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RESUMEN

La organizacion ultraestructural en el nudcleo celular incluye regiones de
heterocromatina, eucromatina y una variedad de territorios subnucleares de naturaleza
ribonucleoproteica de los cuales el nucléolo es el mas conspicuo y el mas estudiado.
Ademas, también se han reportado otros territorios como las fibras pericromatinianas, los
granulos pericromatinianos y los granulos intercromatinianos que estan relacionados
directamente con el proceso de la expresién de genes que codifican para proteinas y que
se transcriben a RNA mensajero (Spector, 1993 a). En los granulos intercromatinianos se
reclutan los elementos moleculares ribonucleoproteicos y proteicos que participan en el
proceso de maduracion del primer transcrito, el RNA pre-mensajero a RNA mensajero
(Spector, 1993 b). Proceso de gran importancia biolégica en el control de la expresién de
los genes, ampliamente estudiado en células y tejidos de mamiferos (Vazquez Nin et al,

2003).

En el presente trabajo se muestran micrografias electronicas como evidencia de la
presencia de los granulos intercromatinianos en nucleos interfasicos de hepatocitos del
reptil Sceloporus torquatus, una lagartija vivipara. El andlisis ultraestructural se realizé con
muestras procesadas con la técnica convencional para microscopia electrénica de
transmision (MET) (Vazquez-Nin y Echeverria-Martinez, 2000) y con muestras tratadas con
la técnica regresiva preferencial para ribonucleoproteinas (Bernhard, 1969). Se incluye
también el andlisis tridimensional de micrografias electronicas, capturadas en pares

estereoscopicos, procesadas digitalmente para generar anaglifos.

En los ndcleos en interfase de los hepatocitos de la lagartija vivipara Sceloporus

torquatus se encontraron camulos de estructura fibrogranular formados por granulos de 20
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de didmetro interconectados con fibras de 9 nm de grosor ubicadas en el espacio
intercromatiniano; particulas que corresponden a la definicién de los cumulos de granulos

intercromatinianos. (Monneron y Bernhard, 1969).

Los resultados de este analisis muestran que la arquitectura ultraestructural de los
granulos es similar a la reportada en mamiferos (Puvion y Bernhard, 1975); lo que sugiere
gue, en los reptiles, la arquitectura molecular de los procesos de control de la expresion de
los genes es similar a lo descrito para nudcleos de células en cultivo y células de tejidos de

mamiferos.
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hepatocitos de la lagartija Sceloporus torquatus

INTRODUCCION

El nucleo celular es una estructura altamente organizada que contiene la mayor

parte del material genético de las células y desempefia un papel fundamental en la

regulacion de la expresion génica. Dentro del nucleo, existen diferentes compartimentos o

dominios nucleares (figura 1) que se han identificado y caracterizado por su composicion y

funcion especifica (Spector, 2001).
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Fig. 1. Dominios nucleares. Imagenes de inmunofluorescencia mostrando los diferentes dominios nucleares
observados por diversos investigadores: Merk Frey and Greg Matera (Cuerpos de Cajal); Paul Mintz (RNApol
I, nucléolo, lamina perinuclear, compartimento perinucleolar, patron moteado); Ana Pombo (dominio OPT);
Stéphane Richard (cuerpo nuclear SAM68); Thomas Ried and Evelin Schock (territorio cromosdémico) Disefio:

Jim Duffy (Tomado de Spector, 2001).
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Las principales funciones del nacleo celular, incluida la transcripcion, el proceso de
maduracion del pre-mRNA y el ensamblaje de los ribosomas, se han estudiado
ampliamente mediante métodos bioquimicos, genéticos y moleculares. Se dispone de una
gran cantidad de informacién sobre sus mecanismos moleculares. Sin embargo, se sabe
menos acerca de cOmo estos procesos se integran en el marco ultraestructural del nicleo
celular, como se coordinan espacial y temporalmente dentro de los confines
tridimensionales del nucleo. Para comprender como se organizan los genomas y cémo
funcionan, se deben descubrir los principios basicos que rigen la arquitectura y la funcién

nuclear (Spector, 1993 a. Spector 2001. Spector y Lamond, 2011).

Gracias a los avances tecnoldgicos como la aplicacién del microscopio electrénico
de transmisién (TEM por sus siglas en inglés) en las ciencias bioldgicas y la implementacion
de técnicas histoquimicas, se ha logrado obtener gran detalle en la descripcion
ultraestructural del nucleo celular y relacionarlo con las funciones subcelulares. Se han
desarrollado diversas estrategias metodoldgicas para el procesamiento del espécimen
biol6gico; para la conservacién de la ultraestructura con diversas sustancias (Sabatini,
1963), el contraste mediante el uso de metales pesados, el desarrollo de medios de
inclusién para lograr cortes suficientemente delgados (Sjdstrand, 1967). A la par, el
desarrollo del area de la histoquimica ha permitido avances descriptivos para estudios
comparativos de tejidos e incluso entre organismos haciendo uso de compuestos quimicos
y su afinidad molecular por los componentes celulares (Lazarus, 1964). Con el uso de la
citoquimica se reconocié un nexo entre la morfologia y la bioquimica como una valiosa
herramienta Gtil en estudios con propdsitos descriptivos (Moyne, 1980). A la fecha, existen
una gran diversidad de métodos y técnicas de contraste general, selectivo e incluso para
detectar in situ, moléculas especificas. La microscopia electronica de transmision se ha
transformado en el complemento obligado de corroboracion de multiples hallazgos

obtenidos con otros métodos como los bioquimicos y los de la biologia molecular. Se han
9
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abierto los caminos a la comprensién de las funciones y la composicién molecular de cada
parte de la célula y de los fendmenos vitales en su conjunto. (Vazquez-Nin y Echeverria-

Martinez, 2000).

Fig. 2. Esquema de la ultraestructura nuclear de un hepatocito, con el que Monneron y Bernhard describe
la presencia de ribonucleoproteinas con su técnica regresiva preferencial con EDTA, que permite un fuerte
contraste de estas estructuras y un “blanqueamiento” preferencial que se logra por la accién quelante del
EDTA. Distribucion de componentes estructurales; Cromatina (Chr), nucléolo (Nu), Granulos
intercromatinianos (lg), Granulos pericromatinianos, Fibras pericromatinianas (flechas), Cuerpo espiralado
(Cb). (Tomado de Monneron y Bernhard, 1969).

En 1969, Monneron y Bernhard, desarrollaron un nuevo método ultraestructural de
contraste regresivo preferencial para ribonucleoproteinas con el que se evidencian dos
clases de estructuras nucleares ya conocidas: los granulos intercromatinianos y los

pericromatinianos, asi como dos entidades morfoloégicas adicionales: fibras

10



Sarai Cruz-Gomez Analisis ultraestructural de los granulos intercromatinianos en ndcleos de
hepatocitos de la lagartija Sceloporus torquatus

pericromatinianas y cuerpos espiralados (figura 2). Para entonces ya existia evidencia
directa e indirecta de que todas estas estructuras son transportadoras de RNA y del paso
del material nuclear a través de los poros de la envoltura nuclear. De la misma forma,
Monneron y Bernhard demostraron que, al acercarse a estos poros, los componentes
granulares se transforman en finas fibrillas antes de salir del nlcleo y que la heterogeneidad
bioguimica de los RNAs nucleares podria tener su expresion correspondiente en el

polimorfismo ultraestructural de estas particulas, cuyo papel fisiolégico era poco claro.

Refiriéndonos a los granulos intercromatinianos, su primera descripcion
ultraestructural fue en 1959 por Hewson Swift quien empleando citoquimica ultraestructural
los vio como nubes dispersas de particulas, presentes en las areas de intercromatina que
aparecen como particulas irregulares y finamente granulares en estructura. Swift propuso
sus dimensiones, siendo su diametro alrededor de 20 a 30 nm, mismas que incluso han

sido corroboradas, con microscopia de fuerza atémica, (Zamora-Cura, 2014).

Otros avances metodologicos combinando la MET con técnicas bioquimicas
permitieron el esclarecimiento de la funcion de los ICG. En particular, el uso de la
autoradiografia que fue un avance metodolégico fundamental. Con ella se demostr6é que
los granulos intercromatinianos incorporan pequefias cantidades de uridina tritiada
después de pulsos largos, mientras que, después de pulsos cortos, no se detecta
incorporacioén, lo cual sugiere que no contiene RNA recién sintetizado (Fakan y Bernhard,
1971). En 1983, Spector y colaboradores proponen que los ICG tienen un papel estructural
activo en el funcionamiento del nucleo, al demostrar que los ICG estan asociados a RNAs

de tamafio pequefio ricos en uridina (UsnRNA).

También por autoradiografia ultraestructural en 1984, el grupo de Puvion estudio la
dinamica de los ICG en hepatocitos aislados de rata, pretratados con actinomicina D;

notaron que al inhibir la transcripcion se afecta la formacion de granulos intercromatinianos

11
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y, por ende, la regulacién global de la expresion génica en la célula. En ese mismo afo,
aplicando inmunolocalizacion ultraestructural de UsnRNPs con oro coloidal, Fakan y sus
colaboradores muestran que los cumulos de ICG contienen estas moléculas asociadas a
RNA recién sintetizado. (Fakan et al, 1984). En 1991, Spector y colaboradores
proporcionan evidencia directa mediante inmunolocalizacion con microscopia confocal y
microscopia electronica la localizacion de la proteina SC-35, que es un factor de splicing
esencial y demuestran gque la fluorescencia corresponde a los granulos intercromatinianos,
de la misma forma que los factores UsnRNPs. Con lo que sugieren que estos dos
componentes del espliceosoma se localizan en estas regiones nucleares a través de
diferentes interacciones moleculares (Spector et al, 1991 Lamond y Spector, 2003). En la

figura 3 se ilustra esta asociacion entre los ICG y las speckles.

HelLa-anti-SC35

Productos del genoma

Suprarrenal de l'ata-EDTA' : > CohesladeVézquez—Nin y Echeverria

Fig. 3. Nucleo interfasico contrastado con la técnica de Bernhard para ribonucleoproteinas en la que se
distinguen zonas internas son cumulos de granulos intercromatinianos (ICG), en tanto que la tincion difusa
corresponde a la imagen de material fibroso de la micrografia electronica (flecha grande); es decir, las fibras
pericromatinianas (ICG) y su correlacion morfolégica con el arreglo de un patron moteado de las moléculas que
los integran. En particular se muestra la inmunolocalizacion fluorescente con la proteina SC35.

12
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De esta forma se evidencia la presencia de factores de splicing en los ICG con
varios estudios, entre ellos con hibridacion in situ e inmunohistoquimica. Asi demostraron
que existe una conexion directa entre transcritos de RNA nacientes especificos y las
speckles implicando su funcién en el splicing y regulacién del transporte hacia el nacleo.

(Huang y Spector 1991).

La dindmica de los ICG en funcién de la actividad de splicing en la célula se
demostro al usar el adenovirus 2 como sistema modelo para estudiar la relacién espacial y
temporal de la transcripcion y procesamiento de pre-mRNA en el nacleo de células de
mamiferos. En ese trabajo, examinaron la localizacién de secuencias de RNA viral a lo
largo del proceso de infeccidon y compararon la distribucion de varios factores de la célula
huésped involucrados en la transcripcion, splicing de pre-mRNA y en el empaguetamiento

de transcritos de RNA (Jiménez-Garcia y Spector, 1993. Busch, 2012).

/4 PC

3
- p \atvones ‘
7 ~ - ™
EO pre-mnA 44

UYsnRNA
mRNA - -

(eroves)

Fig. 4. Esquema del nucleo interfasico en el que se describe graficamente el flujo de procesos de
expresion génicay la participacion de las estructuras ribonucleoproteicas presentes en el nucleoplasma.
(Tomado de Jiménez y Segura, 2010).
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Se han hecho estudios ultraestructurales de la dinamica y abundancia de los ICG
durante el ciclo celular, uno de ellos fue utilizando la tincién de plata amoniacal y
anticuerpos contra snRNPs (Goodpasture y Bloom, 1975. Jiménez-Garcia, 1989 a). En
estos ensayos notaron que los ICG se dispersan en las células en division y que son mas
abundantes durante la interfase (Thiry, 1995). De acuerdo con lo anterior, los camulos de
granulos intercromatinianos no parecian sufrir ningln cambio ultraestructural bajo diversos

estados fisiolégicos, ya sea en términos de namero, aspecto o localizacién.

Por otro lado, la protedmica confirma la presencia de factores de splicing entre ellos
la proteina SR inmunofluorescente y observacién de motas. Mintz y colaboradores (1999)
realizaron procedimientos de aislamiento y lograron purificar al menos 75 proteinas
diferentes. Posteriormente, Saitoh en 2004, realizO un analisis proteémico, con
espectrometria de masas y estudios sobre la bioquimica de cumulos de granulos
intercromatinianos, logrando caracterizar 146 proteinas entre las que estaban muchas de

las ya descritas como parte de los cimulos de ICG.

14
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ANTECEDENTES

Trabajos recientes que combinan métodos de biologia celular, bioquimicos y
moleculares, han dado luz sobre cémo funciona el nicleo y como se expresan los genes
in vivo. Se han descrito los principales compartimentos estructurales del nucleo celular y
discutido sus funciones establecidas y propuestas. Se han hecho observaciones sobre las
propiedades dinamicas de la cromatina, el mRNA vy las proteinas nucleares, se sabe que
existen implicaciones de esos hallazgos en la organizacion de los procesos nucleares y la
expresion génica. Se ha especulado que la autoorganizacion podria desempefar un papel
importante en el establecimiento y mantenimiento de la organizacion nuclear (Carmo-

Fonseca, 2002).

Como ya se describi6 con mayor detalle, dentro del nucleo celular, las
macromoléculas involucradas en los procesos de produccion, transporte, regulacion y
coordinacion de la sintesis de RNA mensajero se encuentran en dominios reconocibles
(Spector, 2001). EI mapeo de estas moléculas se realiza utilizando anticuerpos o sondas
que reconocen los factores de splicing. Con inmunolocalizacién fluorescente, el arreglo y
distribucion de estos factores en el nacleo, es en forma de un patron moteado o speckles
descrito para mamiferos, en células en cultivo (Spector y Lamond, 2011) y tejidos (George-

Tellez, 2002).

Las motas nucleares o speckles estan compuestas por los factores de splicing
ribonucleoproteicos (snNRNPs) y no ribonucleoproteicos (no-snRNPs). A nivel celular, la
morfologia de las motas y su distribucion es dependiente de la actividad transcripcional y
de splicing de la célula (llik, 2021). El inmunomarcaje fluorescente de estas proteinas SR

resulta en zonas de intensa marca que corresponde a las motas (speckles) embebidas en

15
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un ambiente de tincibn homogénea y difusa (patron difuso) (Segura-Valdez, 2007).
Ultraestructuralmente en el nucleoplasma, se encuentran ademas del nucléolo, otras
particulas ribonucleoproteicas cuyas dimensiones estan en el orden de los nandmetros.
Estos complejos se dividen en fibras pericromatinianas, granulos pericromatinianos,
granulos intercromatinianos, cuerpos espiralados (figura 3), cuerpos nucleares y las
poliparticulas (Vazquez Nin et al, 2003). Las proteinas SR y otros factores de splicing,
sSnRNPs y no snRNPs, organizados en el nucleoplasma en forma de motas, corresponden

a los cumulos de granulos intercromatinianos (Segura-Valdez et al, 2020).

Los granulos intercromatinianos (ICG) funcionan como reservorios y sitios de
recambio entre los componentes del spliceosoma (Puvion, 1996) y las fibras
pericromatinianas (Cmarko, 1999). Las motas han sido caracterizadas previamente
mediante el uso de diversas técnicas de microscopia y moleculares, en lineas celulares en
cultivo y en células en tejidos de mamiferos (Acosta-Cardenas, 2022). Su presencia en
células en tejidos de vertebrados no mamiferos fue sugerida mediante inmunolocalizacién
fluorescente (Segura-Valdez, 2007); sin embargo, en estos organismos no se ha llevado a

cabo su caracterizacién por microscopia electrénica de transmisién (MET).

Jiménez-Garcia en 1989b propuso que las variaciones en las particulas
ribonucleoproteicas (RNPs) pueden estar relacionadas con la evolucion inicial del
procesamiento postranscripcional. Sugirié que en los antepasados de las plantas verdes
los cambios principales en la estructura del patron nuclear ocurrieron antes de la
adquisicion de los plastos y que una vez que se desarrollo, se conserva. También sugirié
que, a lo largo del proceso evolutivo, los cambios a nivel de la estructura nuclear son
minimos. Por lo tanto, que haya mas similitudes que diferencias en la estructura bésica,

refuerza la existencia de un ancestro comun.

16
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Sin embargo, aunque hay evidencias generales de la conservacion de algunos
procesos celulares basados en el andlisis ultraestructural, aiin es necesaria la evidencia
de esta conservacién asi como la variabilidad que puede existir en una nanoestructura en

diferentes grupos.

Sceloporus torquatus como modelo biol6gico

La lagartija Sceloporus torquatus es una especie de lagartija perteneciente a la
familia Phrynosomatidae, del género Sceloporus que incluye varias especies de lagartijas.
Esta especie en particular se caracteriza por tener un collar negro o azul oscuro, patrones
de coloracion dorsal variable y escamas dorsales con quillas. Se distribuye en varias

regiones de América Central y del Norte, incluyendo México (Flores-Villela, 2009).

Su tipo de reproduccion es vivipara, la temporada de reproduccion suele ocurrir en
la primaveray el verano, cuando las condiciones ambientales son favorables. El nacimiento
de las crias vivas generalmente ocurre en el verano o principios del otofio, dependiendo de
la ubicacién geogréfica y las condiciones climaticas (Blackburn, 1994). En este trabajo
utiizamos a la lagartija S. torquatus como modelo biol6gico que, por su forma de
reproduccion vivipara, los resultados que se lograran, pudieran ser comparados con los ya

publicados para mamiferos, en particular en ratas (George-Tellez, 2002).

Técnicaregresiva preferencial para ribonucleoproteinas con EDTA

Los trabajos previos que han demostrado la ultraestructura de los ICG y su dinAmica
asociada a los procesos de transcripcion y procesamiento del RNA mensajero, involucran
esta técnica para evidenciar la localizacion y organizacién ultraestructural de las
ribonucleoproteinas, entre las que se encuentran los granulos intercromatinianos (Jiménez-

Garcia et al, 1989 b).
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El EDTA (acido etilendiaminotetraacético) tiene una alta afinidad para formar
complejos con iones metélicos en solucién. Estos complejos son estables y solubles en
agua, y pueden aislar a los metales de otras reacciones quimicas. Debido a su capacidad
para donar electrones y formar enlaces coordinativos multiples. Su funcionamiento como
gquelante se basa en su estructura molecular, que presenta grupos amino y acido
carboxilico. Cuando el EDTA se encuentra en presencia de iones metalicos, los grupos
carboxilicos y amino se coordinan con los iones, formando complejos solubles en agua

(Eckert, 2002).

o~ o

R i

(0]
EDTA%- mEDTA-complex

Fig. 5. Estructura quimica del EDTA (izquierda) en su forma iénica no acomplejada, (derecha) EDTA
formando enlaces complejo con un metal (Eckert, 2002).

En 1968 Bernhard, desarroll6 un método de contraste para cortes ultrafinos, en el
que se emplea EDTA, que ofrece un contraste preferencial para ciertas estructuras
celulares, las ribonucleoproteinas (Bernhard, 1969). Con esa técnica, los componentes
celulares conocidos por contener ribonucleoproteinas se resaltan fuertemente. Mientras
que todas las desoxinucleoproteinas pierden su contraste, pero no se extraen. En
comparacion con las imagenes clasicas, facilita la individualizacion de sus componentes y
permite describir la distribucién y la estructura fina de varios componentes de la célula que

contienen RNPs. Particularmente fue Util para la exploracion del nacleo en interfase.

Se utiliza en los cortes de tejido colocados en rejillas para microscopia electronica

de transmisién (MET) como parte del proceso de preparacion de muestras para aclarar la
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cromatina y resaltar las ribonucleoproteinas. La formacion de los complejos quelados con
EDTA es reversible y depende del pH y de la concentracion de los iones metélicos y del
quelante. Por lo tanto, el pH del medio influye en la eficacia del EDTA como quelante, ya
gue determina la carga de los iones metdlicos y del EDTA, afectando su capacidad de
union.

Después de un pequefio contraste con acetato de uranilo, los cortes ultrafinos se
flotan durante diferentes periodos de tiempo en una solucién de EDTA (0.2 M). Después
de este tratamiento, el poscontraste con citrato de plomo revela un contraste pesado en
estructuras celulares conocidas por contener RNA, mientras que las nucleoproteinas de
desoxirribosa han perdido la mayoria o todo el contraste. Esta practica tiene el caracter de
una tincioén regresiva, donde los agentes quelantes desempefian el papel de diferenciador

(Spector, Goldman y Leinwand, 1998).

La densidad electrénica de la cromatina disminuye al eliminar los iones metélicos
asociados con las ribonucleoproteinas, lo que permite una mejor penetracion de los
electrones y mejora su contraste en la imagen. El tiempo de exposicién y la concentracion
de EDTA deben ser optimizados para lograr el aclaramiento adecuando de la cromatina y
el contraste adecuado en las ribonucleoproteinas. Por lo tanto, es necesario realizar
pruebas y ajustes experimentales para determinar la concentracién y el tiempo de

exposicion adecuado al utilizar EDTA en la preparacion de muestras para la MET.

Analisis de la ultraestructura

La dinamica de los componentes nucleares y nucleolares se ha venido estudiando
durante mas de cinco décadas en los laboratorios de Microscopia Electrénica y de
Nanobiologia Celular, en la Facultad de Ciencias de la UNAM, trabajando con diferentes
modelos. A diferencia de los extensamente estudiados mecanismos moleculares y

bioquimicos; el enfoque ultraestructural es una manera muy contundente de abordar los
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procesos de control de la expresion de los genes, a través de la evaluacién morfol6gica de

la expresion génica.

Dadas las posibilidades de resolucién de la microscopia electronica de transmision,
esta puede ser aplicada para estudiar estructuras nanométricas. Este trabajo contribuye a
ampliar el esquema ultraestructural que se tiene con respecto a la organizacion del nicleo
interfasico en reptiles, a la comprension de la dinamica de los componentes
ultraestructurales de ribonucleoproteinas (RNPs) en este grupo taxonémico, especialmente

de los granulos intercromatinianos las cuales no se habian abordado hasta el momento.

Andlisis tridimensional por estereopares

En la actualidad, el analisis de la organizacion tridimensional de la cromatina aporta
importante informacién sobre la interaccién espacial y temporal entre las moléculas que
participan en los diferentes procesos de expresion de los genes (Rasim Barutcu et al,
2017). El efecto estereoscépico se basa en el principio de la visién estereoscopica humana.
Nuestro cerebro combina las imagenes que recibe de cada ojo y calcula la diferencia de
paralaje entre ellas para percibir la profundidad y la distancia. Las imagenes
estereoscopicas aprovechan este proceso natural al proporcionar dos perspectivas
diferentes, permitiendo que nuestro cerebro realice la fusion de imagenes y cree la

percepcion de la profundidad.

La percepcion de imagenes bidimensionales por la retina se basa en el
procesamiento en el cerebro de las dimensiones en los ejes X y Y (largo y ancho) de las
imagenes observadas. Para la percepciéon de la profundidad, el cerebro recibe ciertas
“claves”, el tamafio mas pequefio y una coloracibn mas obscura -el cerebro observa
sombras- en los objetos que se encuentran mas distantes. Sin embargo, lo mas importante
en la percepcion de la profundidad se basa en la comparacién entre las imagenes

observadas por cada 0jo, considerando que la distancia interpupilar es de entre 6 y 9 cm.
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Las imagenes de cada ojo son ligeramente diferentes que al “cruzarse” en el cerebro,

provee la percepcion de profundidad (Chadler y Robertson 2009).

Las imagenes tomadas por pares estereoscopicos, son imagenes que capturan dos
perspectivas ligeramente diferentes de una escena con el propdsito de crear una ilusién
tridimensional cuando se ven a través de un estereoscopio 0 un visor especial. El par
estereoscopico consta de dos imagenes tomadas desde puntos de vista ligeramente
diferentes, similar a la separacidon entre nuestros ojos. Cada imagen representa la

perspectiva que tendria cada ojo si estuviera viendo la escena directamente.

La presentacion de imagenes en estereopares implica el uso de ciertas
herramientas y el procesamiento de las imagenes adquiridas y para su observacién existen
dos métodos mas o menos comunes. Uno de ellos es la utilizacién de imagenes colocadas
una junto a la otra y utilizar gafas especiales que con el ajuste a la distancia interpupilar del
observador, se logra la superposicion de las imagenes y la percepcion de profundidad en
el cerebro. El otro método, mas ampliamente utilizado, se basa en la generaciéon de
anagramas superposicionados, cada uno con diferente color (Anaglifos) y que se observan
con gafas especiales con un filtro azul para uno de los ojos y rojo para el otro (Chadler y

Robertson 2009).

Los anaglifos son una técnica utilizada para crear imagenes en tercera dimension
(3D) mediante el uso de gafas especiales con filtros de colores. Estas imagenes se
componen de dos imagenes superpuestas, una para cada o0jo; que, al ser vistas a través

de los filtros de las gafas, generan la ilusién de profundidad y percepcion tridimensional.

Para crear un anaglifo, se deben capturar dos imagenes de la misma escena desde
dos puntos de vista ligeramente separados. Las dos imagenes capturadas deben ser
procesadas para resaltar las diferencias de profundidad entre ellas. Esto se logra aplicando

técnicas de correccion de color y ajuste de contraste para asegurarse de que las imagenes
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estén alineadas y sean visualmente coherentes. Luego, las dos imagenes separadas se
combinan en una sola imagen. Este proceso resulta en una imagen anaglifo, donde los

objetos mas cercanos se ven en color cian y los objetos més lejanos se ven en color rojo.

Al observar las imagenes con gafas anaglificas (azul/rojo), los filtros permiten que
cada ojo vea la imagen correspondiente y se cree la ilusion de profundidad al combinar las
imagenes en el cerebro. Se obtienen mejores resultados con imagenes en blanco y negro
y esto hace que este método sea de mucha utilidad para el caso de la microscopia

electrénica de transmision.
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OBJETIVOS

e Determinar la presencia de cumulos de granulos intercromatinianos en nudcleos

interfasicos de hepatocitos del reptil Sceloporus torquatus.

e |dentificar si existe relaciébn morfoldgica entre los granulos y las fibras que componen

los cimulos de granulos intercromatinianos.
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METODOLOGIA

Las muestras biologicas se obtuvieron del higado de un ejemplar de hembra adulta
de la lagartija vivipara Sceloporus torquatus. La colecta del organismo se llevé a cabo en
la Reserva del Pedregal de San Angel a cargo de la Universidad Nacional Autbnoma de
México (REPSA, UNAM) (Permiso SEMARNAT 09/K5-1005/03/22) con apego a la Norma
Oficial Mexicana: NOM-059-SEMARNAT-2010. La muerte del animal y la obtencion de las
muestras se realiz6 en total apego a los lineamientos bioéticos establecidos por la Facultad
de Ciencias (Aval de la CEARC con base en lo sefialado en la NOM-033-SAG/Z00-2014)
y la REPSA (Permiso REPSA) Durante la cirugia de la lagartija, se seccion6 sobre una
placa de cera un trozo pequefio de higado, el tejido se sumergié en una gota de
aproximadamente 100 ul de mezcla fijadora de Karnowsky (glutaraldehido al 2.5% y
paraformaldehido al 4% amortiguados en buffer de fosfatos 0.1 My pH 7.2) y se obtuvieron
trozos de aproximadamente 1 mm?3. Inmediatamente después, los trocitos de material
biolégico se sumergieron en 1 ml de solucién fijadora durante 1.5 horas. Transcurrido el
tiempo de fijacién, se lavo varias veces con agua ultrapura purificada con un sistema Milli
Q. Una parte de las fracciones de tejido se posfijaron con una solucion de tetradxido de
osmio al 1% durante una hora y se continu6 con la deshidratacion de todas las muestras;

tanto de las que tenian como de las que no tenian postfijacion con osmio.

Se deshidraté con soluciones de concentraciones graduales y ascendentes de
alcohol etilico durante 10 minutos en cada solucion. Se hicieron tres cambios de 10 minutos
de alcohol absoluto. Posteriormente, debido a que la resina epdxica no es miscible en

etanol, para los ultimos pasos de la deshidratacién se us6 6xido de propileno como agente
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intermediario; tres cambios, también de 10 minutos cada uno. Para lograr una eficiente
infiltracion del tejido, ésta se llevé a cabo lenta y gradualmente. Se infiltr6 durante tiempos
largos, primero con una solucidon de oxido de propileno/resina en una proporcién 2:1
durante 24 horas, se continué por otras 24 horas en una solucién de los mismos
compuestos ahora en proporcion 1:1 y finalmente, por tres dias en una solucion de 6xido
de propileno/resina en una proporcién 1:2. Previo a la inclusion en la resina epoéxica, se
destaparon los tubos que contenian las muestras y se dej6 evaporar el 6xido de propileno

durante al menos seis horas.

A continuacion, se incluyé el material en moldes horizontales de silicén con resina
epoxica pura y se dejé polimerizar en una estufa a 60° C durante 24 horas. De los bloques
se obtuvieron cortes semifinos (200 - 600 nm de grosor) y cortes ultrafinos (40 — 60 nm de

grosor) utilizando cuchillas de vidrio en un ultramicrotomo automatizado.

Para obtener los cortes primero se tallo el bloque de resina formando una piramide
trunca en el extremo donde se encuentra la muestra. Los cortes semifinos sirvieron para
verificar la eficiencia de la conservacion de la estructura tisular y reconocer la zona del
tejido que seria de utilidad. Posteriormente, se ubic6 esta zona en la cara del bloque de
resina y se retall6 una piramide mas pequefia para delimitar un area que contenga las
células de interés. Se lograron los cortes ultrafinos y se colocaron sobre una rejilla de cobre

de 200 mesh cubierta con una membrana plastica de formvar.

A los cortes ultrafinos de las muestras que ya tenian un primer contraste con
tetradxido de osmio, se les aplic6 un segundo contraste con acetato de uranilo y citrato de
plomo. Cada rejilla con los cortes se floté sobre una gota de acetato de uranilo al 4%,
durante 20 minutos, en una cAmara humeda y cubierta de la luz. Se lavo exhaustivamente
por goteo con agua ultrapura, después en otra camara himeda y en presencia de lentejas

de NaOH, las rejillas se flotaron sobre una gota de citrato de plomo al 3.5%, durante 10
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minutos. Finalmente se lavaron con agua ultrapura y se dejaron secar a temperatura
ambiente para su posterior observacion en el TEM. La técnica empleada es conocida como
procesamiento convencional de la muestra bioldgica para muestras que seran observadas
por medio de microscopia electrénica de transmisién. Se encuentra esquematizada en la

ruta del lado derecho de la figura 5 y en la figura 6.

Los cortes montados en las rejillas se observaron a diferentes aumentos a 80 kV.
Las imagenes se registraron de manera digital con una camara Gatan Orius CCD, acoplada
a la columna del TEM Jeol 1010. Las micrografias tomadas por pares estereoscépicos se
lograron girando el goniémetro del portamuestras 20° hacia arriba y 20° hacia abajo. El

diametro de los granulos intercromatinianos se midioé con el programa Fiji/lmage J.

La técnica de contraste regresiva y preferencial para ribonucleoproteinas se llevo a
cabo en cortes ultrafinos de muestras que no fueron postfijadas con osmio. Los pasos se
encuentran representados en la via de la parte izquierda de la figura 5. Esta técnica
consiste obtener cortes ultrafinos de material fijado con paraformaldehido al 4%,
posteriormente colocar la rejilla con cortes sobre una gota de 40 pl de acetato de uranilo al
4% durante 3 minutos, después sobre una gota de soluciéon 0.2 M de EDTA por dieciocho
minutos y por ultimo sobre una gota de citrato de plomo a 3.5% durante 2 minutos. En cada
caso, después de transcurridos los tiempos mencionados, de manera abundante se lavo
por goteo la rejilla con agua ultrapura y se dejé secar a temperatura ambiente para su

posterior observacion.
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Procesamiento de material bioldgico
para Microscopia Electronica de Transmision

Diseccion del material biolégico

Y
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EDTA citrato de plomo
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Observacion y registro de imagen
Microscopio Electrénico de Transmision

Fig. 6. Diagrama de flujo que representa el proceso de la muestra bioldgica incluido en resina epoxica. En la
via de la izquierda se muestran los pasos para obtener micrografias con el contraste regresivo y preferencial
con EDTA, por la via de la derecha se muestra la ruta del material contrastado de manera convencional.
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Procesamiento convencional para microscopia
electrénica de transmision

Fig. 7. Representacion del procesamiento convencional de la muestra biolégica desde la obtencion de la
muestra hasta la interpretacién de las micrografias. Fijacion con mezcla de aldehidos, inclusién en resina
epoxica, primer contraste con tetradxido de osmio y segundo contraste con acetato de uranilo y con citrato de
plomo.
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RESULTADOS

Conservacion del material biolégico

La observacion al microscopio de luz de los cortes semifinos de las muestras
tefiidas con azul de toluidina, permitio apreciar que la conservacion del tejido era adecuada
y seleccionar las &reas que serian exploradas con el microscopio electrénico de
transmision (TEM). En la micrografia dptica (figura 8) se observan hepatocitos del higado
del reptil S. torquatus, de alrededor de 0.5 um de didmetro que quiza son depdsitos de
glucégeno y una gran cantidad de vesiculas claras, posiblemente de contenido lipidico.
Algunas de ellas conservan su contenido a pesar del uso de alcoholes y 6xido de propileno
durante el procesamiento de la muestra. También se notan vias sanguineas con eritrocitos
nucleados. A partir de estas muestras se obtuvieron los cortes ultrafinos, seleccionando las

zonas en las que se aprecian principalmente los ndcleos.

Fig. 8. Micrografia éptica de corte semifino, hepatocitos de lagartija Sceloporus torquatus. Se muestran
algunos nucleos (cabezas de flecha) y eritrocitos nucleados (flechas). Las células muestran vesiculas
lipidicas de mayor tamafio sin coloracion.
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Las micrografias electrénicas de este trabajo se obtuvieron de cortes ultrafinos de
entre 50 a 60 nm de espesor y por sus dimensiones, en los cimulos de ICG se encuentran
de 2 a 4 granulos sobrepuestos lo que afecta la formaciéon de la imagen. Ademas, las
variaciones en el grosor del corte también afectan la interpretacion y analisis de las
relaciones morfologicas y espaciales entre los granulos componentes de los cimulos y las
fibras presentes en los contornos de la cromatina compacta, debido a la superposiciéon de
elementos menores al grosor del corte. Esta problematica no se resuelve mediante el uso

de cortes seriados y reconstruccion tridimensional.

La siguiente imagen (figura 9) es una micrografia que muestra un panorama general
de la ultraestructura de un hepatocito de higado de S. torquatus, contrastado con la técnica

general con acetato de uranilo y citrato de plomo.

30



Sarai Cruz-Gémez Andlisis ultraestructural de los granulos intercromatinianos en nucleos de
hepatocitos de la lagartija Sceloporus torquatus

Fig. 9 Micrografia electrénica de un nlcleo celular interfasico (N) de hepatocito de la lagartija vivipara
Sceloporus torquatus, el tejido fue procesado con la técnica convencional para microscopia electrénica de
transmisién. Primer contraste con tetraéxido de osmio, segundo contraste con acetato de uranilo y citrato de
plomo, observado a 80 kV. En el nucleoplasma, el material mas electron denso corresponde a cimulos de
cromatina compacta (Cr), algunos de los cuales se observan adosados a la envoltura nuclear (EN). En el
citoplasma (C) se distinguen algunos organelos como mitocondrias (M) y el sistema de membranas en
paralelo del reticulo endoplasmico rugoso (RER). Y en la envoltura nuclear varios poros nucleares (PN)

Las figuras 10 y 11 muestran nucleos interfasicos de hepatocito contrastado con
EDTA. En ambas micrografias se observan con mayor contraste, el nucléolo y las particulas
ribonucleoproteicas. En la figura 11 se resalta uno de los cumulos de ICG, del cual se
observa un acercamiento en la figura 12.
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La forma de abordar el analisis ultraestructural de la organizacién tridimensional de
los granulos intercromatinianos (ICG) y su asociacion morfoldgica y espacial con las fibras
pericromatinianas (PCF) se llevé a cabo mediante la generacion de imagenes en

estereopares que se presentan colocando una al lado de la otra (figuras 13 y 14), de tal

Fig. 10. Micrografia electronica de un nucleo celular interfasico de hepatocito de Sceloporus torquatus
contrastado con la técnica regresiva preferencial con EDTA de Bernhard para ribonucleoproteinas. Se puede
observar la cromatina compacta en un tono gris debido al efecto quelante del EDTA. En el nucleoplasma, en
la zona intercromatiniana se aprecian varios cumulos de granulos intercromatinianos (ICG), con la
arquitectura fibrogranular descrita en células de mamiferos. Los cumulos se observan cercanos a las zonas
fibrosas, electron densas correspondientes a las fibras pericromatinianas (cabezas de flechas)
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manera que el observador ajuste su distancia interpupilar para lograr la superposicién de
las imégenes. Considerando que cuando el cerebro logra formar una sola imagen en
tercera dimension, se perciben diferentes intensidades de grises y diferentes planos dentro

del grosor del corte, unos por detras y otros ligeramente mas adelante que otros.

Fig.11 Micrografia electronica de un nudcleo celular interfasico (N) de hepatocito de Sceloporus torquatus,
contrastado con la técnica regresiva preferencial con EDTA. Notese el borde de la envoltura nuclear, el
citoplasma (C), las mitocondrias (M), los cimulos de cromatina aclarada (Cr) adosada a ella. El nucléolo
(Nu) muy contrastado y en el nucleoplasma un ambiente fibrogranular. El recuadro (véase acercamiento en
la Fig. 9) muestra un cimulo de granulos intercromatinianos (ICG), fibras pericromatinianas (PCF) rodeando
la cromatina y las flechas sefialan algunos granulos pericromatinianos (flechas), de mayor tamafio que los

granulos intercromatinianos que conforman el cimulo, algunos con su halo claro caracteristico (flecha con*)
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Fig. 12 Cdmulo de granulos intercromatinianos (ICG) a mayor aumento, en el que se puede apreciar su
ultraestructura fibrogranular ademés de que se observan interconectados con las fibras pericromatinianas
presentes en los bordes de los cimulos de cromatina compacta (Cr). La muestra fue contrastada con la
técnica regresiva preferencial para ribonucleoproteinas con EDTA, por lo que se puede apreciar al nucléolo
(Nu) como la estructura ribonucleoproteica mas conspicua y la cromatina con un contraste poco denso a
los electrones.

A continuacion, se muestran dos imagenes de un mismo campo, obtenidas
mediante la inclinaciébn de la muestra, lo que resulta en un par de imagenes en
estereopares que se han colocado una junto a la otra para ser observadas, de ser

requeridas, con gafas especiales para este tipo de observaciones.

34



Sarai Cruz-Gémez Andlisis ultraestructural de los granulos intercromatinianos en nucleos de
hepatocitos de la lagartija Sceloporus torquatus

Fig. 13y 14 Micrografias en estereopares de un cimulo de granulos intercromatinianos (ICG), préximo al
nucléolo (Nu) de un hepatocito de Sceloporus torquatus en las que se aprecia arquitectura fibrogranular del
cumulo. La muestra fue contrastada con la técnica regresiva preferencial con EDTA de Bernhard para
ribonucleoproteinas.
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Otra forma de presentacion de estas imagenes bidimensionales (figuras 15, 16 y
17) se hace mediante anagramas (azul/rojo) denominadas anaglifos para ser observadas

con gafas especiales que tienen un filtro rojo para un ojo y un filtro azul para otro, de tal

manera que la integracién tridimensional la realiza el cerebro del observador.

Fig. 15 Anaglifos de micrografias en estereopares de un cumulo de granulos intercromatinianos (ICG),
préximo al nucléolo (Nu) de un hepatocito de S. torquatus en las que se aprecia arquitectura fibrogranular
del cimulo. Cromatina (Cr) aclarada por aplicar EDTA como quelante. La flecha sefiala unafibray la cabeza
de flecha muestra un granulo.
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Las particulas de interés se aprecian en las imagenes en anaglifos, como una

marafia gruesa, de un lazo deshilado —las fibras pericromatinianas— que se conectan con

estructuras esféricas, rugosas —los granulos intercromatinianos-—.

Fig. 16 Anaglifos de micrografias en estereopares de un cimulo de granulos intercromatinianos (ICG),
proximo al nucléolo (Nu) de un hepatocito de S. torquatus en las que se aprecia el ambiente fibrogranular
y la continuidad entre las fibras (flecha) y los granulos intercromatinianos (cabeza de flecha).
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Fig. 17 Anaglifos de micrografias en estereopares de un cimulo de granulos intercromatinianos (ICG),
proximo a la cromatina de un hepatocito de S. forquatus en las que se aprecia la continuidad entre los
elementos fibrogranulares. Se uso la técnica preferencial regresiva para ribonucleoproteinas, la cromatina
(Cr) se nota aclarada, adosada a ella, resaltan con tonos mas oscuros las fibras pericromatinianas (PCF).
Notese la conexion que se hace evidente en el area ocupada por el cimulo de granulos intercromatinianos.
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DISCUSION

Con estos resultados obtenidos a partir de las observaciones, se puede confirmar
que hay elementos de naturaleza ribonucleoproteica (RNP) en la region intercromatiniana
del nucleoplasma de los hepatocitos del reptil, la lagartija vivipara S. torquatus. Estos
componentes RNPs se observan como agrupaciones de granulos en cumulos de forma
irregular, ocupando de manera notoria parte del espacio intercromatiniano. La morfologia
y el tamafio de los ICG en los hepatocitos de este reptil son constantes, el diametro
promedio de estos granulos es de 20 £0.53 nm. Por lo tanto, por su tamafio, localizacion y
composicion quimica, coinciden con la definicion de los ICG descritos en células de
mamiferos descritas por primera vez por Monneron y Bernhard en 1969. Ademas de esos
ICG también se observaron, granulos pericromatinianos (GPC) y fibras pericromatinianas

(FPC).

Las variaciones del patrén moteado debido a cambios en la tasa de transcripcion y
splicing se han descrito tanto en células como en tejidos, de mamiferos y otros vertebrados
(Jiménez-Garcia y Spector 1993; Segura-Valdez et al, 2007). Ademas, como ya se ha
mencionado, en mamiferos el patron moteado corresponde ultraestructuralmente a los
cumulos de granulos intercromatinianos. Por otra parte, también se ha descrito que estas
nanoparticulas nucleares asociadas con el reclutamiento de factores de splicing se
relacionan con dicha funcién y que su ultraestructura es una propiedad que responde a un

sistema organizado (Carmo-Fonseca, 2002).

Entonces, los resultados obtenidos en este trabajo sobre la morfologia y
organizacion ultraestructural de los ICG en hepatocitos de S. torquatus, sugieren que tanto

la morfologia, la dinamica, los mecanismos de reclutamiento de los factores de splicing, asi
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como su participacion en el control de la expresion de los genes, estan presentes en reptiles
ya que los elementos de composicion molecular de estos granulos intercromatinianos,
permiten confirmar que esta organizacion intranuclear de las particulas ribonucleoproteicas
se ha conservado a lo largo del proceso evolutivo como ya se habia sugerido en 1989 por

Jiménez-Garcia y colaboradores (Jiménez-Garcia et al, 1989 b).
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CONCLUSIONES

En ndcleos en interfase de células del higado de reptil, la lagartija vivipara
Sceloporus torquatus se pudo mostrar la presencia de cumulos de granulos

intercromatinianos con estructura fibrogranular similar a la descrita para mamiferos.

Su composicion ribonucleoproteica se corroboré con la técnica regresiva

preferencial con EDTA de Bernhard.

Mediante la reconstruccion tridimensional con estereopares procesados
digitalmente para generar anaglifos, se logré apreciar las asociaciones morfolégicas
como interconexiones entre los granulos y las fibras que componen los cimulos en

los que se organizan los granulos intercromatinianos.
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