia dependiendo del
estado transcripcional y de splicing tanto en células en cultivo como en tejidos (en
George, 2001)!°, los cambios ocurren como reducc!ic')n del nimero de motas y de su
forma, siendo redondas en células inactivas e irregulares en células activas. Aunque en
este trabajo no llevamos a cabo experimentos que indujeran cambios metabolicos, si
notamos la presencia de patrones moteados en varias tipos celulares como son
epiteliales, granulocitos y amebocitos, indicando que el fenotipo principal no cambia.
Debido a la poca posibilidad de experimentar con Balanoglossus sp. en ese sentido, no
se abordd en este trabajo un disefio experimental que incluyera protocolos de inhibicion
de la transcripcion por ejemplo con actinomicina D o algun otro farmaco o droga. Sin
embargo, la diferencia en intensidad de senal fluorescente en diferentes capas del

organismo, sugiere que la sefial podria depender del estado metabdlico de las celulas.

Otro aspecto a tomar en cuenta es el de conocer si los ciumulos de factores de splicing
en realidad estan compuesto de cimulos de granulos intercromatinianos. Lo anterior
queda por resolverse debido a que trabajo previos indicaron que grupos como el
balanogloso no contiene grumos de granulos intercromatinianos bien definidos sino
dispersos, como en otros invertebrados (Jiménez-Garcia et al., 1989; en Echeverria et
al., 2003)%. Este aspecto podria resolverse utilizando técnicas de microscopia electrénica
de transmisién estandar o de citoquimica como la utilizacion de la técnica regresiva para

ribonucleoproteinas a base de EDTA (acido etilen-diamino-tetraacético), de acuerdo con
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Bernhard (1969)%, o bien con técnicas de inmunolocalizacién ultraestructural e

hibridacion in situ.

Por otro lado, algunos factores de splicing también se distribuyen en los cuerpos de
Cajal (en Echeverria et al., 2003)® y aunque no se han reportado en muchos grupos
bioldgicos, estos cuerpos se han observado incluso en plantas (en Echeverria et al.,,

2000)® y en este trabajo se aportan evidencias de que se presentan en Balanoglossus.

Para conocer la otra parte de la organizacidon nuclear relacionada con el metabolismo del
pre-rRNA, se llevd a cabo tincion de plata amoniacal para organizador nucleolar (NOR)
debido a que esta técnica contrasta fuertemente el material nucleolar (Goodpasture y
Bloom, 1975)%%. Los resultados indican la presencia de un material intranuclear
abundante que corresponde al nucléolo y en algunos nlcleos se observd también la
presencia de corpusculos del orden de media micra que concluimos que corresponden a

los cuerpos de Cajal.

Estos resultados en conjunto, claramente indican que los componentes moleculares del
nucleos de las células epiteliales, granulares, y glandulares del balanogloso, se
encuentran organizados en dominios nucleares como las speckles, los nucléolos y los

cuerpos de Cajal.



63

Finalmente, los resultados sugieren que el arreglo intranuclear en motas para los
factores de splicing debe ser un fenotipo celular que se origind antes del surgimiento de
los cordados y actla en mecanismos de regulacion genética dependientes de

localizacion subcelular
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9. CONCLUSIONES

Todos los tipos celulares analizados de los tejidos de Balanoglossus sp. presentaron

proteinas SR en el interior del nlcleo.

La distribucién intranuclear de las proteinas SR corresponde a un arreglo en forma de

motas o speckles.

La distribucion intranuclear de los elementos de maduracion del pre-rRNA se distribuyen

en forma de nucléolos y de cuerpos de Cajal.

Los datos anteriores sugieren que los factores de splicing se distribuyen como un patron
moteado o speckled en el nlcleo de los hemicordados, por lo que se propone que este

fenotipo antecede el origen de los cordados.
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