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Estudio Ultraestructural de Ribonucleoproteinas nucleares de dos

lineas celulares del periodonto

RESUMEN

El nucleo celular de las células eucariotas es muy complejo, altamente dinamico,
organizado y multifuncional. El nucleo celular es el sitio de los principales eventos
celulares, es el mayor sitio de expresién génica, es el sitio de sintesis y
procesamiento del RNA mensajero, biogénesis de las subunidades del ribosoma,
es el sitio donde se lleva a cabo la replicacién y reparacion del DNA. (Misteli,
2000). Al igual que el citoplasma, el nucleo esta compartimentado para facilitar la
coordinacion de estas vias, aunque a diferencia del citoplasma los

subcompartimentos nucleares no tienen membranas que los delimiten.

El analisis ultraestructural del nucleo celular lineas celulares eucariontes se ha
realizado durante afos en diversos tipos lineas celulares asi como en tejidos
obteniendo como resultado diferentes caracteristicas fenotipicas relacionadas con
la expresibn génica, mas sin embargo no se conocen los cambios
ultraestructurales de las ribonucleoproteinas nucleares de lineas celulares del
periodonto como Fibroblastos gingivales humanos (HGF), ni tampoco en lineas
celulares transfectadas como Fibroblastos gingivales humanos transfectados con
la proteina del cemento 1 (HGF-CEMP1), esta ultima linea celular es de interés ya
que los fibroblastos gingivales humanos no son células mineralizantes y esta
transfeccion induce a estas células a la mineralizacion y a la expresion de
proteinas de matriz de hueso y cemento radicular (Carmona-Rodriguez et al.,
2007).



| Antecedentes
1. Periodonto

El periodonto es el conjunto de tejidos dinamicos que tiene diferentes funciones
entre ellas brindar soporte a los érganos dentales y mantenerlos dentro de su
alveolo, ayudan a la fonacion, distribuye las fuerzas de masticacion, provee un
reservorio de células para la homeostasis, participa en la regeneracion y
reparacion del tejido y también protege a la raiz dental. Esta constituido por cuatro
tejidos; dos tejidos blandos: la encia y el ligamento periodontal y dos tejidos
mineralizados: el hueso alveolar y el cemento radicular (Nanci & Bosshardt D.,
2006).

1.1 Encia

El tejido conectivo gingival no es diferente al de la piel, estd compuesto
principalmente de colagenos, proteoglicanos, fibronectina, osteonectina, tenascina
y elastina, en proporciones variables dependiendo su localizacion (Bartold &
Narayanan, 2006). La importancia de la encia en el periodonto consiste en el
papel que tiene para resistir las agresiones producidas por bacterias, quimicos y
traumas a las que la cavidad oral esta expuesta dia a dia (Nanci & Bosshardt D.,
2006).

Los componentes celulares mas abundantes son los fibroblastos (Carranza,
Newman, Takei, & Klokkevold, 2006) (Bartold & Narayanan, 2006)

1.2 Ligamento periodontal

Es un tejido conectivo especializado con recambio metabdlico, que se localiza
entre el cemento radicular y el hueso alveolar. Sus principales funciones son:
brindar soporte a los 6rganos dentales manteniéndolo en su alvéolo, soportar las
fuerzas masticatorias y actua como receptor sensorial, necesario para el

posicionamiento oclusal (Nanci & Bosshardt D., 2006).



El ligamento periodontal es un tejido fibroso. Sus elementos fibrosos son en gran
medida los tipos de colageno | y lll, que atraviesan el espacio del ligamento y se
insertan en la superficie del cemento y del hueso como las fibras de Sharpey.
Estos dos tipos de colagenas se codistribuyen con tipo V, Xll y colagena tipo VI,
esta ultima se encuentra presente en forma de microfibrillas. El ligamento contiene
también insulina (colageno tipo XIV) fuertemente asociada con las fibrillas(Nanci &
Bosshardt D., 2006).

Los elementos celulares de este tejido son los fibroblastos, los cementoblastos, los
osteoblastos y los osteoclastos; la poblacién celular de fibroblastos es la mas
predominante y son las células que se encargan de sintetizar y remodelar la matriz
extracelular. Se ha demostrado que existen diferentes subpoblaciones de
fibroblastos, dentro de estos: los que presentan el fenotipo mineralizante,
enriquecidos en fosfatasa alcalina y tienen la capacidad de diferenciarse a
osteoblastos 0 cementoblastos y son responsables de la produccion de cemento
radicular acelular con fibras extrinsecas y también se encargan del mantenimiento
del espacio del ligamento periodontal (Carranza et al., 2006) (Bartold &
Narayanan, 2006) (Cho & Garant, 2000) (McCulloch, Lekic, & McKee, 2000).

1.3 Hueso Alveolar

La composicién bioquimica del hueso alveolar ha sido poco estudiada. Al igual que
los demas tejidos del periodonto, las colagenas tipo | y lll son las principales
constituyentes organicos de los huesos. Ademas de las colagenas, los andlisis
bioquimicos de extractos de hueso alveolar han revelado la presencia de
polipéptidos biolégicamente activos, incluyendo la sialoproteina désea y la
osteopontina. Los principales proteoglicanos identificados en el hueso alveolar son

condroitin sulfato (Bartold & Narayanan, 2006).
1.4 Cemento radicular

El cemento es un tejido conectivo avascular mineralizado que cubre toda la
superficie de la raiz de los 6rganos dentarios. Forma la interfaz entre el ligamento

periodontal y la dentina radicular. El estudio del cemento radicular ha sido dificil ya
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que su distribucion es limitada (Bartold & Narayanan, 2006). La ultraestructura del
cemento es similar a la del hueso y de la dentina, sin embargo cuenta con
caracteristicas unicas que lo hacen diferente: la ausencia de vascularizacion
directa, carece de inervacion y drenaje linfatico, tiene un bajo recambio metabdlico
y no sufre procesos de remodelacién sino que tiene un proceso de aposicion

constante (Saygin, Giannobile, & Somerman, 2000).

Aproximadamente el 50% de la matriz inorganica del cemento es hidroxiapatitia,
considerando que hasta un 90% de la matriz organica se compone de las
colagenas tipo | y lll. EI cemento también contiene colagenas tipo V y VI en
lugares pericelulares y colagena tipo XIV asociada con fibras de Sharpey. Los
proteoglicanos se asocian principalmente con cementoblastos y cementocitos y
han sido identificados como versicano, decorina, biglicano, fibromodulina vy
lumican, syndecan-2 pero syndecan-1 ya que éste ha sido localizado en el
cemento acelular. Ademas, las proteinas no fibrosas tales como la sialoproteina
Osea, osteopontina, tenascina, fibronectina, osteonectina y varios proteoglicanos
también estan presentes en la matriz organica del cemento (Bartold & Narayanan,
2006). Se ha demostrado que las moléculas mencionadas anteriormente han sido
identificadas en hueso, no son cemento especificas e influencian las actividades

bioldgicas de células del tejido conectivo.

El cemento tiene dentro de sus componentes moléculas especificas como el la
proteina de adhesién al cemento (CAP)(Arzate, Olson, Page, Gown, & Narayanan,
1992) y la proteina del cemento 1 (CEMP1) (Arzate et al., 2002) (Alvarez-Pérez,
Pitaru, Alvarez-Fregoso, Reyes-Gasga, & Arzate, 2003).

2. Proteina del cemento 1 (CEMP1)

La proteina del cemento 1 CEMP1 es una proteina con un peso molecular tedrico
de 25.9 kDa. Esta constituida por 247 aminoacidos, esta proteina fue aislada a
partir de una biblioteca derivada de cementoblastos putativos humanos cultivados
in vitro. Se expresa en cementoblastos putativos, en subpoblaciones de células

derivadas del ligamento periodontal con localizacidon paravascular, cementoblastos
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y células de los espacios endosteales (Villarreal-Ramirez et al., 2009).

CEMP1 no se expresa en otros tejidos humanos como cerebro, corazén, pulmén,
higado y aorta por lo que constituye un marcador biolégico para los
cementoblastos y los progenitores putativos en el ligamento periodontal (Arzate et
al., 2002) (Alvarez-pérez, Narayanan, Zeichner-david, Rodriguez, & Arzate, 2006)
(Kémoun et al., 2007). Se demostré que la transfeccion con el gen de CEMP1 y la
sobre expresion de éste en fibroblastos gingivales humanos (células no
mineralizantes) promueve la diferenciacion de estas células hacia un fenotipo

mineralizante(Carmona-Rodriguez et al., 2007).

CEMP1 participa en el depdsito y composicion de los cristales de hidroxiapatita asi
como en la regulacién de la expresion de las proteinas ALP, OPN y BSP en
cementoblastos putativos in vitro(Alvarez-Pérez et al., 2003) (Arzate, Chimal-
Monroy, Hernandez-Lagunas, & Diaz de Ledn, 1996) por lo que, es probable que
juegue un papel fundamental en la regulacion local de la diferenciacion de los
cementoblastos y en la mineralizacion de la matriz extracelular del cemento
(Kitagawa et al., 2006).

Existen estudios que demuestran que células derivadas del foliculo dental tratadas
con extracto derivado de proteinas de matriz de esmalte reguladas por la
fosforilacion de Smad1 y por la via de MAPK, se diferencian a un fenotipo
cementoblastico expresando CEMP1 y CAP, sugiriendo una regulacion en su

proliferacion y diferenciacion celular(Kémoun et al., 2007).
3. Fibroblastos

Los fibroblastos son las células mas abundantes del tejido conjuntivo, tienen como
funcidn principal la biosintesis de la matriz extracelular, que incluye tanto en fibras
como a la matriz amorfa. Son células que deriva de células mesenquimatosas y

puede diferenciarse a células adiposas e incluso a condrocitos.

En cortes con microscopio de luz se observan con dificultad, se ve con claridad su

nucleo paralelo al eje largo de las fibras de colagena pero el citoplasma se ve
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escasamente. Cuando la célula se encuentra activa con tincion de H-E presenta
forma fusiforme, con nucleo ovalado de cara abierta (cromatina laxa/ eucromatina
es la forma descondensada de la cromatina y por tanto, activa. Este tipo de
cromatina confiere a las células muy activas), el citoplasma ligeramente basofilo
por la ligera cantidad de reticulo endoplasmico rugoso, esta organela es la mas
evidente en microscopio electrénica de transmisién junto con aparato de Golgi,
incluso la célula presenta algunas ramificaciones. Si la célula esta inactiva recibe
el nombre de fibrocito, su nucleo es mas condensado (cara cerrada o cromatina
condensada/heterocromatina. Este tipo de cromatina es la que encontramos de
manera condensada y le confiere a las células las caracteristicas morfolégicas de
poseer un nucleo de cara cerrada.) y su citoplasma mas aciddfilo (Fortoul-van der
Goes, 2013).

3.1 Fibroblastos gingivales humanos (HGF)

Los Fibroblastos gingivales humanos son constituyentes del tejido conectivo
periodontal. Los fibroblastos gingivales producen colagena tipo I, lll y V cuya
estructura sirve como andamios para numerosas glicoproteinas y proteoglicanos
de la matriz extracelular asociada. Por otra parte los fibroblastos también producen
integrina B1, una proteina transmembranal implicada en la regulacién de la
migracion celular, la proliferacion, supervivencia / apoptosis y la diferenciacion;
esta proteina también interactua directamente con otras células, como en

adhesion celular eucariota /procariota (Carranza et al., 2006) .

3.2 Fibroblastos gingivales humanos transfectados con CEMP1 (HGF-
CEMP1)

La transfeccion de genes de la proteina del cemento 1 (CEMP1) en fibroblastos
gingivales humanos (HGF) las cuales son células que no son mineralizantes
induce a estas células a la mineralizacién y a la expresion de proteinas de matriz
de hueso y cemento radicular, por lo tanto la proteina del cemento 1 tiene un papel

como regulador local de la diferenciacion de cementoblastos y en la mineralizacion
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de la matriz de cemento. CEMP 1 podria participar en la diferenciacion y

mineralizacion de células no osteogénicas (Alvarez-pérez et al., 2006).

4. Nucleo celular

El nucleo celular fue observado por primera vez 1700, fue descrito en 1802 por
Franz Bauer. El nucleo esta rodeado por una doble membrana que lo protege
contra el estrés ambiental asegurando su reparacioén, duplicacion y transcripcion.
La membrana no es continua alrededor del nucleo, esta interrumpida por los poros
nucleares que son complejos de proteinas especificas localizadas en la envoltura
nuclear, denominados complejos de poro nuclear y gracias a estos se lleva a cabo
el transporte de moléculas entre los compartimientos nucleares y citoplasmaticos
de la célula. La membrana externa esta continua con el reticulo endoplasmico
rugoso y esto sirve para separar los sitios de transcripcion génica a partir de los
sitios de la traduccion del mRNA en el citoplasma; la membrana interna contiene
proteinas especificas que la unen a la lamina nuclear la cual le da soporte a todo
el nucleo se le llama espacio perinuclear el cual esta contiguo con el lumen del
reticulo endoplasmico (Spector, 1993) (Miroslav Dundr and Tom Misteli, 2001)
(Alberts et al., 2007) (David Stanek and A Fox, 2017).

El nucleo contiene la informacion genética de la célula y también es el sitio de las
principales actividades metabdlicas, incluyendo la sintesis de DNA, Ila
transcripcion, splicing del pre-RNAm, sintesis y ensamblaje de la subunidad del

ribosoma.

La localizacién de los factores nucleares en NBs (cuerpos nucleares) puede servir
para varias funciones, incluyendo la mejora de la eficiencia de las reacciones
mediante la creacién de una alta concentracion local de los factores necesarios
involucrados en un proceso comun. Los NBs también pueden dividirse en factores
especificos, pueden controlar el acceso de las enzimas y los receptores de sus
sustratos y pueden desempeiar un papel en el transporte intranuclear y en el
control de la expresion génica (Spector, 1993) (Miroslav Dundr and Tom Misteli,
2001).
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El ndcleo celular esta altamente compartimentado, el nucleo interfasico, a
diferencia de las organelas celulares en el citoplasma, no tiene membranas que
delimiten los compartimientos nucleares. Estos cuerpos nucelares son el nucléolo,
granulos intercromatinianos, granulos pericromatinianos, fibras pericromatinianas y

cuerpos de Cajal.

Se han realizado muchos estudios con los que se han caracterizado tanto
funcionalmente como morfolégicamente algunos cuerpos o dominios nucleares
(Miroslav Dundr and Tom Misteli, 2001) (Alberts et al., 2007).

4.1 Nucléolo

El nucléolo es la estructura de naturaleza rionucleoproteica mas grande y evidente
dentro del nudcleo interfasico. La principal funcion de esta estructura es la
biogénesis del ribosoma, la transcripcion y el procesamiento del RNA pre-
ribosomal y el ensamble de las subunidades ribosémicas 28S, 18S, y 5.8S
caracteristicas de las células eucariontes. La formacién del nucléolo es
dependiente de la transcripcidn asi como del ciclo celular; en la mayoria de las
células eucariontes el nucléolo entero se disgrega durante la mitosis y vuelve a
formarse en la telofase alrededor de las regiones organizadoras del nucléolo
(NOR), ya que el nucléolo es una estructura dinamica que se forma en respuesta a
los requerimientos para la sintesis de nuevos ribosomas (Lamond A.l., Earnshaw,
W.C., 1998).

4.2 Granulos Intercromatinianos

A nivel ultraestructural es posible observar cumulos de granulos
intercromatinianos (ICG) que son estructuras nucleares sin membrana que se
detectan como 20 a 50 puntos de forma irregular y se organizan en cumulos en los
espacios intercromatinianos del nucleo, que miden entre 20-25 nm de diametro y
juegan un papel muy importante en el ensamblado, modificacion vy
almacenamiento de proteinas involucradas en el procesamiento del pre-mRNA

(Misaki Matsui et al.,2020). Entre los constituyentes de estos granulos, se
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encuentran las proteinas de la familia SR (como el factor SC35) y la subunidad
grande de la RNA polimerasa |l en su forma hiperfosforilada. Mediante
imunomarcaje fluorescente de las proteinas SR, se observa que estos factores de
procesamiento se organizan en forma de motas o speckles, las cuales presentan
formas redondas, compactas y brillantes cuando la actividad transcripcional
disminuye, mientras en células activas el patron moteado es de formas irregulares,

menos brillantes y rodeadas de un patrén difuso

Los ICGs han sido sometidos a analisis protedmicos, donde se han podido
identificar 146 proteinas. Las proteinas son de diferentes tipos y entre ellas se
encuentran las proteinas de la familia SR, que estan involucradas en el
reconocimiento del RNA y del dominio SR (Hall et al., 2006). Se ha observado que
si existe una acumulacion de factores de splicing como el de las proteinas SR
hiperfosforiladas en los sitios de sintesis, los ICGs se desensamblan, lo que altera
la coordinacion entre la transcripcidon y el splicing del pre-mRNA en nucleos de
mamiferos (Spector, D.L., Fu, X.D., and Maniatis, T., 1991).

4.3 Fibras pericromatinianas

Las fibras pericromatinianas (PCFs) fueron descritas por Monneron y Bernhard
(1969) como “la expresion morfolégica extranucleolar de la transcripcion”. Estas
estructuras tienen un diametro de 3 a 5 nm y estan situadas preferencialmente en
la periferia de algunos grumos de cromatina compacta. Pueden ser observadas al
microscopio electrénico de transmision donde son detectadas en sitios de
transcripcion por la incorporacion de wuridina tritada o la 5-bromouridina
5’trifosfatada, lo que nos indica la presencia de transcritos nacientes (Lamond, A.l,
and Spector, D.L., 2003; Spector D.L., 1993; Fakan,S., 1994). Se ha visto que hay
una relacion directa en la densidad de estas estructuras con el rango de sintesis
de pre-mRNA, ademas de que puede ser estimulada o inhibida por la accién de
varios tipos de drogas y hormonas. Aunado a esto, en estudios bioquimicos y de
autorradiografia para ubicar los sitios de transcripcion, se ha observado que las
PCF migran hacia los espacios intercromatinianos mientras que el RNA inicia la

maduracién (Jiménez, G. L. F et al., 2007).
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4.4 Granulos pericromatinianos

Los granulos pericromatinianos son estructuras ribonucleoproteicas ya que son
EDTA positivas. Fueron descritas por primera vez por Watson en 1962, son
cuerpos esféricos de 30 a 50 nm de diametro, procedentes del enrollamiento de
las fibras pericromatinianas y son rodeados por un halo claro de 25nm que se
hace distinguir de manera facil en las micrografias electrénicas; generalmente
estan ubicados en el borde de los grumos de cromatina compacta, pero también
se les puede ver en la regiodn itercromatiniana, aunque de manera escasa. Se ha
encontrado evidencia de que los granulos pericromatinianos almacenan vy
transportar mRNA, hacia el citoplasma para ser traducidos a proteinas (Jiménez,
G. L.F., 1993; Monneron, A., Bernhard, W. 1969).

4.5 Cuerpos de Cajal

Los cuerpos de Cajal fueron observados por primera vez por Ramén y Cajal en
1903, quien los describi6 como cuerpos accesorios del nucléolo. Fueron
redescritos ultraestructuralmente por Monneron y Bernhard (1969) como
agregados esféricos de 0.3-0.5 ym de diametro, contrastados por el procedimiento
de acetato de uranilo, EDTA vy citrato de plomo y estan formados por fibras de 40-
60 nm de espesor, localizandolos en la zona intercromatiniana, sin relacion
aparente con el nucléolo. Los cuerpos de Cajal contienen moléculas que participan
en la biogénesis del RNA nuclear. Hay evidencias que sugieren que tienen un
papel en la modificacion y ensamblaje de snRNPs. También se encuentran
snRNPs, involucradas en el procesamiento del rRNA (Spector, D.L., 2006; Fakan,
S., 1984; Monneron, A., and Bernhard, W., 1969; Gall, J.G., 2000).
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Il. Planteamiento del problema

El analisis ultraestructural del nucleo celular lineas celulares eucariontes se ha
realizado durante afos en diversas tipos lineas celulares asi como en tejidos
obteniendo como resultado diferentes caracteristicas fenotipicas relacionadas con
la expresion génica. Se requiere conocer el fenotipo para asi poder caracterizar la
ultraestructura de la expresion génica de lineas celulares derivadas del periodonto
como lo son Fibroblastos gingivales humanos (HGF) y Fibroblastos gingivales

humanos transfectados con la proteina del cemento 1 (HGF_CEMP1).

lll. Justificacion

La transfeccidén de genes en células puede inducir modificaciones en el rearreglo
subcelular por lo que es necesario generar patrones de organizacién interna en la
célula que puedan servir para comparar los cambios que ocurren con la
introduccién de genes. En especial varias estructuras nucleares se relacionan con
la expresion genética y podrian alterarse con los procesos de transfeccion en
general. Aunque hay datos de reorganizacion nuclear no se conocen los cambios
en los fibroblastos gingivales transfectados con CEMP1. Los datos pueden

utilizarse como caracteristicas diagnésticas de estas células.
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Hipotesis

Las estructuras nucleares tales como el nucléolo, fibras pericromatinianas,
granulos pericromatinianos, granulos intercromatinianos y cuerpos de Cajal, estan
presentes en las lineas celulares HGF y HGFCEMP1 aunque con caracteristicas

diferentes.
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IV. Objetivos

Objetivo General
Conocer las caracteristicas ultraestructurales de las ribonucleoproteinas del

nucleo en las lineas celulares HGF1 y HGF_CEMP1.

Objetivos particulares

-ldentificar la presencia de las ribonucleoproteinas descritas en otras células, en
las lineas celulares del periodonto.

-Conocer las relaciones espaciales de las particulas a través del analisis
tridimensional del nucléolo, granulos intercromatinianos, fibras pericromatinianas,
granulos pericromatinianos y cuerpos de Cajal.

- Conocer la densidad volumétrica del nucléolo, granulos intercromatinianos, fibras

pericromatinianas, granulos pericromatinianos y cuerpos de Cajal.
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V. Método

Lineas Celulares. Se utilizan fibroblastos gingivales humanos y fibroblastos
gingivales humanos transfectados con el gen codificante de la proteina CEMP1,
donadas por el Dr. Higinio Arzate del laboratorio de tejidos mineralizados del

departamento de posgrado e Investigacion de la facultad de Odontologia.
A) Cultivo celular

El cultivo celular se realizé con la técnica convencional reportada por Narayanan y
Page (1976).

Las células se crecen y se mantienen en medio DMEM suplementado con suero
fetal bovino al 10%. Cuando llegan a confluencia, las células se cosechan,
utilizando tripsina-EDTA al 0.025% y se transfirieren para su expansion. Las
células se mantienen en una incubadora a 37° C en atmdsfera humeda con 5% de

COoz. Los experimentos se realizan con células del cuarto al quinto pase.

B) Procesamiento de muestras para microscopia electronica de transmisién
(TEM)

Las muestras se procesaron por la técnica estandar para microscopia electrénica
de transmisién descrita anteriormente (Lopez-Velazquez et al., 2005). Las células
fueron centrifugadas a 3000 rpm se fijaron en una mezcla de paraformaldehido al
4% vy glutaraldehido al 2.5% en solucion amortiguadora de fosfatos salino a pH 7.3
durante 2 horas a temperatura ambiente, fueron postfijadas en Tetradxido de
Osmio al 1% durante 1 hora. También se procesaron otras células sin postfijacién
con Tetradxido de Osmio. Se deshidrataron utilizando una serie gradual de etanol
a concentraciones 30%, 50%, 70%, 80%, 90% durante 5 minutos con cada tipo de
alcohol, se finalizé la deshidratacion con alcohol absoluto (100%) haciendo dos

lavados de 10 minutos cada uno posteriormente se colocd 6xido de propileno al
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100% Yy se hicieron dos lavados por 10 minutos cada uno, en el ultimo cambio de
oxido de propileno, en una solucién de 6xido de propileno y resina epdxica 1:1
(EMS) permanecieron asi durante 48 horas y posteriormente se realizé la
preinclusion; las muestras se incluyeron en resina epéxica y se polimerizaron en

una estufa a 60°C durante 48 horas para posteriormente realizar ultramicrotomia.

C) Preparacion de las muestras para observacion por Microscopia

Electrénica de Transmision (TEM)

En los bloques de resina obtenidos se elimina la mayor cantidad de resina posible,
alredededor de la muestra con ayuda de navajas marca Dorco, nuevas y limpias,
formando una piramide procurando que sus cantos formen un trapecio con bordes

bien definidos, en la superficie de la cuspide.

a) Obtencion de cortes semi-finos y tincion con azul de toluidina

Esta tincién es adecuada para material nuclear e identificar RNA. Una vez hecha
la piramide se obtienen cortes semi-finos de 200-300 nm de espesor con
ultramicrotomo Leica Ultracut R, se fijan los cortes con calor en un porta objetos
de vidrio, se tifien con azul de tolouidina para observarse en un microscopio optico
Axiostar de Carl Zeiss y un objetivo de 40X con una camara Nikon E-800, con la
finalidad de observar para verificar la conservacion de la morfologia celular y

seleccionar el area que mostrara mas cantidad de células.
b) Obtencion de cortes ultrafinos, montaje y contraste

De los cortes semifinos obtenidos se selecciond el area que mostrara mas nucleos
celulares, se retalla una pirmamide mas pequefia en la cara del bloque para poder
tener un area precisa del area de interés. Seleccionada esta zona se procedio a
realizar los cortes ultrafinos de 50-60nm de espesor (color gris acerado) en el
ultramicrotomo LEICA ultracut R, los cortes fueron montados en rejillas de cobre

de 3 mm de diametro recubiertas con una membrana de colodion.

Para las células que fueron post-fijadas con Tetradéxido de Osmio, las rejillas con
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los cortes se contrastaron por flotacion, utilizando la técnica convencional para
microscopia electronica en una camara humeda que contenia torundas humedas,
las rejillas permanecian flotando en acetato de uranilo acuoso al 4% durante 20
minutos, se retiraban al finalizar ese tiempo y se enjuagaron por goteo con agua
desionizada con ayuda de una piseta, posteriormente se flotaron nuevamente en
una caja petri que contenia lentejas de hidréxido de sodio y permanecian flotando
en citrato de plomo al 0.3% por 10 minutos y se enjuagd por goteo con una piseta

con agua desionizada.

Para las céuluas que fueron tratatas sin post fijaciéon con Tetradxio de Osmio, las
rejillas también se contrastaron por flotacion, pero se utilizé la técnica de contraste
de EDTA para ribonucleoproteinas (Bernhard, 1969); en una camara humeda que
contenia torundas humedas las rejillas permanecian flotando en acetato de uranilo
acuoso al 4% durante 3 minutos, se retiran al finalizar los 3 minutos y se
enjuagaron por goteo con una piseta con agua desionizada, a continuacion se
flotaron nuevamente en una caja petri que contenia EDTA, este procedimiento se
realizé durante 15 minutos, posteriormente se enjuagaron nuevamente por goteo
con una piseta que contenia agua desionizada. Posteriormente en una caja petri
que contenia lejentejas de hidréxido de sodio en ambiente de humedad se flotaron
las rejillas en citrato de plomo al 0.3% por 3 minutos y se enjuagaron por goteo

con una piseta con agua desionizada.

El exceso de agua de las rejillas se retird con ayuda de papel filtro y se dejaron
secando dentro de una caja petri y para evitar la contaminacion de las muestras

con polvo.

Posteriormente las rejillas se observaron en el microscopio electronico de
transmision marca JEOL modelo JEM-1010 operando a 80KV, las observaciones
se realizaron a diferentes aumentos para localizar las zonas de interés. Para el
registro de las imagenes se utilizé la camara MTI modelo CCD-300-RC vy la
camara Sc600 gatan JEOL, las imagenes obtenidas fueron guardadas en formato

TIF para luego ser analizadas e interpretadas.
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D) Analisis tridemensional

El analisis tridimensional se realizé6 con imagenes en estereopares, obtenidas con
un gonidometro acoplado al Microscopio Electréonico de Transmisién. Los angulos
de inclinacién utilizados fueron diez grados hacia arriba y 10 grados hacia abajo
para generar una imagen anaglifica con ayuda del programa Anaglyph Maker
(http://www.steroeye.jp/software/index_e.html), o lentes estereoscépicos y de esta
manera se logro el efecto en tercera dimension (3D) que nos permite visualizar las

estructuras nucleares.

E) Conteo de nucléolos por linea celular y anadlisis estadistico

Utilizando el software de Image J en cortes semifinos con un espesor de 200-250
nm tenidos con azul de toluidina y se encontraron diferencias en el nimero de
nucléolos entre cada linea celular tal como se muestra en la grafica 1. En total se
contaron 350 nucleos para cada linea celular. Se realiza |la prueba estadistica de

U de Mann-Whitney, prueba no paramétrica para dos muestras independientes.
F) Conteo de granulos intercromatinianos y analisis estadistico

El conteo de GIC se realiza por mota, un total de 50 motas por linea celular, se
eligen al azar entre 100 imagenes por linea celular para evitar sesgos; el conteo
también se realiza por area en un area de 430um por linea celular, ambos conteos
se llevan a cabo de manera manual en el programa Image J. Se realiza la prueba
estadistica de U de Mann-Whitney, prueba no paramétrica para dos muestras

independientes.
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RESULTADOS

Linea celular HGF

Tincidon con azul de toluidina

Al realizarse la tincién con azul de toluidina en células creciendo en monocapa, se
observan Fibroblastos Gingivales Humanos de forma fusiforme, su nucleo celular
de forma oval, nucléolos en la mayoria de las células mas de un nucléolo; también
se observa un nucleo en division (Figura 1).

Figura 1. Linea celular de Fibroblastos Gingivales Humanos (HGF), teiiida con azul de
toluidina. 40X
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Microscopia electronica de transmision linea celular HGF

En las células de la linea celular HGF (fibroblastos gingivales humanos) se
observa parte del citoplasma, algunas vacuolas, el nucleo celular que presenta
una forma irregular (Figuras 2, 5y 7 ), mientras que nucleos de la linea celular
HGF son de forma irregular, dentro del nucleoplasma se observa de manera muy
evidente el nucléolo y con mayor frecuencia un nucléolo (Figuras 2,3 ,5y6). A
menores aumentos se aprecia un ambiente fibro-granular que predomina en el
nucleoplasma (Figuras 2, 3y 5 ). Se observa el nucleo delimitado por la envoltura
nuclear en la cual la cromatina se encuentra adherida a la parte interna de la
envoltura nuclear (Figuras 2 y 3) y esto a mayores aumentos se muestra mas
evidente (Figuras 5, 7y 8 ). Se aprecia un cumulo de granulos intercromatinianos
con fibras que los conecta (Figuras 4 ). Estos granulos intercromatinianos son del
tamano de los ribosomas que se encuentran en la parte externa de la envoltura
nuclear (Figuras 3). También se observa en la periferia del nucleo granulos

pericromatinianos (Figuras 4y 7).

Figura 2. Micrografia electrénica de transmisién de un corte ultra-fino de nucleos celulares de la
linea celular HGF contrastado con Ur-Pb. SE Se identifican estructuras nucleares. Nucléolo (n),
envoltura nuclear (EN). Citoplasma (Cit).
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Figura 3. Micrografia electrénica de transmisién de un corte ultra-fino de nucleos celulares de la
linea celular HGF contrastado con Ur-Pb. SE Se identifican estructuras nucleares. Nucléolo (n),
envoltura nuclear (EN). Citoplasma (Cit).

Figura 4. Micrografia electronica de transmision de nucleos de la linea celular HGF contrastada
con Ur-Pb. Se observa material fibro-granular en el nucleoplasma. Un cumulo de granulos
intercromatinianosb (zona punteada) y un granulo pericromatiniano (flecha).
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Cuando se emplea el método de tincién de EDTA, se observa en todas las células
examinadas un patron muy constante de la distribucion de subestructuras
nucleares, la pared condensada por la cromatina a lo largo de la envoltura nuclear
(Figuras 5, 7, 8 y 10), la cromatina (Figuras 5-10), nucléolo (Figuras 5y 6) y los
grumos asociados de cromatina dispersa en el nucleoplasma estan muy
débilmente tenidas (Figuras 5-10), mientras que los nucléolos (Figuras 5y 6), los
granulos intercromatinianos (Figuras 5-10) y granulos pericromatinianos (Figura 7)
se muestran con un contraste muy denso similar a como se observan los
ribosomas citoplasmaticos (Figuras 5, 7, 8 y 10) . El uso de un gonidometro
acoplado al microscopio electronico de transmisién permitid crear imagenes
estereopares, en estas imagenes se observan los componentes nucleares
densamente contrastados dentro del nucleoplasma, se identifican con claridad la
interconexién de los granulos intercromatinianos y las fibras pericromatinianas
(Figura 10).

Figura 5. Micrografia electrénica de transmisién de un nucleo de la linea celular HGF contrastada
con Ur-EDTA-Pb. Se observan dos nucléolos densamente contrastados (n), material fibro-granular
en el nucleoplasma y cromatina (Chr) adherida a la parte interna de la envoltura nuclear (EN).
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Figura 6. Micrografia electrénica de transmisién de un nucleo de la linea celular HGF contrastada
con Ur-EDTA-Pb. Se observan un nucléolo densamente contrastados (n), material fibro-granular en
el nucleoplasma y Un cumulo de granulos intercromatinianos (zona punteada).

Figura 7. Micrografia electrénica de transmisién de un nudcleo de la linea celular HGF contrastada
con Ur-EDTA-Pb. Se observa material fibro-granular en el nucleoplasma, un cimulo de granulos
intercromatinianos (zona punteada), un granulo pericromatiniano (flecha) y cromatina (Chr)
adherida a la envoltura nuclear (EN).
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Figura 8. Micrografia electrénica de transmisién de un nudcleo de la linea celular HGF contrastada
con Ur-EDTA-Pb. Se observa material fibro-granular en el nucleoplasma, un cimulo de granulos
intercromatinianos (zona punteada) y cromatina (Chr) adherida a la envoltura nuclear (EN).

Figura 9. Micrografia electrénica de transmisién de un nucleo de la linea celular HGF contrastada
con Ur-EDTA-Pb. Se observa material fibro-granular en el nucleoplasma, cromatina (Chr)
débilmente contrastada y un cuerpo de Cajal (Cb) en el nucleoplasma.
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Figura 10. Imagenes estereopares de micrografias electrénicas de transmision de un nucleo de la
linea celular HGF contrastada con Ur-EDTA-Pb. Se observa material fibro-granular en el
nucleoplasma, un cumulo de granulos intercromatinianos y cromatina (Chr) adherida a la envoltura
nuclear (EN).
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Linea celular HGF-CEMP1

Tincion con azul de toluidina

Al realizarse la tincion con azul de toluidina en cortes semi-finos de células
creciendo en cultivo, se observan las células de forma redondeada, su nucleo
celular de forma oval y circular, los nucleos presentan un nucléolo en su mayoria
(Imagen 11).

Figura 11. Micrografia optica de un corte semifino de células de la linea celular de Fibroblastos
Gingivales Humanos transfectada con el gen que codifica para la proteina del cemento 1
(HGF_CEMP1), tefiida con azul de toluidina. 100X

Microscopia Electrénica de Transmision linea celular
HGF_CEMP1

En las células de la linea celular HGF_CEMP1 se observa el citosol, algunas
vacuolas, el nucleo celular que se presenta de forma alargada (Imagen 12), se

identifica el nucléolo (Figuras 12, 13, 14, 16 y 17 ). Se observa el nucleo

31



delimitado por la envoltura nuclear y se encuentra por la parte interna de la
envoltura nuclear poca chromatina adherida a la envoltura (Figuras 12, 13, 15, 16,
17, 18, y 21). El nucleoplasma presenta abundante contenido fibro-granular, mas
con el contraste de uranilo-plomo en esta linea celular no es tan notorio a bajos
aumentos los cumulos de granulos intercromatinianos (Figuras 12-21). Los
granulos intercromatinianos son del tamafio de los ribosomas que se encuentran
en la parte externa de la envoltura nuclear (Imagenes). También se logran
identificar con claridad en la periferia del nucleo los granulos pericromatinianos
(Figuras 13y 17).

Figura 12. Micrografia electronica de transmision de un nucleo de la linea celular HGF_CEMP1
contrastada con Ur-Pb. Se observa un nucléolo, material fibro-granular en el nucleoplasma, la
envoltura nuclear (EN) y el citoplasma (Cit).
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Figura 13. Micrografia electrénica de transmisién de nucleos de la linea celular HGF_CEMP1
contrastada con Ur-Pb. Se observa un nucléolo (n), material fibro-granular en el nucleoplasma y
granulos pericromatinianos (flechas).

Figura 14. Micrografia electrénica de transmisién de nucleos de la linea celular HGF_CEMP1
contrastada con Ur-Pb. Se observa un nucléolo y material fibro-granular en el nucleoplasma.
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Figura 15. Micrografia electrénica de transmisién de un corte ultra-fino de un nucleo celular de la
linea HGF_CEMP1 contrastados con Ur-Pb, se observa material fibro-granular en el nucleoplasma.
Envoltura nuclear (EN). Citoplasma (cit).

La técnica de EDTA preferencial para ribonucleoproteinas (RNPs), retira el uranilo
mas rapidamente de la cromatina que de las particulas ribonucleoproteinas vy
debido a esto se observa el nucléolo fuertemente contrastado (Figuras 16y 17 ) ya
que tiene un gran contenido de RNPs. Se observa en todas las células
examinadas un patron densamente contrastado muy constante de distribucién de
subestructuras nucleares (Figuras 16-21) la cromatina al no contener
ribonucleoproteinas se encuentra blanqueada (Figuras 16-21 ), los grumos de
cromatina dispersa en el nucleoplasma estan muy débilmente tefidos, mientras
que los nucléolos vy los granulos inter y pericromatinianos se muestran con un
contraste denso (Figuras 16-21 ) similar a como se observan los ribosomas
citoplasmaticos (Figuras 17, 18 y 21). Con este tipo de contraste los cumulos de
granulos intercromatinianos se muestran muy evidentes (Figuras 18, 19 y 21),
también los granulos pericromatinianos se observan con un contraste muy denso

en la periferia nuclear (Figura 17). Las imagenes estereopares nos muestran los
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cumulos de granulos intercromatinianos densamente contrastados dentro del
nucleoplasma, se observa la interconexién de los granulos intercromatinianos y las

fibras pericromatinianas (Figura 21).

Figura 16. Micrografia electronica de transmision de un nucleo de la linea celular HGF_CEMP1
contrastada con Ur-EDTA-Pb. Se observa un nucléolo (n), material fibro-granular en el
nucleoplasma y cromatina (Chr) adherida a la envoltura nuclear (EN).

Figura 17. Micrografia electrénica de transmisién de un nudcleo de la linea celular HGF_CEMP1
contrastada con Ur-EDTA-Pb. Se observa un nucléolo, material fibro-granular en el nucleoplasma,
granulos pericromatinianos (flechas) y cromatina (Chr) adherida a la envoltura nuclear (EN).
Citoplasma (cit).
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Figura 18. Micrografia electrénica de transmisién de un nudcleo de la linea celular HGF_CEMP1
contrastada con Ur-EDTA-Pb. Se observa un cimulo de granulos intercromatinianos (zona
punteada) y cromatina (Chr) adherida a la envoltura nuclear (EN).

Figura 19. Micrografia electrénica de transmisién de un corte ultra-fino de nucleos celulares de la
linea celular HGF_CEMP1 contrastado con Ur-EDTA-Pb. Se identifica un cimulo de granulos
intercromatinianos (zona punteada) y cromatina (Chr).
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Figura 20. Micrografia electrénica de transmisién de un nudcleo de la linea celular HGF_CEMP1
contrastada con Ur-EDTA-Pb. Se observa material fibro-granular en el nucleoplasma, cromatina
(Chr) débilmente contrastada y un cuerpo de Cajal (Cb) en el nucleoplasma

Figura 21. Imagenes estereopares de micrografias electrénicas de transmision de un nucleo de la

linea celular HGF_CEMP1 contrastada con Ur-EDTA-Pb. Se observa material fibro-granular en el

nucleoplasma, un cumulo de granulos intercromatinianos y cromatina (Chr) adherida a la envoltura
nuclear (EN).
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Conteo de nucléolos por linea celular

Se encontraron diferencias en el numero de nucléolos entre cada linea celular tal
como se muestra en la grafica 1. En total se contaron 350 nucleos para cada linea
celular. En la linea celular HGF se encontraron una mayor cantidad de nucleos
con dos nucléolos, mientras que para la linea celular HGF_CEMP1 hay un mayor
numero de nucleos con un solo nucledlo; también es evidente que la linea celular
HGF_CEMP1 tiene un mayor numero de nucleos en division. Se realizé la prueba
estadistica de U de Mann-Whitney, prueba no paramétrica para dos muestras

independientes, con un valor de P= <0,001.
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Grafica 1. Conteo de nucléolos por linea celular. La linea celular HGF presenta un mayor nimero de nucleos con dos
nucléolos; mientras que la linea celular HGF presenta un mayor nimero de nucleos con un solo nucléolo. Significancia
estadistica P<0,001.
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Conteo de Granulos intercromatinianos (GIC)

Se encontraron diferencias entre las lineas celulares HGF y HGF_CEMP1, en el
conteo por motas y por area hay una mayor cantidad de GIC en la linea celular
HGF (grafica 2). Se realiz6 la prueba estadistica de U de Mann-Whitney, prueba
no parameétrica para dos muestras independientes, en el conteo por mota el valor
de P = 0.001; en el conteo por area de 430um el valor de P= 0.010. En la linea
celular HGF_CEMP1 hay una mayor cantidad de fibras pericromatinianas que en

la linea celular HGF.
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Grafica 2. Conteo de granulos intercromatinianos (GIC) en las lineas celulares HGF y HGF_CEMP1. Hay un
mayor numero de GIC en la linea celular HGF.

39



DISCUSION

Se analizaron y caracterizaron las estructuras ribonucleoproteicas del nucleo
celular de las lineas celulares HGF y HGF_CEMP1 por microscopia electronica
de transmision, a través de una tincion general de acetato de uranilo y citrato de
plomo, que nos permitié conocer en general los componentes del nucleo de estas
dos lineas celulares; con la técnica de EDTA que es preferencial para
ribonucleoproteinas (Bernhard, 1969) (Monneron y Bernhard, 1969) esta técnica
elimina el uranilo mas rapidamente de la cromatina que de las particulas de
ribonucleoproteinas, nos permitié conocer y caracterizar las estructuras nucleares
que contienen ribonucleoproteinas (RNPs) como son: nucléolo, granulos
intercromatinianos, fibras pericromatinianas, granulos pericromatinianos y cuerpos

de Cajal.

En este trabajo se demostré que la transfeccién con CEMP1 no vuelve al nucleo
celular diferente, las caracteristicas de sus estructuras ribonucleoproteicas no
cambian; el nucléolo, granulos intercromatinianos fibras pericromatinianas,
granulos pericromatinianos y cuerpos de Cajal presentan diametro, forma y misma
ubicacién. El control del niumero de un cuerpo nuclear es poco conocido, el
nuamero de nucléolos, que se forman alrededor de un numero fijo de regiones
organizadoras nucleolares que consiste en constantes repetidas de rDNA en un
numero definido de cromosomas, varia mucho en diferentes tejidos y tipos
celulares (Mao, Y. S et., al 2011).

Estudios previos han demostrado que el tamano y el numero de cuerpos nucleares
no son fijos, sino que dependen de las condiciones fisiolégicas de la célula. El
numero de nucléolos se correlaciona positivamente con la proliferacion celular; los
nucleos de mamiferos contienen uno o pocos nucléolos. En células en cultivo el
tamano del nucléolo puede ser diferente y el numero de nucléolos puede ser entre
uno y seis; sin embargo, el numero de nucléolos no se puede determinar con
precision ya que el nucléolo se fusiona en células humanas de una a dos horas

después de la entrada de las células en interfase (Hernandez-Verdun 2006).
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En cuanto a los resultados encontrados en los cuerpos de Cajal, la linea celular
HGF se observaron mayor cantidad de cuerpos de Cajal y esto nos indica que
podria haber mas proteinas nucleolares, en HGF hay mas cuerpos de Cajal y
mas nucleos con dos nucléolos por lo tanto hay mas proteinas de control del ciclo
celular y mas proteinas nucleolares lo que es concordante con el resultado de
HGF tiene mas nucleos con dos nucléolos y en HGF_CEMP1 hay mas nucleos
con un solo nucléolo ya que se encontraron menos cuerpos de Cajal por lo tanto
hay menos proteinas nucleolares. Otro hallazgo que se encontré es que en
HGF_CEMP1 hay un mayor numero de nucleos en divisién y esto puede hacer
referencia al haber menos cantidad en esta linea de cuerpos de Cajal hay también
menos proteinas de control de ciclo celular y por lo tanto se acorta el ciclo celular
en G1 y S. Por otro lado al encontrarse mayor cantidad de cuerpos de Cajal en
Fibroblastos gingivales humanos nos dice que hay mas snRNPs inmaduros
importados en el nucleo ya que se acumulan por primera vez en los cuerpos
Cajal. Una vez que los snRNP estan completamente maduros, se liberan del
cuerpo de Cajal al nucleoplasma llevar a cabo el splicing (Roithova Adriana et al.,
2018).

Con el fin de caracterizar los grupos de GIC dentro del nucleo de la célula, se
analizaron su distribucion y la densidad de GIC por ym2 de cada linea celular. En
la linea celular HGF, se encontré un promedio de 49 granulos intercromatinianos
por mota, mientras que para la linea celular HGF_CEMP1 se obtuvo un promedio
de 35 granulos por mota; Esto indica que la linea celular HGF presenta
importantes diferencias cuantitativas con respecto a la linea celular HGF_CEMP1,
en términos de su actividad transcripcional y de splicing. Esto nos indica que si
hay mas cantidad de granulos intercromatinianos en HGF ya que las speckles o
GIC tienen grandes concentraciones de snRNPs y proteinas relacionadas con el
splicing entonces hay una mayor tasa de almacenamiento de factores de
transcripcion y splicing. Al evaluar los cambios ultraestructurales finos de los GIC
que es congruente con trabajos previos que la morfologia de los granulos es un

reflejo de la actividad de transcripcion y splicing (Spector et al., 1993).
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En la ultraestructura nuclear de la linea celular HGF_CEMP1 hay una mayor
cantidad de fibras de pericromatina entremezcladas con algunos granulos a
diferencia de la linea celular que HGF con el mayor numero de granulos
intercromatinianos, lo que puede sugerir que la linea HGF_CEMP1 tiene una
mayor tasa de pre-mRNA sintesis (Spector et al., 1993). Otros estudios han
demostrado que las fibras pericromatinianas se marcan rapidamente con uridina
[3H], lo que sugiere que estas estructuras presentan transcritos de RNA nacientes
y por lo tanto es el lugar donde se lleva a cabo la actividad de transcripcion y de
splicing (Bachellerie, Puvion y Zalta, 1975) (S Fakan, 1976) (S Fakan y Puvion,
1980).

Al realizar conteos de granulos pericromatinianos encontramos que HGF_CEMP1
tiene mayor cantidad de granulos pericromatinianos y estos resultados nos
sugieren que hay mayor cantidad de transporte de mRNA al citoplasma ya que
estas estructuras estan relacionadas con el almacenamiento del mMRNA maduro y
el transporte hacia el citoplasma (Jiménez, G. L.F., 2003; Monneron, A., Bernhard,
W. 1969) lo cual concuerda con los resultados obtenidos donde HGF_CEMP1
tiene aparentemente mayor cantidad de fibras pericromatinianas, significa una
mayor tasa de sintesis de pre-mRNA y por lo tanto hay mayor cantidad de
granulos pericromatinianos al haber mas material que exportar hacia el citoplasma

para después traducirse a proteinas.

Aunque mediante los analisis anteriores se han observado diferencias
cuantitativas notables entre las lineas celulares, al analizar las muestras mediante
la reconstruccion tridimensional por estereopares a partir de micrografias
electrénicas de transmision, se puede observar que para ambas lineas celulares el
patrén moteado corresponde a grupos de células. granulos Intercromatinianos
unidos por fibras pericromatinianas. Los granulos intercromatinianos estan
compuestos de granulos y fibras de pericromatina que se encuentran en la

superficie de la IGC, y se distribuyen de forma difusa por todo el nucleoplasma.

42



Nuestros resultados indican que tras la transfeccion de HGF con CEMP1, no se
detectan cambios ultraestructurales en los ICG, lo que sugiere que la produccion
de mRNA es normal. El trabajo futuro se centrara en estudiar si hay o no cambios
a nivel molecular. Es tentador mencionar que después de la transfeccion, de
CEMP1, las células no muestran cambios ultraestructurales y esto puede tenerse
en cuenta para considerar el uso putativo para terapia génica. Esta nocion encaja
con resultados anteriores que indican que no se detectan cambios

ultraestructurales para la morfologia nucleolar (Villegas Mercado et al., 2018).
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CONCLUSION

Este trabajo muestra que tras la transfeccién de genes CEMP1 en fibroblastos
gingivales humanos, no hay cambios en la disposicion de ultraestructura de los
nucledlos, cuerpos de Cajal, fibras pericromatinianas vy los granulos
intercromatinianos. Las diferencias detectadas observadas estan presentes en la

densidad de los granulos intercromatinianos,
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