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RESUMEN

La transicion de telofase al periodo G, interfasico incluye el proceso de
nucleologénesis o reorganizacion nucelolar en la que especificas regiones (NOR) de
determinados cromosomas en cada cariotipo se encuentran involucradas en la formacion
de los nuevos nucleolos.

Los estudios realizados en células que efectiian esta transicidon muestran que
tanto la sintesis de proteinas como la de RNA, que son inexistentes en las etapas medias
de la mitosis, aumentan su intensidad al final de la telofase, precisamente durante el
periodo de reorganizacion nucleolar, justamente cuando son observados los llamados
cuerpos prenucleolares en la superficie de los cromosomas.

Para abordar de qué manera podrian influir la biosintesis de proteinas y del
RNA en la nucleologénesis se partié de varios hechos: a) El marcado citocinesis por
inhibiciéon mediante cafeina; b) el conocimiento de que la nucleologénesis abarca a un
7,4% de la duracion del ciclo celular y se sitia entre telofase y G1 temprano; c) la
aplicaciéon de inhibidores de sintesis de proteinas o de RNA antes, durante y
posteriormente al marcado binucleado y su analisis sobre la reorganizacion celular.

Experimentalmente se demostré que los cuerpos prenucleolares no eran
productos inmediatos de la actividad transcripcional de los cromosomas post-
metafasicos, apareciendo independientemente de una simultanea sintesis de proteinas. La
correlacion cronologica perfecta entre la desaparicion de los cuerpos prenucleolares y la
nucleologénesis completa, asi como su adelantamiento mediante inhibicion de sintesis de
proteinas o su bloqueo por inhibicion de la sintesis de RNA, mostraron
concluyentemente qué factores se encontraban en el proceso de nucleologénesis.

" Discurso de ingreso como Académico Correspondiente, leido el 2 de diciembre de
1999
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La existencia del NOR no siempre asegura la reorganizaciéon de un nucleolo.
Puede existir dominancia de unos NORs sobre otros, tanto inter- como intra-especificos,
formandose un nimero de nucleolos inferior al numero de NORs, debiéndose a proteinas
de union al DNA condicionadas por el nivel de metilacion de sus citosinas. Esta
dominancia en la nucleologénesis es detallada en sus diferentes fases.
Palabras clave: Transcripcion celular.- Nucleologénesis

SUMMARY
Reinitiation of the Transcription in the celular cycle. Nucleologenesis

The transition from a telophase to the G1 of a new cell cycle includes the
nucleologenesis process o nucleolar reorganization. In it, specific chromosomal regions
of the Kkaryitype, the nucleolar organizer regions (NORs) are involved in the
development of the new nucleoli responsible for the synthesis of ribosomal RNAs in the
cell.

Synthesis of both RNA and proteins are cancelled or very low in the central
stages of mitosis. They re-start or increase again by telophase completion, when many
small prenucleolar bodies appear on the surface of chromosomes.

To assess how the reinitiation of RNA and protein synthesis at the beginning of
the new cycle affect the nucleologenesis process, three premises were used: a)
synchronous telophases become binucleate cells in eartly Gl if blocking their
cytokinesis by caffeine; b) the whole nucleologenesis takes place in a time window that
represent only 7.4% of the whole cell cycle duration, RNA or protein synthesis at
different times of the nucleologenesis process. They were used for the kinematic study of
the process.

It was shown, for the first time, that the prenucleolar bodies were not product of
nay concurrent RNA synthesis taking place after metaphase. Moreover, their appearance
was also independent from the reinitiation of the mature nucleoli were growing, the
advancement in the completion of the nucleologenesis when the simultaneous protein
synthesis was prevented, and their inhibition when the re-start of rDNA synthesis was
prevented, allowed to design a model integrating the different factors involved in
nucleolar formation.

Lastly, it is a long standing fact that the presence of a NOR does not always
ensure the development of a nucleolus on it. Thus, a NOR could result active (dominant)
in developing a nucleolus versus okther interspecific, independent from the normal
fusion of nucleoli formed in different NORs. Nucleolar dominance or amphiplastia can
be achieved by selective hypomethylation of cytosines in certain NORs. The factors
involved in such process has been determined.

Key words: Celular transcription.- Nucleologenesis.
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Hace exactamente un siglo (1898) Montgomery publicaba en el
Journal of Morphology una revision de 327 paginas sobre el nucleolo.
Este trabajo posee unas 700 referencias obtenidas desde 1781, en que
Fontana describio por primera vez esta formacion del nicleo celular, en
un tratado sobre el veneno de la vibora. Se puede sefialar que esta revision
marca una frontera entre una época eminentemente descriptivo-
morfoldgica y la posterior y actual que viene a desarrollar un periodo
preferentemente analitico, ya de la estructura nucleolar, ya de su
fisiologia, actividad y comportamiento en la célula.

No cabe duda que el avance alcanzado en la presente centuria en
la Biologia ha abarcado a todos los componentes celulares, desde el
citoplasma y sus organulos (mitocondrias, plastidios, lisosomas,
centrosomas, aparato mitotico, etc.) hasta el nucleo celular con los
cromosomas, lograndose un conocimiento profundo de la composicion y
funcion de todos ellos. Sobre el nucleolo no podria ser menos.

La palabra nucleolo viene a ser un diminutivo de un diminutivo.
Nucleo proviene del latin nux y significa nuececilla. Pues bien, nucleolo
seria como la pequefia nuececilla del nucleo celular (Valentin, 1839) (1).

El ntcleo celular y los nucleolos se encuentran intimamente
asociados. El hecho que los cromosomas no se observen al microscopio
optico desde el paso de telofase a interfase del ciclo celular, y
paralelamente se vayan viendo los nucleolos y, por otra parte, el que los
nucleolos vayan desapareciendo en el transcurso de la interfase-profase,
mientras los cromosomas se hacen microscdpicamente visibles, llevo a la
consideracién de la existencia de una marcada asociaciéon de unos con
otros, que permitid incluso formular como causa y origen de unos u otros,
ya a los cromosomas ya a los nucleolos.

A finales del siglo XIX (1879) se describe extensamente la
division del nucleo celular. Se introduce un nuevo método para el estudio
de la multiplicacién celular. En este afio tres cientificos publicaron las
observaciones que habian realizado al microscopio bajo condiciones en
que se podia seguir a las células en el curso de su division. Strasburger (2)
utiliza los pelos estaminales de Tradescantia como material de
observacion, mientras que Flemming (3), por ana parte, y Schleicher, por
otra, emplean células de embriones de anfibios, especialmente
salamandra. Flemming (3) y Schleicher (4) publican en el mismo
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fasciculo de la misma revista (Archiv fiir mikroskopische Anatomie) las
diferentes etapas por las que transcurre el nucleo celular durante su
division. Al conjunto del proceso Flemming lo denomind mitosis (del
griego mitos, filamentos) y Schleicher lo llamé Kariocinese (del griego
karyo, nucleo, y cinese, movimiento). Lo llamativo fue y es para el
observador los cambios morfologicos observados al microscopio que
tenian lugar en el ntcleo durante la division de la célula. Lo otro, el
“espacio” que transcurre entre dos divisiones celulares y en el que destaca
el nucleo fue llamado por Flemming “Ruhekern” (ntcleo en reposo). Es
justamente cuando el ntcleo alcanza el maximo de actividad metabdlica.
En 1965, el Instituto Rockefeller de Nueva York publicd en su revista
Journal of Cell Biology la traduccion del articulo de Flemming titulado
Beitrdige zur kenntnis der Zelle und Ihre Lebens Erscheinungen publicado
en la revista alemana Archiv fiir mikroskopische Anatomie de 1880. Estas
investigaciones confirmaban los distintos estadios del proceso de division
del nucleo, que ocurrian de manera secuencial, dando una visién
fundamental de la mitosis aun en sus menores detalles y mostrando que se
trataba de un proceso comun tanto para las células vegetales como
animales.

Por entonces se consideraba como diferencia basica de los
componentes celulares su distinta capacidad de tinciéon con diversos
colorantes. Asi, el propio Flemming vio que el nucleo celular y los
cromosomas se tefiian con colorantes bésicos y por ello dio el nombre de
cromatina a la sustancia nuclear coloreable.

Hacia ya unos afios que Miescher (1871) (5) habia aislado una
sustancia proveniente de los nucleos de células del pus obtenido de los
heridos de la guerra franco-prusiana a la cual denomind nucleina. La
nucleina mostrd ser un componente permanente del nucleo celular. Llegd
a esta conclusion después de analizar otros tipos celulares, como el
esperma que obtenia de los salmones que remontaban el Rhin, a su paso
por Basilea, su ciudad natal, a la que habia regresado en 1872. El
demostré6 que la nucleina, en el caso del esperma, se encontraba
combinada con una sustancia nitrogenada altamente basica, a la que llamo
protamina. Zacharias (1881) (6) aplica el sistema de extracciéon de
Miescher a diferentes tipos celulares, tanto animales como vegetales, de
cuyos nucleos siempre es capaz de extraer la nucleina. Estos trabajos de

4



VoL. 67, (1) 2001 NUCLEOGENESIS

Zacharias fueron conocidos por Flemming (7), el cual en su libro
Zellsubstanz, Kern und Zelltheilung (1882) define la cromatina como la
sustancia que constituye el entramado del nucleo y la considera idéntica a
la nucleina. Actualmente, conocemos a compuestos importantes de dicha
sustancia con el nombre de 4cidos nucleicos.

El progreso en el estudio de la quimica de los 4cidos nucleicos fue
muy rapido desde el momento en que Altmann (8) ided un método para
prepararlos aislados de proteinas (1889). En pocos afios se encontrd que
poseian tres componentes: acido fosforico, dos tipos de bases organicas,
purinas y pirimidinas, y un carbohidrato. Las fuentes de las que se
extrajeron los acidos nucleicos fueron las levaduras, por una parte, y las
células del timo por otra. Los acidos nucleicos de cada uno de los
origenes poseian ciertas diferencias y ello llevd a una prematura
generalizacion que distinguia al 4cido nucleico del las plantas (acido
zimonucleico) del de las células animales (4cido timonucleico). Sin
embargo, esta dicotomia se mostrd falsa: todos los nicleos poseen acido
desoxirribonucleico (DNA, antes conocido como &4cido timonucleico)
mientras que el llamado &4cido zimonucleico correspondia al &cido
ribonucleico (RNA), principalmente citoplamico, que se aislaba tan
abundantemente de los hongos. Feulgen (9), en 1914, demostrd ademas
que el inestable carbohidrato del DNA no era una hexosa sino una
pentosa que, por hidrdlisis, liberaba una aldehido. Este se podia detectar
mediante un agente que reaccionaba con este tipo de sustancia: el
colorante fucsina decolorado con acido sulfuroso. Diez afios mas tarde,
Feulgen y Rossenbeck (10) (1924) fueron gratamente sorprendidos al
aplicar el colorante al germen de trigo y observar la tincion especifica del
nucleo de sus células. Esta técnica sigue empleandose en la actualidad
tanto en microscopia dptica como en microspectrofotometria, para valorar
el contenido de DNA de un nucleo concreto.

Fue Heitz (1931) (11) quien, aplicando la técnica de tinciéon de
Feulgen a células de los meristemos de Vicia faba L., siguiendo la
tradicion de los citdlogos clasicos, demostré la correlacion de las
posiciones de los nucleolos en el nucleo con la de ciertos cromosomas
especificos. Heitz establecid que los nucleolos se originaban en lugares
concretos de cromosomas determinados que microscOpicamente se
presentaban como constricciones secundarias en las que el DNA
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compacto, caracteristico de los cromosomas metafésicos no parecia estar
presente. El llamé a estas regiones zonas SAT (sine acido
thymonucleinico). Las regiones SAT venian a delimitar, por su situacién
en el cromosoma, una zona relativamente pequefia del mismo, existente
en uno de sus extremos a la que se denomind “satélite” del cromosoma.
En otras palabras, los cromosomas ‘“satelizados” poseian una region
(SAT) en la que en los estadios tempranos de la interfase se organizaban
los nucleolos, proxima al pequefio segmento terminal del cromosoma o
satélite. Heitz, en 1929 (12), estudid los cromocentros en las células de las
plantas, a los que llam6 “regiones heterocromaticas”, demostrando
igualmente que se hallaban relacionadas con regiones especificas de
determinados cromosomas.

McClinctock (1934) (13), que estudiaba en la década de los afios
30 la citogenética del maiz, analizé6 de qué manera se recomponian los
cromosomas después de ser tratados con rayos X. En el momento crucial
de su trabajo observa que el nucleolo se encuentra siempre organizado en
una region especifica del cromosoma 6. Esta zona a la que denomind
NOR (nucleolar organizing region) era heterocromatica y, si mediante
rayos X era fracturada, los posteriores reagrupamientos de sus porciones
seguian poseyendo capacidad de reorganizar nucleolos, de acuerdo a sus
respectivas longitudes. Esto ultimo evidencia que el NOR esta compuesto
por regiones repetidas y la separacion experimental de ellas permite
dilucidar que estan formadas por multiples genes nucleolares.

Mc Clintock (1934) que relaciona sus hallazgos con los de Heitz
sefiala que la region SAT de Heitz era el lugar residual en donde se forma
el nucleolo y a su vez indica, en relacion a los experimentos de Navashin
(14) (1932), que el tamafio de la constriccion podia estar relacionado tanto
con el volumen nucleolar como con la contracciéon cromosomica.

Estudios de Caspersson (15) sobre el nucleolo lo relacionaron con
la sintesis de proteinas (1940). Por otra parte, el papel del nucleolo en la
sintesis del RNA ribosomal fue concluyentemente demostrado por Brown
y Gurdon (1966) (16) en mutantes de Xenopus laevis. La hibridacion de
DNA-RNA ha mostrado la multiplicidad de genes que codifican el RNA
ribosomal (Ingle y Sinclair, 1972) (17), otra manera de sefalar lo ya
indicado por McClintock e, igualmente, que estos genes se encontraban
en el NOR (Birnstiel et al., 1966) (18) y finalmente se establecio
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inequivocamente que el lugar cromosdémico (NOR) posee los genes que
codifican los RNA 18S, 5,8S y 28S que se encuentran en los ribosomas
(Birnstiel et al., 1971) (19).

Simultdneamente a estos hallazgos, la inhibicién especifica de
sintesis de macromoléculas ha servido para dilucidad la estructura y
funcién nucleolar. De esta manera, Reynolds et al. (1964) (20) y Schoefl
(1964) (21) observaron en los nucleolos de los hepatocitos una
redistribuciéon de sus componentes estructurales al ser tratados con
actinomicina. Bernhard et al. (1965) (22) denominaron a este fendmeno
“segregacion nucleolar”, la cual es originada por una serie de inhibidores
(Stockert et al., 1970) (23) y se la considera como una caracteristica
propia del nucleolo inactivo en transcripcion. En 1970, Giménez-Martin y
Stockert (24) demuestran que la segregacion nucleolar era también un
fenomeno natural, similar al inducido por drogas y caracterizado por la
separacion de las regiones fibrilar y granular del nucleolo, encontrandose
aquélla siempre alrededor de la pars chromosomica (NOR). Si la revision
escrita por Montgomery (25) en 1898 marca un limite al conocimiento
sobre el nucleolo hasta entonces, las comunicaciones en el Simposio
Internacional sobre el Nucleolo, realizado en Montevideo en 1966,
muestran todos los conocimientos existentes sobre el nucleolo hasta ese
momento. Posteriormente los libros editados por Busch y Smetana (1970)
(26), Jordan y Cullis (1982) (27), Hadjiolov (1985) (28), asi como las
revisiones de Hay (1968) (29), Bernhard y Granboulan (1968) (30),
Lafontaine y Lord (1968) (31), Lafontaine (1974) (32), Giménez-Martin
et al. (1977) (33), Goessens (1984) (34), Benavente y Scheer (1990) (35)
sefialan los conocimientos que se han ido alcanzando hasta esta década.

El ciclo celular

Para llegar a conocer qué es lo que sucede en el nucleolo durante
la proliferacion celular es preciso delimitar la trayectoria de las
investigaciones llevadas a cabo sobre el ciclo. El ciclo celular es el
espacio existente entre dos divisiones celulares sucesivas. De hecho, es la
programacion de la vida de una célula desde que se forma hasta que ella
origina sus dos descendientes, con todas las caracteristicas morfoldgicas y
fisiologicas de la misma. En otro orden de cosas es el sistema que tiene la
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célula de formar nuevas unidades fundamentales del organismo vivo,
sustituir a las fenecidas y mantener permanentemente la capacidad
organica de cada ser. En otras palabras, el aforismo ommnis cellula e
cellula de Virchow.

Ya se sabia desde finales del pasado siglo el proceso que ocurre en
la célula al dividirse. Es decir, las fases que se suceden durante el espacio
en que un nucleo se dividia en dos ya tenian nombre, asi como el conjunto
del proceso: mitosis o cariocinesis. Pero ;qué sucedia en los nucleos
formados entre el final de una mitosis hasta el comienzo de su propia
division? Flemming, como ya indicdbamos lo llamoé Ruhekern, nucleo en
reposo, actualmente denominado interfase celular. Fueron Howard y Pelc
(1951, 1953) (36, 37) empleando **P los que demostraron que su
incorporacién al nucleo celular no se realizaba durante todo el periodo
interfasico, sino en un espacio especifico del mismo entre un periodo
postmitotico y otro premitético en los que el nticleo no captaba el isétopo.
Estos autores denominaron al periodo de incorporacion del isotopo al
ndcleo celular con la sigla S, de sintesis, y a los otros dos con G; al
postmitdtico y G, al premitotico. Para algun autor este hallazgo en el que
la interfase se divide en G;, S y G, mds la division nuclear (mitosis)
marca el nacimiento de los estudios sobre el ciclo celular proliferativo.

Ya teniamos el ciclo celular con relacion al ntcleo pero faltaba
conocer como se dividia el citoplasma a través del proceso de citocinesis.
Los hallazgos tardaron 13 afios mas, hasta que fue publicado en 1963 por
Whaley y Mollenhauer (38) y Frey-Wyssling et al. (1964) (39) expusieron
como sucedia el proceso citocinético en células vegetales y cuatro afios
después Risuefio et al. (1968) (40) detallaron las distintas fases del
mismo, Lopez Saez et al. 1966 (41).

El primer problema planteado estribd en el hallazgo de métodos
para averiguar cudl era la duracion del ciclo y sus diferentes etapas. Seria
prolijo el detallar los distintos intentos de elaborar metodologias con esa
finalidad. Nos centraremos en puntos basicos de ellas: la sincronia
natural, la sincronizacion artificial, etc.

En los tejidos de reposicion, como pueden ser ante todo los
epitelios en los organismos animales y las regiones meristematicas en las
plantas, las células se encuentran en plena proliferacion, no presentando
otra alternativa que la de duplicar su contenido y la de dividirse;
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duplicacion del conjunto de la masa celular y duplicacion del ntimero de
células constituyen el eje fundamental, en estos casos, de la actividad
celular, dando lugar a un ciclo que sigue la pauta duplicaciéon — reparto
— duplicaciéon — reparto —... y la célula puede salir de esta situacion
especialmente hacia la diferenciacion.

El ciclo mitdtico posee dos amplios periodos: la interfase y la
division. Logicamente un sistema excelente para el estudio cuantitativo
del ciclo es aquel que emplease un material caracterizado por el hecho de
que sus células se encontrasen en completa sincronia. En este sentido se
emplearon, en un principio, las primeras divisiones celulares de los
embriones, observando que los nucleos de las morulas y bléstulas
iniciaban y finalizaban sus divisiones sincrénicamente. No en todos los
embriones el numero de ciclos en que las células se desarrollaban
sincrénicas era el mismo. Asi, en los anfibios, solian ser de unos 15
ciclos; en el embrion del Anfioxus la sincronia es de 3 ciclos; en
Paracentrotus lividus, 6 ciclos, etc. Este tipo de ciclos de division posee
una caracteristica especial, la secuencia duplicacién — reparto viene
modificada con respecto a los ciclos celulares mas generalizados en razon
al hecho que el material incluido “en duplicaciéon” se halla previamente
sintetizado ya en la etapa del zigoto. Por ello, los periodos G; y G; se
encuentran extremadamente restringidos, cuando no inexistentes.

Sin embargo, como material idoneo y caracteristica de los
llamados sincronicos naturales, se encuentra el mixomiceto Physarum
polycephalum cuyo soma consiste en un microplasmodio que contiene de
2 a 100 nucleos diploides que pueden confluir con otros microplasmodios
y constituir un macroplasmodio conteniendo millones de nucleos.
Sachsenmaier (1964, 1966) (42, 43) y otros autores han utilizado este
material para averiguar la duracion tanto del ciclo nuclear como de los
diferentes periodos del mismo.

La carencia, en sentido amplio, de material sincronico natural ha
obligado a los cientificos a procurarselo mediante diferentes tratamientos
experimentales. Asi, la sincronia de los ciclos se consigue en Euglena
gracilis mediante cultivo sometido a periodos de iluminacion de 14 horas,
seguidos de 10 horas de oscuridad; al comenzar la oscuridad se inician las
mitosis y en la siguiente fase de iluminacion se realiza todo el proceso de
biosintesis, alcanzando el doble de su masa de una manera lineal para
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realizar su nueva division en el siguiente periodo de oscuridad (Cook,
1966) (44).

Un sistema similar permite la sincronizacion en otros tipos como
Chlorella vulgaris, lo cual facilita tanto la medida de la duracion del
ciclo, de sus fases y de los estudios bioquimicos que se llevan a término
en el periodo S (Lafeber y Steenbergen, 1967) (45).

Scherbaum y Zeuthen (1954) (46) establecieron una metodologia
similar a los tratamientos luz/oscuridad, pero siguiendo un esquema
diferente. Estos autores emplearon una cualidad especial del ciliado
Tetrahymena pyriformis: su gran sensibilidad a los cambios de
temperatura, conocida desde 1928. De esta manera, Scherbaum y
Zeuthen, cultivando los ciliados durante 30 minutos a 33,5° C y 30
minutos a 29,5° C durante periodos de ocho horas consiguieron una
excelente sincronizacion de los cuatro ciclos posteriores al cese del
tratamiento.

En los afios 60 se realizaron experimentos con la intencion,
igualmente, de sincronizar las células en ciclo. A este respecto, sélo citaré
dos efectos puntuales. A diferencia de las metodologias anteriores que
pueden consignarse como de efectos generales sobre el ciclo, aquellos
otros que se refieren a la accién de drogas pueden considerarse como de
accidon puntual. Vamos a resumir la actividad de dos drogas, una que
acttia en la frontera entre el G; y S y la otra en la zona entre el S y el G,.
La primera es la hidroxiurea (Navarrete et al., 1979) (47) y la segunda, el
5-aminouracilo (Prensky y Smith, 1965; Wagenaar, 1966) (48, 49). El
sistema empleado de sincronizacidon es el mismo: las células del tejido
proliferativo desarrollan su ciclo hasta el punto del mismo en que actia la
droga y alli se van concentrado a medida que lo van alcanzando. Las
células, por tanto, encuentran bloqueada su progresion a través del ciclo y
se van acumulando en cualquiera de dichas regiones. Si el tiempo de
tratamiento por la droga es el de la duracidon de un ciclo, el nimero de
células en proliferacion detenidas puede llegar a alcanzar al 70-80% de la
poblacion celular proliferetiva. Si en ese momento se libera de la droga al
tejido, las células al cabo de un tiempo de recuperacion reinician
simultaneamente el ciclo que habia sido bloqueado.

En 1959 y gran parte de la década de los 60, se aportaron nuevos
métodos que podemos sefialar como caracteristicos de un sistema de
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marcado celular. El primero tomé como base el hecho que sélo las células
que se encontraban en el periodo S del ciclo y se les aportaba timidina
tritiada eran capaces de incorporar el nucleésido marcado y de esta
manera, mediante autorradiografia, poder detectar el isétopo y ser
seguidas hasta que entraban en la primera mitosis después del marcado y
alcanzaban, posteriormente, la segunda mitosis. La duracién del ciclo se
media por la distancia entre los maximos de dos mitosis sucesivas
marcadas (Quastler y Sherman, 1959) (50). Otro tipo de marcado, a
principio de los afios 60, fue elaborado por Van’t Hoff y Sparrow (1963)
(51), Vant’ Of. (1965) (52) y Van’t Of. y Ying (1964) (53) consistente en
un tratamiento con colchicina de los meristemos de Pisum sativum,
logrando con ello dos efectos: Detenimiento de las células que cursan el
ciclo en metafase y, con ello, una parcial sincronizacion de las mismas y
conversion de esa poblacion de diploide a tetraploide, alcanzando asi un
marcado por su ploidia.

Veamos ahora el método ideado por el grupo del Instituto de
Biologia Celular del CSIC de Madrid:
1° En 1965, Giménez-Martin et al. (54) Publicaron en el Journal of Cell
Biology un trabajo titulado “One new meted of labelling cells” y con él se
abri6 un futuro que se ha extendido hasta la actualidad, consistente en el
bloqueo especifico del proceso citocinético sin alterar la velocidad del
ciclo, originando células binucleadas; el caracter binucleado es la
condicioén de marcado de estas céulas.
2° El marcado binucleado tiene estas caracteristicas: a) se conoce en qué
instante del ciclo se realiza este marcado; b) se distingue el cardcter
binucleado del mononucleado del resto de la poblacién celular; c¢) la
poblaciéon meristematica se demostrd constante y a su vez
proporcionalmente constantes sus indices mitoticos y de fases; d) el flujo
celular ...0...% de células que pasan por cada punto del ciclo por unidad
de tiempo es constante e inversamente proporcional a la longitud del
ciclo.

Una vez obtenido el marcado fue aplicado al estudio de Ia
duracion del ciclo. A diferencia del tratamiento con colchicina, las células
que transcurren por la zona del ciclo en que actta la cafeina prosiguen el
mismo de tal manera que el unico efecto de la cafeina es el inhibir la
citocinesis pero sin alterar el desarrollo del ciclo cromosémico. El numero
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de células que quedan marcadas como binucleadas es proporcional a la
velocidad del ciclo y éste es un pardmetro que nos puede dar la duracién
del mismo. Llamando flujo celular (@) a la cantidad de células % que
pasan por cada punto del ciclo en una unidad de tiempo, lo podemos
relacionar con la duracion del mismo (T):
@ =100/T

Es decir, el flujo celular es tanto mayor cuanto menor es la
duracioén del ciclo. Siguiendo esta formula, De la Torre et al. (1971) (55)
elaboraron otro método para averiguar la duracién del ciclo celular
mediante tratamiento de la poblacion meristematica con timidina tritiada
durante 10 min, y, transcurrida una hora, valorar la frecuencia de células
marcadas en la poblacién durante otro diez minutos analizando otra
muestra. La diferencia en células marcadas entre esta segunda muestra y
la primera corresponde a la frecuencia celular que inicid replicacion
durante la hora transcurrida. Las células que inicialmente se marcaron por
hallarse en el periodo de replicacion y continuan todavia en él una hora
después son marcadas por una segunda vez; aquéllas que se marcaron la
primera vez pero pasaron a G, durante la hora transcurrida sélo tendran la
marca del primer tratamiento con timidina tritiada; y las que iniciaron su
replicacion son las marcadas una Unica vez por el segundo tratamiento. Es
decir, la diferencia entre la frecuencia de marcado en % es el flujo celular.

Sin embargo, la primera aplicacion del método del marcado de
binucleadas se realiz6 para estudiar cual era el tiempo que una poblacion
celular binucleada necesitaba para entrar en divisidbn por primera y
segunda vez, considerando este tiempo como el de la duracion del ciclo
(Giménez-Martin et al., 1965) (54). Posteriormente se analizaron las
diferencias ente longitudes de los ciclos a diferentes temperaturas,
comprobandose la permanencia de los indices mitoticos y de fases en
cada una de ellas, aunque las duraciones de los ciclos variaban al
modificar la temperatura, obteniéndose la valiosa conclusion que la
proporcionalidad de las duraciones de cada una de las fases era constante
sea cual fuere la duracion del ciclo (Lopez-Saez et al., 1966) (56). Cinco
afios después se analiz6 la proporcionalidad entre Gy, S y G interféasicos a
diferentes temperaturas, comprobandose igualmente su mantenimiento
(Gonzalez-Fernandez et al., 1971) (57), hecho ya desmotrado en
Tetrahymena pyriformis (Mackenzie et al., 1966) (58).
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Ciclo celular y ciclo nucleolar

El estudio de los meristemos creciendo bajo condiciones de
equilibrio dindmico llega a establecer el nimero relativo de células en
cada uno de los compartimientos del ciclo. A través de estos datos es
posible conocer la duracion absoluta de sus diferentes fases. Como ya
hemos dicho, la aparicion y desaparicion del nucleolo en diversos estadios
del ciclo celular sugiere la existencia de un ciclo nucleolar. El anélisis de
los meristemos mediante impregnacion argéntica permite detectar cuatro
tipos diferentes de células con relacion al nucleolo (Giménez-Martin et
al., 1971) (59): a) Aquellas células meristemdticas que presentan
nucleolos maduros y que corresponden al 84,1% del total; b) aquéllas con
nucleolo en proceso de reorganizacidon (nucleologénesis) que representan
el 7,4%; c) aquéllas cuyo nucleolo se encuentra en desorganizacidn, con
el 4,7% y d) finalmente, aquéllas en las que no se observa ninguna
formacion nucleolar visible, con el 3,8% del total de las células
meristematicas.

Una observacion cuantitativa de las relaciones entre las fases de
los ciclos cromosdémico y nucleolar ha hecho posible determinar que la
desorganizacion nucleolar ocupa sélo una porcion de la profase y que la
nucleologénesis tiene lugar durante la telofase y la interfase temprana.

TABLA 1
Frecuencia o duracion relativa de las diferentes fases de los ciclos
cromosomico y nucleolar

Ciclo cromosomico % Ciclo nucleolar %
Profase 6,1 |Desorganizacion 4,7
Metafase 1,7
Anafase 1,2 |No visible 3.8
Telofase 3,9 | Nucleologénesis 7.4
Interfase 87,1 |Nucleolo organizado 84,1

13




GONZALO GIMENEZ MARTIN ANAL. REAL ACAD. FARM.

Las fases de los ciclos nucleolar y cromosdmico ocupan
segmentos del ciclo que son proporcionales a las frecuencias sefialadas en
la tabla.

Variaciones en el ciclo nucleolar

La duracidén de las fases de los ciclos celular y nucleolar difieren
en cuatro regiones del meristemo de Zea mays L. Asi, en las células
iniciales de la cofia se presenta un ciclo de 8,2 horas, mientras en el
centro quiescente posee una longitud de 81,2 horas. Dos regiones de la
estela, representando la porcidn mas abundante del meristemo, tienen
ciclos de 16,4 horas (De la Torre y Clowes, 1972) (60).

Es posible relacionar las fases de los ciclos cromosomicos y
nucleolar en el meristemo teniendo en cuenta que el final de la
desorganizacion nucleolar coincide precisamente con la rotura de la
envoltura nuclear y el fin de la profase. Tanto en las regiones de la estela
del maiz, como en los meristemos de A/lium cepa L. la nucleologénesis
ocupa la tultima porcion de la telofase y parte del temprano G;. Esto
coincide igualmente con observaciones en Vicia (De la Torre el al., 1975)
(61).

Sin embargo, la nucleologénesis en el centro quiescente se realiza
en el Gj, algiin tiempo después de finalizada la telofase, mientras en las
células iniciales de la cofia se lleva a cabo durante la telofase temprana.
Estas observaciones demuestran que el ciclo nucleolar no se relaciona
estrictamente con las diferentes fases del ciclo cromosémico.

El avance de la nucleologénesis a la telofase temprana en las
células iniciales de la cofia, es interesante en si mismo porque estas
células carecen de G, y la replicacion se inicia durante la Gltima parte de
la telofase (Clowes, 1968) (62).
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NUCLEOGENESIS

Figura 1.- El diagrama muestra el acople de las distintas fases de los ciclos
cromosdmico y nucleolar en tres zonas diferentes de la raiz de Zea mays L.
formadas por células proliferando con cinéticas bien distintas. Asi, mientras el ciclo
celular dura un promedio de 16 horas en las regiones propiamente meristematicas
del parénquima del apice, lo es de s6lo unas 12 horas en la zona de iniciales de la
cofia y alcanza las 280 horas en el centro quiescente. Obsérvese que la
nucleologénesis ocurre entre telofase e interfase en el meristemo, mientras que se
anticipa a la temprana telofase en las iniciales de la cofia y, en las células del centro
quiescente, sucede ya en la interfase temprana. (Giménez Martin et al., 1977) (63)

MERISTEMO

Profase lM |A

Desorganiz.

Telofase

Nucleologénesis

INICIALES DE LA COFIA

Pro[.‘ M lA

Telofase

Desorganiz.

Nucleologén

CENTRO QUIESCENTE

Desorganizacifn

Nucleologénesis

La nucleogénesis implica la reorganizacion de los nucleolos en las
células originadas tras una mitosis. Viene caracterizada por la aparicion
de los llamados cuerpos prenucleolares, masas preferentemente fibrilares,
entre 0,1 y 0,2 um que van apareciendo bordeando la cromatina

cromosomica.

A medida que progresa la telofase

los cuerpos

prenucleolares van disminuyendo en niimero, aumentando en volumen
por fusion y paralelamente van creciendo los nuevos nucleolos.
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La aparicion de los cuerpos prenucleolares durante la telofase de
la mitosis ha sido objeto de un amplio numero de investigaciones.
Muchos autores han reportado la existencia en las células telofasicas de
distintos organismos de unos materiales que se tefiian diferencialmente
del resto de los cromosomas, los cuales fueron considerados precursores
del nucleolo y por eso denominados “cuerpos prenucleolares”
(Doutreligne, 1933; Mc Clintock, 1934; De Zeeuw, 1936; Gates, 1942;
Tandler, 1959; Lafontaine y Lord, 1966) (63, 64, 66, 67, 68). Los cuerpos
prenucleolares fueron igualmente observados bajo el microscopio
electronico (Lafontaine, 1958; Lafontaine y Chouinard, 1963; Stevens,
1965) (69, 70, 71) y, por otra parte, fue conocido que aquellas células que
carecen de NORs solamente presentan cuerpos prenucleolares
(McClinctock, 1934; Beerman, 1960; Fischberg and Wallace, 1960; Esper
y Barr, 1964) (72, 73, 74). Das (1962, 1963) (75, 76) y Das y Alfert
(1963) (77) estudiaron células conteniendo microntcleos derivados de
fragmentos obtenidos por la accion de rayos X y observaron que en
telofase tanto los cromosomas como los fragmentos daban reaccion
positiva a la impregnacion argéntica, aunque durante la interfase siguiente
al tratamiento, algunos pocos fragmentos podian organizar nucleolo.

En 1985, el grupo del Prof. Harris Bush (Robert Ochs, Michael
Lischwe, Eva Shen y Robert E. Carroll) publican en Chromosoma un
trabajo titulado Nucleologenesis: composition and fate of prenuclear
bodies, en el que establecen para las células animales las caracteristicas de
proceso nucleologénico, el cual se muestra similar en todos los aspectos a
los descritos con anterioridad en células vegetales, igualmente que en
estas células puede bloquearse la nucleologénesis mediante accidon de
drogas inhibidoras de la RNA polimerasa I.

Por otra parte, la aparicion de los cuerpos prenucleolares es
aparentemente normal aunque la reorganizacion nucleolar se encuentra
inhibida. Estos cuerpos prenucleolares no son el producto de transcripcion
simultdnea con su aparicion en telofase y no muestran incorporacion de
precursores radioactivos de RNA (Morcillo y de la Torre, 1980) (78). Si
esto es asi jde donde provienen los cuerpos prenucleolares? Cuando las
células desarrollan la mitosis a partir de la profase-metafase el conjunto
de las células muestran un marcado silencio génico. Contrariamente a lo
que se sostenia a nivel de profase hay tanto biosintesis de proteinas como
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transcripcion nucleolar que cesan al comienzo de la rotura de la envoltura
nuclear para volver a reiniciarse en la telofase temprana (Garcia-Herdugo
et al., 1974; Morcillo et al., 1976; Giménez-Martin et al., 1977) (79, 80,
81).

Otra cuestion relacionada con los cuerpos prenucleolares durante
la nucleologénesis es la existencia de un flujo de estas formaciones desde
las regiones mas lejanas de los nucleos a aquellas cercanas a los NORs.
Este gradiente de densidad de los cuerpos prenucleolares se muestra mas
evidente en los nucleos poliploides, alargados, inducidos por colchicina
(Stockert et al., 1977). E1 NOR es el lugar donde confluyen los cuerpos
prenucleolares y es el sitio donde se efectia mdas tempranamente la
transcripcion en el ciclo celular (Morcillo et al., 1976) (80).

Es curioso el hecho que la segregacion nucleolar caracterizada por
la separacion topografica de las pars granular 'y fibrilar y que de un
modo natural se observa en paquitene de los meiocitos de insectos y que
corresponde a un estadio carente de transcripcidn, lo cual fue postulado se
debia a un colapsamiento de la pars chromosomica y, consecuentemente,
la pars fibrilar que rodea siempre al NOR se concentra alrededor de éste,
mientras la pars granular se sitGa en la periferia, volvia a observarse de
una manera similar en los cuerpos prenucleolares que carecen de rDNA,
tanto en células telofasicas vegetales (Giménez-Abian et al., 1985) (81) y
animales (Ochs et al., 1985) (82); por tanto la segregacién no era
consecuencia del rDNA sino motivada por otro origen ain no conocido.

En la década de los 70 y primeros afios 80 se establecieron las
bases del proceso de nucleologénesis. En la reorganizacién nucleolar
confluian basicamente dos tipos de formaciones: los NORs y los cuerpos
prenucleolares y un factor fisioldgico: la reiniciacion de la transcripcion
después de un periodo de silencio génico. a) los NORs son regiones de los
cromosomas y como su nombre indica, capacitadas para organizar los
nucleolos y por tanto poseen el componente genético (rDNA) implicado
en la biosintesis de la maquinaria para transcribir diversos componentes
del rRNA, que a su vez se encuentran relacionadas con el procesamiento
ribosomico; b) los cuerpos prenucleolares se mostraron como
formaciones cuyo contenido provenia de componentes del nucleolo de la
interfase anterior que en su desorganizacion emigraban a las superficies
cromosoOmicas y era transportados por los propios cromosomas y que, en

17



GONZALO GIMENEZ MARTIN ANAL. REAL ACAD. FARM.

la telofase, emergian de la superficie de los mismos y paulatinamente
emigraban por el nucleoplasma a los NORs donde se unian para
reorganizar el nuevo nucleolo. Durante los afios 80 y actualmente parte de
los estudios han seguido la pauta de analizar los componentes
estructurales y moleculares del nucleolo, asi como la manera en que ellos
desarrollan su actividad bioldgica y especialmente la biosintesis del RNA
ribosomal.

Por otra parte, otros estudios se han encaminado a conocer qué es
lo que sucede con los componentes nucleolares en el espacio que media
entre el final de la profase, en que desaparece como entidad visible el
nucleolo, y la telofase, hasta entrado el periodo G; temprano, en que los
nucleolos se encuentran plenamente reorganizados (Goessens et al, 1987;
Scheer et al., 1993; Hernandez-Verdun et al., 1988) (83, 84, 85). En
general se sabe que existen proteinas nucleolares que permanecen como
remanentes asociadas al NOR (Robert-Fortel et al., 1993; Roussel et al.,
1993, Scheer y Weissenbergen, 1994) (86, 87) ; otras que se solubilizan
en el citoplasma (Schmidt-Zachmann et al., 1984) (88) y finalmente otras
proteinas que se dispersan por la periferia de todos los cromosomas
sirviendo éstos de vehiculo de transporte a través de la anafase hacia los
nucleos del final de una mitosis (Gautier et al., 1994) (89) .

En telofase podemos consignar, con relacion al nucleolo, dos
entidades presentes: el NOR que contiene los genes repetitivos de rDNA
junto con la RNA polimerasa I (Scheer y Rose, 1984) (90) y moléculas de
topoisomerasa I (Guldner et al., 1986) (91) y los cuerpos prenucleolares
conteniendo proteinas nucleolares (Gas et al., 1985; Giménez-Garcia et
al., 1989; Schmidt-Zachmann et al., 1987) (92, 94, 88). La asociacion de
estas dos entidades separadas ocurre sélo si la actividad transcripcional de
los genes rDNA se ha iniciado (Stockert et al., 1970; Giménez-Martin et
al., 1972, 1974; De la Torre y Giménez-Martin, 1982; Benavente et al.,
1987) (95, 96, 97). A través de la localizacién topoldgica de varios
antigenos en los cuerpos prenucleolares, se han identificado por
inmunocitoquimica componentes nucleolares de pequeiio RNA
(snoRNAs), asociados a ellos, en particular el U3 snoRNA que juega un
papel en el procesamiento del pre-rRNA (revision de Warner, 1990;
Hertwig et al., 1990) (93). Azum-G¢élade et al., (1994) (98) mediante
hibridacion in situ e inmunocitoquimica han demostrado claramente que
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tanto U3 snoRNA estd en los cuerpos prenucleolares y sugieren pudiera
participar en la reorganizaciéon nucleolar en asociacidn con diferentes
proteinas como la nucleolina y la fibrilarina.

El NOR es el lugar donde confluyen los cuerpos prenucleolares y
es el sitio donde se efectua mas tempranamente la transcripcion en el ciclo
celular (Morcillo et al., 1976) (80).

Por tanto, estd plenamente establecido que la reorganizacion
nucleolar en telofase comienza con la aparicion de los cuerpos
prenucleolares que se van paulatinamente agregando a los NORs haSta
originar el nucleolo maduro (De la Torre y Giménez-Martin, 1982).

{ Bt Transcripcién nucleolar
g Desorgank Nucleologénesis > Ciclo nucleolar

Zdaclion
{ Profase M | A | Telofase >Cic|o cromosomico

Figura 2.- Acople del ciclo de transcripcion nucleolar a los ciclos cromosémico y
nucleolar. La transcripcion nucleolar se reinicia de nuevo mediada la nucleologénesis.

El analisis de los cuerpos prenucleolares muestra que poseen
fibrilarina y otros tipos de proteinas nucleoLares tales como la NO38-B23
y nucleolina, pero carecen de la RNA polimerasa I y de la topoisomerasa
I, asi como de rDNA. Para demostrar que el ensamblaje de los cuerpos
prenucleolares en el NOR requeria la transcripcion del rDNA, Benavente
et al (1987) (97) inyectaron anticuerpos contra la RNA polimerasa I y
observaron la inhibicion del proceso de nucleologénesis. Estas
observaciones confirman que para la coalescencia de los cuerpos
prenucleolares en el NOR vy, por tanto, de realizarse la reorganizacion del
nucleolo, se precisa la iniciacion de la transcripcion del rRNA (Morcillo
et al., 1976). Con anterioridad, Stockert et al. (1970) y Giménez-Martin et
al. (1972, 1974) (95, 96) empleando inhibidores de transcripcion de la
RNA polimerasa I como la cordicepina ya habian sefialado la inhibicion
de la nucleologénesis mediante este tipo de droga.
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Medida directa de la nucleologénesis

Habiéndose determinado con exactitud el momento en que es
inhibido el proceso citocinético por cafeina y la amplitud del impacto de
la droga sobre el ciclo, se tiene la zona de marcado de las células
binucleadas por la accion de la cafeina. Se demostré que si la droga se
aplica antes o después de esa region de bloqueo de la citocinesis no se
produce su inhibicidn. Esta accidn de la cafeina corresponde a un 1% de
la duracidn del ciclo y se halla en la telofase tardia.

Tomando como referencia esa regidn podemos observar en qué
momento antes, en o después de la accion de la cafeina aparecen los
llamados cuerpos prenucleolares. Cuando una poblacion meristematica es
tratada con cafeina las células que transcurren por la region en que ésta
actla, repetimos, se convierten en células binucleadas. Si en tiempos
anteriores a la accion de la cafeina se realiza la impregnacion argéntica, se
puede observar en las células binucleadas la existencia o no de cuerpos
prenucleolares. Si estas células son seguidas en tiempos sucesivos se
puede averiguar la tardanza de ellas en que sus nicleos posean nucleolos
maduros. El tiempo que se tarda desde la aparicion de los cuerpos
prenucleolares hasta la observacidén de los nucleolos organizados, es el
tiempo de duracién del proceso de nucleologénesis.

El conocimiento de la duracion de la nucleologénesis y de la zona
en la que ésta ocurre en el ciclo celular fue el primer paso para poder
efectuar su analisis.
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Figura 3.- Diseflo experimental usado para medir directamente la velociad de
nucleologénesis tanto en condiciones control (mitad superior) como en condiciiones
en las que se ha inhibido la sintesis de RNA (mitad inferior de la figura). La cafeina
marca como binucleadas a las células que se encuentran realizando la citocinesis
durante el tratamiento. La célula se encuentra en nucleologénesis mientras existan
cuerpos prenucleolares en el nucleo. Solo la binucleada esquematizada en la parte
superior derecha de la figura representa una binucleada con los nucleolos ya
maduros, plenamente organizados. La comparacion de ambos esquemas sefiala que
la nucleologénesis so6lo se culmina cuando no se inhibe la reiniciacion de sintesis de
RNA.

Esquema experimental de utilizacion del marcado con cafeina de células
sincronicas y su seguimiento hasta la temprana interfase: a) células binucleadas sdlo
con cuerpos prenucleolares; b) con cuerpos prenucleolares y nucleolos incipientes; y
c¢) con nucleolos maduros. La cinética de aparicion de células con nucleolos ya
maduros y sin cuerpos prenucleolares sirve de medida directa de la velocidad de
nucleologénesis en condiciones control y viene sefialada en horas en la barra
inferior. Giménez Martin et al., 1977
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El empleo ya de inhibidores de sintesis de RNA, ya de proteinas,
mostrd la necesidad del requerimiento de la primera, pero no de la
segunda. Este estudio puso en evidencia que los cuerpos prenucleolares se
formaban independientemente de la transcripcion en los nucleos
telofasicos. Esto es consistente con su apariciéon en ausencia de rDNA
(Hay y Gurdon, 1967) (99). La dificultad en distinguir entre cuerpos
prenucleolares fusionados y verdaderos nucleolos en células poseyendo
un alto y variable nimero de NORs explica por qué algunos tipos
celulares no son apropiados para estudiar y analizar en ellos la
nucleologénesis. Esto es motivado porque los cuerpos prenucleolares
pueden ensamblarse o coalescer entre ellos mismos, a pesar de ser
inhibida la nucleologénesis (Morcillo y de la Torre, 1980) (100). Este
ensamblaje de cuerpos prenucleolares entre si, en ausencia de sintesis de
RNA, puede explicar las observaciones realizadas en algunas células
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animales (Phillips, 1972) (101) y vegetales (Semeshin et al., 1975) (102).
Por otra parte, el desarrollo de la nucleologénesis durante la inhibicién
simultanea de sintesis de proteinas sefiala que las proteinas sintetizadas
tempranamente en la telofase son las empleadas en el ensamblaje del
nuevo nucleolo. Mientras la sintesis de RNA muestra que soélo aquélla
que se realiza en los estadios tempranos de la nucleologénesis, es
necesaria para la reorganizacion del nucleolo y su inhibicién posterior,
desde una hora después del tratamiento de cafeina, no afecta a la
reorganizacion y a la velocidad de nucleologénesis. Los requerimientos
trempranos de sintesis de RNA son indicativos que la nucleologénesis es
mayormente un proceso de ensamblaje en donde el nuevo RNA transcrito
sirve como iniciador de la misma y que finaliza con el ensamblaje
completo de los cuerpos prenucleolares.

Chouinard (1975) (103) describe que la gradual descondensacion
de la cromatina del NOR es el dato morfoldgico y funcional asociado con
la nucleologénesis. Esta descondensacion del NOR puede esta relacionada
con la iniciacion de la transcripcion.

Modelo de nucleologénesis

A la luz de todos estos resultados se pudo proponer un modelo de
nucleologénesis (Morcillo y de la Torre, 1979 a; De la Torre y Giménez-
Martin, 1982) en el que la aparicion de los cuerpos prenucleolares, con
cierto ensamblaje en los estadios iniciales, no depende de una reiniciacion
de la sintesis de rRNA. Existe algin ensamblaje de cuerpos
prenucleolares al NOR no transcriptor por aparente relajacion de su
estructura. Sin embargo, el ensamblaje total de los cuerpos prenucleolares
al NOR vy con ello el desarrollo completo del nucleolo depende de una
sintesis de novo de rRNA en el NOR. El modelo incluye el hecho que el
nuevo nucleolo contiene moléculas de RNA que fueron sintetizadas en la
interfase precedente y otras sintetizadas durante la telofase, en el
momento de la reorganizacion nucleolar, como Lepoint y Goessens
(1978) (104) demostraron mediante autorradiografia de alta resolucion, en
células tumorales de Erlich.

En relacién al adelanto de la nucleologénesis ocasionada por la
accidn inhibidora de sintesis de proteinas (Giménez-Martin et al., 1974)
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(96) se llevaron a término una serie de experimentos que demostraron que
la sensibilidad de la nucleologénesis estaba localizada inmediatamente
antes y durante la accion de la cafeina para originar células binucleadas.
Este espacio es mas temprano que el periodo sensible a la accién de los
inhibidores de RNA. Una valoracién del ciclo de descondensacion de la
cromatina muestra que los inhibidores de sintesis de proteinas aceleran
esta descondensacion (Morcillo y de la Torre, 1979 b) (105),
probablemente anticipando la aparicién de los cuerpos prenucleolares en
los cromosomas, como Geuskens y Legros (1969) (106) sugieren sobre la
accesibilidad de las RNA polimerasas funcionales.

Figura 4.- Modelo del desarrollo de la nucleologénesis. Los cuerpos prenucleolares
aparecen después del primer tercio de la telofase, antes de la reiniciacion de la
transcripcion e incluso puede observarse algln tipo de fusion espontanea entre ellos.
El ensamblaje final de todos ellos en los NORs solo se efectia cuando se ha
reiniciado la transcripcidén nucleolar. El ensamblaje de los cuerpos prenucleolares se
realiza a través de los dos tercios finales de la telofase y una parte del G, temprano.

Aparicion de
cuerpos
prenucleolares

{Telofase G1 >

{ Silencio génico Transcripcién >

Ensamb. | Ensamblaje Nucleolo
temprano final maduro

Todos estos hechos nos llevan a discernir sobre los controles que
aparecen durante la regulaciéon del ciclo nucleolar y han mostrado
incontrovertiblemente que el proceso de ensamblaje para organizar el
nuevo nucleolo depende de una sintesis de RNA de novo. La situacion es
tal que abre la posibilidad que el proceso morfogenético de la
nucleologénesis pueda ser una prueba de la accidén génica en la iniciacién
del conjunto del nuevo ciclo celular. La velocidad de la nucleologénesis
se ha introducido como una ensayo fécil para estudiar la reactivacion de
los genes rDNA en la tardia mitosis (De la Torre et al., 1975) (107). Las
células vegetales son un material idoneo para el estudio del nucleolo,
dado el gran niamero de genes rDNA que posee su genoma, sus amplios
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volimenes nucleolares, el enclaustramiento de los genes rDNA en un
lugar especifico de un cromosoma determinado, etc. Por estas razones
muchos de los hallazgos sobre el nucleolo se han descrito primeramente
en células vegetales y los hallazgos sobre la nucleologénesis en células
animales ha confirmado ampliamente los anteriores.

Funciones de regulacion relacionadas con la progresion del ciclo
celular

Muchas funciones cruciales sobre el ciclo celular se encuentran
reguladas por controles positivos y negativos. Cuando un proceso es
regulado positivamente por una molécula, la falta de ella detiene en ese
momento la progresion del ciclo. Por otra parte, cuando falla un control
negativo, las células pueden avanzar en el ciclo, pero muy frecuentemente
con un efecto letal para ellas, ya que de hecho no se encuentran
preparadas para su progresion. Los genes relacionados con una regulacion
positiva del ciclo se les denomina ede (cell division cycle), mientras que
los que se encuentran relacionados con controles negativos para el avance
del ciclo se les llama chk (checkpoint) (Hartwell y Weinert, 1989) (108)
o genes de control de retroalimentacion o feedback (Murray y Kirschner,
1989) (109). La nucleologénesis entre el limite de un ciclo y el siguiente
se encuentra igualmente controlada positiva y negativamente.

Recientemente, la proteina nucleolar p130 que se encuentra en el
componente fibrilar denso y se la considera como el disparador de la
quinasa p34°*, en mitosis, se encuentra igualmente relacionada con la
nucleologénesis (Pay et al., 1995) (110). Por otra parte, la nucleolina (la
proteina argiréfila mas abundante, llamada también C23) y la pl105
(ambas también concentradas en el componente fibrilar denso) y la
numatrina (también llamada B23, ribocarina, NO38 y nucleofosmina),
que se halla concentrada en el componente granular son sustratos de la
quinasa p34°? (Peter et al., 1990) (111). Sin embargo, hay muchas mas
funciones relacionadas con el ciclo celular y algunas de ellas estdn unidas
a genes de control negativo no relacionados con la quinasa p34°d°2.
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Interrupcion de la transcripcion del NOR durante la mitosis

La transcripcion en las regiones NOR, tanto como otras muchas
secuencias del DNA del genoma, no tiene lugar durante la metafase, la
anafase y parte de la telofase, merced a controles negativos obvios. Estos
controles son fisioldgicos y se disparan espontdneamente en cada ciclo.
La interrupcion de la transcripcion durante la mitosis se considera se debe
al bloqueo de la eclongacion del RNA pre-ribosomal naciente
(Weissenberger y Scheer, 1995) (112). Sin embargo, el mecanismo puede
envolver un control de la iniciacion de la sintesis de rDNA que responde
al nivel de metilacion (Mergudich et al., 1992) (113).

Proteinas relacionadas con la condensacion cromosomica son los
candidatos involucrados en la induccion del silencio génico en mitosis.
Estas proteinas son de vida corta y se sintetizan en la misma mitosis
(Morcillo y de la Torre, 1979) (100). Como se ha demostrado, la
inhibicion de la sintesis de proteinas, mediante anisomicina y
cicloheximida, hace que la nucleologénesis se anticipe con relacion a la
citocinesis en aquellas células que fueron marcadas como binucleadas
mediante un tratamiento corto con 5 mM cafeina (Giménez-Martin et al.,
1974) (96).

Algunas de las proteinas sintetizadas en telofase que dificultan la
reiniciacion de la transcripcion temprana del rtDNA pueden ser proteinas
que se unen al DNA, de tal manera que los nucleos de las células
vegetales que poseen DNA hipometilado anticipan la nucleologénesis en
relacion a los ndcleos con DNA nativo no sustituido. El DNA
hipometilado impide la unién de proteinas de regulacion negativa (Boyes
y Bird, 1991; Ashapkin et al., 1995) (115, 116) y causa la expresion de
genes del centeno que se encuentran bloqueados en el hibrido
interespecifico de triticales (Neves et al., 1995) (117).

Dominancia nucleolar experimental

En 1986 se iniciaron estudios (Cabello et al., 1986) (118) para
delimitar la influencia de la incorporacion de la 5-azacitidina sobre el
proceso de nucleologénesis. Para ello se emplearon células sincrdnicas
marcadas como binucleadas por inhibicion de la citocinesis mediante
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cafeina 5 mM vy el objeto era el conocer si la hipometilacién influia o no
sobre el desarrollo del proceso.

La induccién e hipometilacién confirma la correlacion negativa
entre la transcripcion y la metilacion del rtDNA, como fue demostrado en
el trabajo primero por Jones y Taylor (1980), empleando 5-azacitidina.
Esta sustancia es un analogo de la citidina y tiene un atomo de N, en
posicion 5, mostrandose como un falso sustrato de la DNA metil-
transferasa, conduciendo con ello a la hipometilacién del DNA (Parrow et
al., 1989).

Figura 5.- Protocolo experimental utilizado para medir el efecto de la hipometilacion
en la velocidad de nucleologénesis, en relacion a la velocidad en condiciones control.
Las células recibieron 5-azacitidina durante un tiempo correspondiente a un 70% de
la duracion total del ciclo y el marcado con cafeina tuvo lugar también en presencia
de 5-azacitidina. Los resultados indicaban un acortamiento del tiempo necesario para
observar a la poblacion que habia terminado su proceso de nucleologénesis.

CAFEINA
+ 5-AZA o >
[ I ! ! 1 | | |
25 -1 0 1 2 3 4 5
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Cuando el analisis de la nucleologénesis se llevd a cabo se
encontrd que este proceso se hallaba adelantado dentro de la mitosis y
siempre se realizaba a mayor velocidad en las células con DNA
hipometilado que en las que poseian DNA nativo. Si en esta poblacion la
duracion de la nucleologénesis era de 3 h 56 min, la hipometilada la
efectuaba en 1h 40 min, siendo ésta 1.6 veces mas rapida que la no
tratada.

Como la nucleologénesis solamente se completa después de que la
transcripcion post-mitotica se ha reanudado, los datos arriba sefialados
sugieren que el tratamiento con 5-azacitidina puede intervenir en la
velocidad de progresion de las células postmitoticas.

La nucleologénesis anticipada de un NOR es el primer paso que
induce la represion permanente de otros NORs, de tal manera, que el
NOR bloqueado se encuentra incapaz de iniciar la transcripcidon y con ella
la nucleologénesis como se demuestra en células que poseen cromosomas
asimétricos hipometilados (De la Torre et al., 1991) (119). Estos
resultados sitdan inequivocamente en telofase el estadio en que es
establecida la dominancia o recesividad del NOR y no inmediatamente
después de su replicacion (Matzke y Matzke, 1993) (120). El hecho que la
dominancia nucleolar se establezca durante la telofase, para toda la vida
de las células resultantes, presenta implicaciones importantes. En este
estadio mitdtico se reorganiza la matriz nuclear y con ello es el momento
en que se ancla uno o los dos NORs en la misma, dando lugar al sitio
donde se establece la maquinaria de la transcripcion permanente de los
NORs (Cook, 1989; Garcia-Blanco et al., 1995) (121, 122). No se puede
desechar el que los dominios generalmente extranucleolares que codifican
para el RNA ribosomal 5S puedan servir también, si se mantienen
descondensados en telofase, como parece ocurrir en células humanas
(Kaplan y O’Connor, 1995) (123).

En este caso, la dominancia nucleolar no se ha establecido entre
dos genomas de diferentes especies sino en un mismo genoma y por ello
no se puede atribuir a que los diferentes promotores no sean reconocidos
por la otra especie, al considerarles que podrian ser especie-especificos, ni
aparentemente a un desequilibrio entre potenciadores de los promotores
de los NORs sino exclusivamente al grado de hipometilacién. Este ultimo
mecanismo de dominancia presenta unas caracteristicas: el DNA metilado
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se encuentra rodeado de proteinas nucleares que secundariamente
dificultan la actuacion de los factores de transcripcion (Boyes y Bird,
1991). La hipometilacion del DNA se consigue facilmente por la
incorporacién de 5-azacitidina, lo cual tiene lugar durante el periodo S del
ciclo. El resultado de los NORs de células humanas que han sido tratados
con 5-azacitidina aumentan de forma importante su actividad
transcripcional (Ferraro y Lavia, 1985) (124).

La valoracion citologica de la dominancia de un NOR sobre otro
puede originarse por: i) detectar en el NOR del cromosoma metafasico
restos de proteinas tales como la nucleolina y otras que interactian
fisicamente s6lo con aquellos NORs que han sido activos en la interfase
anterior (Hubble, 1985) (125), ii) por la eficacia que un NOR juega
durante el proceso de nucleologénesis que tiene lugar entre la telofase y
G del ciclo celular (De la Torre et al. 1975; Cabello et al., 1986); iii) por
el tamaifio final del nucleolo (Martini y Flavell, 1985) (126).

La dominancia de un NOR sobre otro y su observacién en
interfase puede ser total o parcial. Sera total cuando se observa un
determinado nucleolo maduro en un NOR mientras el alelo carece de él;
sera parcial cuando frente al nucleolo normal el de su alelo presenta un
tamafio reducido. Sin embargo, en este ultimo caso, el tamafio reducido se
puede deber no a un equilibrio fisioldgico entre dominancia y recesividad
sino a un desequilibrio estructural motivado por diferencia de tamafio en
los respectivos NORs (Stockert et al., 1969; Giménez-Martin et al., 1977).

El método empleado para obtener cromosomas aza-sustituidos
asimétricamente consistid en tratar durante un periodo S a las células con
5-azacitidina y cada cromatida estard monocatenariamente aza-sustituida.
Esperando a la division siguiente de estas células que han transitado por
el siguiente periodo S sin tratamiento de 5-azacitidina, de las dos
cromdtidas de cada cromosoma, una sola poseera una cadena aza-
sustituida y la otra cadena estard formada por DNA nativo, mientras su
cromatida hermana tendra ambas cadenas nativas. Si al llegar a telofase
estas células son tratadas con 5 mM cafeina se inhibe la citocinesis y se
obtienen los dos nucleos resultantes de dicho protocolo en el mismo
citoplasma. Es decir, de las ocho cromatidas que poseen las células
binucleadas, dos se encuentran asimétricamente aza-sustituidas. La
emigracion al azar en la anafase de las cromatidas puede originar que
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ambas monosustituidas vayan a un polo, con lo que las otras dos iran al
otro o, alternativamente, que una vaya a un polo y la otra al otro. Los
resultados observados fueron los siguientes: cuando ocurre la co-
emigracién de los aza-NORs se puede observar un nuevo tipo de
nucleologénesis asimétria (An): Los aza-NORs del ntcleo superior
pueden desarrollar nucleologénesis completa, mientras los NORs nativos
(nucleo inferior) no son funcionales o llevan retraso en su nucleologénesis
con lo que no se ha finalizado la agregacion de los cuerpos
prenucleolares. En el caso en que la emigracion de los aza-NORs a los
polos anafasicos distintos se puede observar otro tipo (Bn) de asimetria,
caracterizada por desarrollarse inversamente nucleolo en uno de los
nlicleos mientras en el opuesto s6lo hay cuerpos prenucleolares o
nucleolos incipientes (De la Torre et al., 1991) (119). Esto viene a ser
demostrativo que a pesar de encontrarse los NORs en el mismo nucleo
desarrollan su nucleologénesis de acuerdo a su estado fisioldgico.

Estos experimentos apoyan la hipdtesis que el NOR hipometilado
es la causa y no la consecuencia del incremento del nivel de transcripcion
que sucede en los NORs aza-citidina.

En cada caso, la separacion precoz de proteinas reguladoras
negativas de secuencias relevantes hipometiladas de los espaciadores
génicos del rDNA proporcionara a esos genes la capacidad de anclarse a

Figura 6.- Esquema en el que se muestra la distribucion alternativa de los 2 NORs
por nticleo en relacion a la incorporacion de 5-azacitidina en el periodo S del ciclo
celular anterior a aquél cuya mitosis se esta estudiando en las células binucleadas.
En la primera situacion (A) los dos cromosomas que poseen DNA nativo y los dos
cromosomas con 5-azacitidina en una de las cadenas emigran a nucleos distintos.
En la situacion B, cada nucleo recibe in NOR con DNA nativo y otro con aza-
DNA. De la Torre et al., 1991.
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Cromalidas NOR
en M2
después de SAZA

Nucleologénesis

la matriz nuclear para
formar los complejos de transcripcion, para iniciarla y atraer el material
disperso del nucleolo premitdtico. Ello permitird la formacion de un
nuevo nucleolo que permanecera como centro de transcripcion del rDNA
y de la maduracion del rRNA 45S por la totalidad de la vida celular. La
determinacion de un NOR para mantenerse a si mismo dominante sobre
otro puede incluso ser transmitida de ciclo en ciclo, ya que algunos de los
componentes del complejo de transcripcién, como la subunidad mas
grande de la RNA polimerasa I y el factor de transcripcion (upstream
binding factor) permanecen asociados a los NOR durante mitosis, al
menos en células animales (Zatsepina et al., 1993 (127); Roussel y
Hernandez-Verdun, 1994; Weisenberger y Scheer, 1995).

De esta forma se detectdé que hay factores de transcripcion en
cantidad limitante en el nucleo que forman complejos estables con el
NOR e incluso pueden permanecer unidos al promotor a lo largo de
sucesivas rondas de iniciacion de la RNA polimerasa. Su uniéon al NOR
determinard su dominancia sobre aquellos que van retrasados en la
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separacion de las proteinas reguladoras negativas que impiden la
iniciacion de la transcripcion.

Dominancia interespecifica del NOR

Los fendmenos epigenéticos son consecuencia de inactivacion
selectiva de transcripcién que no resulta de cambios en la secuencia de
DNA (Bestor et al., 1994; Holliday, 1994; Paszkowski y Mittelsen, 1998)
(128, 129), 130). El primer ejemplo reconocido es el de la dominancia
nucleolar. Navashin (1934), cruzando dos especies de Crepis, cada una
con un par de cromosomas nucleolares observd que en las células del
hibrido tan sélo se organizaba un nucleolo, relacionado con uno de los
cromosomas de uno de los progenitores. Importante fue el hecho que el
nucleolo reprimido podia, tras un retrocruzamiento, volver a manifestarse
en el cromosoma correspondiente, en ausencia del otro cromosoma
nucleolar de la otra especie, demostrando que el cromosoma organizador
del nucleolo no habia sido alterado o habia perdido su capacidad de
organizar nucleolo. Décadas mas tarde estd plenamente demostrado que
las regiones organizadoras nucleolares son lugares donde centenares o
miles de genes rDNA se encuentran linealmente ubicados, poseyendo
miles de pares de bases de DNA (Wallace y Birnstiel, 1966; Pardee et al.,
1970, Phillips et al., 1971) (131, 132, 133). La RNA polimerasa I
transcribe estos genes y produce los primeros transcritos que son
procesados en forma de 18S, 5.8S y 28S RNA, que forman los ejes de
ambas subunidades del ribosoma (Reeder, 1992; Paule, 1994; Moss y
Stefanovsky, 1995) (134, 135). Los nucleolos se organizan en los lugares
del rDNA donde se sintetiza el rRNA. Por ello, Honjo y Reeder (1973)
(136) interpretan al hibrido de Navashin como la manifestacion citoldgica
de incapacidad en la produccién de rRNA de un juego de genes rDNA.
En este sentido, Chen y Pikaard (1997) (137) definen la dominancia
nucleolar como un fenémeno epigenético caracterizado por la formacion
de un nucleolo alrededor del rDNA de solamente un progenitor en un
hibrido interespecifico o alopoliploide.

La dominancia nucleolar ocurre en hibridos interespecificos y en
alopoliploides de numerosos géneros (ver revisiones de Reeder, 1985;
Pikaard y Chen, 1997) (138, 139). En los estadios tempranos del
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desarrollo del hibrido Xenopus laevis x Xenopus borealis sdlo se detecta
el nucleolo de X. /aevis mostrando, por tanto, dominancia su rDNA sobre
el de X. borealis (Honjo y Reeder, 1973; Cassidy y Blackair, 1974) (136,
140, 141). Dedder y Roan (1984) (141) sugieren por sus resultados que
los genes rDNA de X. /aevis son transcripcionalmente dominantes a causa
de un incremento del nimero de potenciadores en la region anterior al
promotor del rDNA, en relacidn a X. borealis (Boseley et al, 1979; Busby
y Reeder, 1983; Moss, 1983; Labhart y Reeder, 1984) (142, 143, 144,
145). El desequilibrio de los potenciadores fue propuesto como uno de los
factores limitantes de la transcripcion, haciendo incapaces de transcribir a
promotores recesivos.

Otra de las hipdtesis expuestas para explicar la dominancia
nucleolar parte de la observacion que los promotores de los genes
ribosomales y los sistemas de transcripcion de la RNA polimerasa I
evolucionaron rdpidamente (Reeder, 1974; Dover y Flavell, 1984; Gerbi,
1985; Flavell, 1986) (141, 146, 147, 148). Consecuentemente un
promotor de las secuencias de rDNA de una especie puede no ser
reconocido en otra especie a causa de la incompatibilidad de los factores
de transcripcion. La incapacidad de expresarse de un factor de
transcripcion especie-especifico puede causar el fallo en la expresion de
un juego de genes ribosomales. Esto podria explicar posiblemente la
dominancia nucleolar en células hibridas hombre-raton (Elicieri y Green,
1969; Miller et al., 1976; Onishi et al., 1984) (149, 150, 151).

La metilacion es importante a causa de que actua en la
inactivacion preferencial de genes cuando se encuentran presentes dos
genomas diferentes, como son el caso de los alotetraploides y de los
organismos transgénicos (Cedar, 1988; Flavell et al., 1988; Peterson y
Sapienza, 1993) (152, 153, 154).

En los vegetales existen innumerables casos en que se ha
demostrado esta dominancia de unos genes sobre otros como una
inactivacion de un grupo de ellos por la presencia de otros alelos. El caso
sefialado y ya expuesto que obtuvo Navashin fue solo el comienzo lejano
del hallazgo de un fenomeno cada vez mas frecuentemente observado y
que poco a poco empieza a ser explicado (Reeder, 1985) (141). Asi en
diversas combinaciones entre los genomas de trigo y centeno se observo
la practica inactivacion total de los organizadores nucleolares del centeno
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(Lacadena et al., 1983; Cermefio et al., 1984; Vieira et al., 1990) (155,
156). Esta inactivacion se encuentra asociada a un alto nivel de metilacion
de la citidina dentro de las secuencias intergénicas del rDNA del centeno
(Sardana, 1992; Neves et al., 1993).

En la F, del cruzamiento entre trigo x centeno y en los triticales, la
incorporacién de 5-azacitidina durante la germinacion de la semilla
reactiva los NORs del centeno (Viera et al., 1990; Neves et al., 1995)
(157), causando modificaciones en los niveles de metilacion del rDNA
que son heredables en las siguientes generaciones (Heslop-Harrison,
1990). En resumen, como ha sido descrito por varios autores (Viera et al.,
1990; Neves et al., 1995; Amado et al., 1997) la expresion de los NORs
del genoma del centeno es dependiente de un estado de hipometilacién
cuyos efectos, por la acciéon de la 5-azacitidina, son heredados en la
siguiente generacion con una alta actividad de los NORs del centeno en
contraste con la progenie control en la que no se detecta actividad en
dichos NORs.

Represion natural intraespecifica de los NORs

La represion del NOR es un mecanismo que opera durante todo el
ciclo en las células meristemdticas de Allium cepa L. Era conocido que
existen en la célula diploide como méaximo cuatro nucleolos por nucleo,
correlacionados con cuatro cromosomas con NOR (Sato, 1981; Cortés y
Escalza, 1986; Richroh et al., 1992) (163, 164, 165). Seleccionando
bulbos, en afios distintos, en cuyas células radicales solo aparecieran hasta
un maximo de dos nucleolos, sorprendentemente se encontrd, mediante
fluorescencia después de hibridacion in situ con rDNA procedente de
trigo, en las células en las que la transcripcion habia sido interrumpida por
accion de la 3’desoxiadenosina (Penman et al., 1970) (166), cinco NORs
de tamafios diferentes. Dichos NORs estaban situados en dos pares de
cromosomas de los 16 de la dotacion diploide de Allium cepa L. (Panzera
et al., 1996) (167). El par de cromosomas satelizados (par 6) presentaba
los NORs mas grandes, mientras que el otro par cromosdmico que
presentaba los NORs menores correspondia al par 8. El quinto NOR se
observa en el telomero de uno de los dos cromosomas del par 6, pero no
en el otro, en el que, caso de haberlo, su nimero menor de copias de
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genes ribosomales lo podian hacer indetectable en nuestras condiciones
de andlisis. De hecho, en Allium cepa existen dos familias de genes
ribosomales en relacion a los espaciadores intergénicos (Maggini y
Carmona, 1981) (169), lo cual puede relacionarse con esta induccion de
dominancia natural.

Un testimonio para detectar la deplecion intranuclear de algunos
reguladores positivos que pudieran estar implicados en la dominancia del
NOR en Allium cepa L consisti6 en la aplicacion de una droga
multipolarizante (carbetamida) durante la mitosis, de tal manera que se
obtenian células multipolares (Giménez-Martin et al., 1992) (170) y con
ello una distribucioén desequilibrada de las cromatidas hacia 3 6 4 polos.
Si estas anafases y telofases multipolares se trataban con cafeina se
obtenian células multinucleadas con ntcleos con diversas ploidia dentro
de un citoplasma comun. Las células asi obtenidas eran tetraploides, es
decir 4n, como suma de las ploidias de todos los nucleos.

Estas células tetraploides, de acuerdo a lo indicado anteriormente,
tendrian 10 NORs distribuidos en ocho cromosomas NOR. Fue
interesante el hecho que estas células poseyeran mas de cuatro nucleolos
distribuidos en diferentes nucleos. Con ello, se demostraba que no era
permanente la inactivacion de aquellos NORs que se hallaban reprimidos
en el ciclo celular diploide, de tal manera que ellos transcribian y
formaban nucleolo después de aislarse, por medio de sus envolturas
nucleares, de otros NORs existentes en otros ntcleos dentro del mismo
citoplasma.

En resumen, se encontraron tres puntos sobre la organizacién y
regulacion de los genes ribosomales de Allium cepa: a) como ya se ha
indicado, se hallaron cinco NORs que se encontraban distribuidos en
cuatro cromosomas del genoma diploide, con un claro polimorfismo entre
los homologos; b) sélo dos de los cinco rDNA (NORs) eran
transcripcionalmente activos en telofase; y c¢) los NORs inactivos pueden
ser reactivados por su separacion de aquellos NORs dominantes, como
ocurre en los diferentes nucleos de las células multinucleadas tetraploides.

Asi como todos los nucleos que tienen capacidad para iniciar la
replicacion (por poseer las secuencias de DNA adecuados para responder
al estimulo para replicar), la inician sincronicamente dentro de un mismo
citoplasma, aquellos que carecen de las secuencias para aceptar el
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estimulo son incapaces de replicar. Este hecho de iniciar sincronicamente
su replicacion permite inferir la existencia de un estimulo que se transmite
via citoplasma y que opera sobre todos ellos (Giménez-Martin et al.,
1992; Panzera et al., 1996), pero sélo se ven afectados aquellos que al
menos poseen un cromosoma con las secuencias de DNA que aceptan el
estimulo.

El que los nucleolos se reorganicen en aquellos nucleos que
poseen cromosomas con NORs manifiesta la capacidad de algunos de sus
NORs para organizarlos. Sin embargo, parte de estos NORs podran ser
activos o no si se encuentran en un mismo nucleo conforme la presencia o
no de otros NORs dominantes. En todos los casos, en los nucleos de una
célula multinucleada el organizar nucleolos depende de su dotacién
cromosOmica, independientemente del citoplasma comin en que se
encuentran.

El hecho de que la formacion de un nucleolo sea indicador directo
de la reactivacion de la transcripcion en el NOR y la simplicidad del
ensayo de la medida de la tasa de nucleologénesis hace que esta prueba
sea muy util para discernir los factores implicados en el establecimiento
de la dominancia génica en la célula. La regulacion del rDNA que es
transcrito por la RNA polimerasa I no tiene porqué ser esencialmente
diferente de la regulacion de otros genes repetitivos y no repetitivos que
son transcritos por las RNA polimerasas IIl y II, respectivamente.

Conclusiones

1. La nucleologénesis, o formacién de un nucleolo en un NOR o
reorganizacion nucleolar, depende de la transcripcion del rDNA
en la tardia mitosis, lo cual fue detallado primeramente en células
meristematicas de Allium cepa L. y comprobado posteriormente
por diferentes autores y distintas metodologias en otros tipos
celulares vegetales y animales.

2. El impedir cualquier transcripcién prematura del rDNA en la
telofase, al menos de células vegetales, es debido a la existencia
de proteinas labiles sintetizadas en la misma telofase, ya que el
bloqueo de su sintesis adelanta la nucleologénesis en relacion al
ciclo cromosomico.
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3.

Los cuerpos prenucleolares son formaciones cuyo contenido
proviene del nucleolo premitotico y son transportados por los
cromosomas a través de anafase-telofase en donde vuelven a
aparecer en la superficie de los mismos, salen al nucleoplasma y
van coalesciendo en el NOR, constituyendo el origen del nuevo
nucleolo. Este ensamblaje esta promovido por la transcripcion del
rDNA. La ausencia del NOR, asi como la acciéon de drogas anti-
RNA polimerasa I inhiben la nucelologénesis pero no alteran la
aparicion de los cuerpos prenucleolares. Algunas de estas
proteinas labiles pueden ser proteinas de unidén al DNA, ya que la
hipometilacién experimental del DNA también adelanta la
nucleologénesis.

En células de Allium cepa L., hay dominancia nucleolar
intraespecifica, ya que sdlo se forman dos nucleolos por nucleo en
las células meristematicas de ciertas raieces, en los que la
hibridacién in situ demuestra la existencia de, al menos, cinco
NORs de tamaifios diferentes. Por lo tanto, tres de los cinco NORs
no son activados tras la mitosis.

La distribucion de los cromosomas portadores de NOR en
diferentes nucleos (tras la utilizacion de wun agente
multipolarizante en anafase) permite la reactivacion de algunos de
los NORs reprimidos, que hasta entonces eran incapaces de
organizar nucleolo. Para ello es preciso que tales NORs se
encuentren en nucleo independiente, aunque estén en el mismo
citoplasma, de aquel o aquellos en los que se hallan los NORs
normalmente activos.

La dominancia nucleolar se adquiere en cuatro fases: a) la primera
es la separacion de algunas proteinas reguladoras negativas de
algunos NORs en telofase; b) el paso siguiente es la unién de
proteinas que actian como reguladores positivos de la
transcripcion de aquellos NORs previamente liberados de sus
reguladores negativos; c) el paso tercero es la iniciacion de la
transcripcion en esos NORs y d) el cuarto y ultimo paso es la
nucleologénesis que tiene lugar en esos NORs activados. Una vez
el nucleolo se forma alrededor de un dominio conteniendo rDNA,
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este NOR permanecerd dominante sobre los otros por toda la vida
celular.
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SUMMARY

This document has been prepared by the [UPAC Medicinal Chemistry section
and is backed by a large number of scientists, many of whom have had direct involve-
ment and whose names appear at the end of the article.

This work discusses the role that the discovery of new medicinal agents has in
the development of societies as well as in the conservation of biodiversity in terms of the
work carried out on natural products.

Also included are several recommendations for countries which are presently in
search of their own scientific and technological development in medicinal agents.

The IUPAC Medicinal Chemistry section would appreciate the collaboration of
the scientific societies in every country to aid in the diffusion of this document.
Keywords: Medicinal Chemistry.- Biodiversity.- Development of Societies.

RESUMEN

La Quimica médica en el desarrollo de las Sociedades. Biodiversidad y Pro-

ductos naturales

Se presenta un documento de opinién elaborado por la seccién de Medicinal
Chemistry de [UPAC, que cuenta ademas con el acuerdo de un buen ntimero de cientifi-
cos, algunos de los cuales figuran al final del trabajo.

Se plantea el papel que puede tener el descubrimiento de medicamentos en el
desarrollo de las sociedades y mantenimiento de la biodiversidad en base a los trabajos
en productos naturales.

Se plantean recomendaciones de aplicacion en los paises que estan en la bus-
queda de su desarrollo cientifico y tecnologico en el medicamento.

Es intencion de la seccion de Medicinal Chemistry de IUPAC su difusion inter-
nacional, por lo que agradecen la colaboracion de las sociedades cientificas de los dife-
rentes paises.

Palabras Clave: Medicinal Chemistry.- Biodiversidad.- Desarrollo de los pueblos.

TUPAC., Commission of Medicinal Chemistry
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Modern times have seen globalization of all human endeavors
accompanied by a seamless, sans frontiers, diffusion of culture, ideas and
science across traditional boundaries of territories, cultures and societies.
However, all societies are not at the same level of development and a sig-
nificant challenge still lies in respecting and harnessing our differences to
insure peace, justice and liberty for all.

For example, within the context of the life sciences a man-made
medicinal agent should receive special, international attention. Any com-
pound that can help restore lost health or prevent a disease should be
made available to all countries, regardless of the continental location or
the degree of societal development. The only limits that should exist are
those which are organizational, linked to preparation, distribution, etc.

Presently there are countries which are the discoverers of medici-
nal agents and there are countries which are simply consumers. Likewise,
there are countries whose legislation pertaining to intellectual property
rights are quite sophisticated while there are others who do not have this
type of legislation at all. Some countries are in search of development
with an overabundance of natural resources and biodiversity while others
have the potential for scientific and technological exploitation but lack
such resources. In this wide panorama, the field of chemistry can play an
important role since medicinal agents are chemical products which, in
many cases, are often modified if not entirely prepared by chemical reac-
tions. Likewise, biodiversity is attributable to chemical constituents of
plants with an array of complex structures, many of which have not yet
succumbed to total, practical syntheses by man. To lose biodiversity is to
lose information of great potential value.

This article intends to refine and further promote ideas proposed
during earlier projects of the [UPAC Medicinal Chemistry section (1-3).
Specifically, the authors seek to enhance the transfer of science and tech-
nology associated with drug discovery and development between devel-
oped and developing societies in the most mutually beneficial scenarios
possible.

Inverting The Model
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Irrespective of administrative or political considerations, compa-
nies and centers having high levels of development need to be brought
together with those which lack it by means of joint projects within the
broad field of chemistry and, especially, within the distinct area of bio-
logically active compounds. Various modes of interaction can be pro-
posed: the most often used is one wherein samples of materials from de-
veloping countries with biodiversity are extracted and transported for
study in developed societies. We make a case for an inversion of this
traditional model, namely that of offering technology to the countries
with biodiversity so that they themselves may carry out the necessary
developmental work. Chemical research conducted in the country where
samples originate would enhance the country’s scientific development.
Competitive capacity, research methodology and the infrastructure could
be the focus of negotiation and agreement. The contributions to chemical
research on bioactive molecules that biodiversity-rich, developing coun-
tries may be able to then return can be ascertained on the basis of:

» Strengths:

— Biological material, both of animal and vegetable origin, with
demonstrated or potential activity.

— Traditional knowledge concerning biological activities, linked
to plants or animals.

> Weaknesses:

— Infrastructure deficiencies which cause difficulties for con-
ducting scientific research.

Importantly, the salient features of such programs should provide
for:  conservation of biodiversity; equitable intellectual property
rights/duties; and, development of scientific re-
sources/facilities/infrastructure.
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Medicinal Chemistry and Biodiversity

Realizing that biodiversity can be lost by man-made cataclysms
such as the construction of large public works or by natural catastrophes
such as fires, volcanoes etc., Medicinal Chemistry can function as a great
ally by emphasizing the eco-balance between life and its surroundings,
plants and micro-fauna and other relationships. Medicinal Chemistry also
recognizes the symbiotic interaction between native communities and cul-
tures as a foundation and wellspring for potential discoveries. These
interrelationships must be nurtured and their key elements preserved.
Researchers studying natural medicinal agents subscribe to this rationale.
Their analysis, evaluation and effective utilization of available resources
can greatly assist toward maintaining the elements of biodiversity while
promoting scientific advances. Alternatively, in developing countries
whose economies are based on the exploitation of agricultural and live-
stock resources principally geared to the production of cash crops and
immediate products, there is great pressure on their natural space. Conse-
quently, there is also great pressure toward the potential elimination of
their natural flora. Thus, the relationships between biodiversity, opportu-
nity and the structuring of various alliances become especially important
relative to the immediate financial needs of a developing country. In this
light, however, biodiversity and Medicinal Chemistry must find a way to
collaborate and optimize opportunities based on new alliances and tech-
nology transfer that is not based-upon pure economics. Enormous bene-
fits can accrue in the fields of education, scientific research, and innova-
tion when an approach, other than immediate financial gain is taken.

Some examples can be illustrative. The “ufia de gato,” Uncaria
tomentosa, DC, is a liana which has long been used by native communi-
ties of South America. However, the people from the countries where the
plant grows became wary of exporting extracts for Medicinal Chemistry
research because they thought they might not receive commensurate
benefits. Ultimately the plant became offered on the net, in any quantity
anywhere in the world by a few financially opportunistic companies. The
result is that the opportunity toward incorporating technology and techno-
logical development for the countries that originally possessed the plant
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has been lost. Alternatively, the domestication of plants, such as the Ca-
tharanthus roseus G. Don of great interest in the production of anti-
cancer alkaloids like vincristine, represents a form of conservation of bio-
diversity, of training in agricultural techniques of economic interest, and
of the creation of a local chemical industry.

Medicinal Chemistry and Ownership of Natural Resources

Recognizing the sovereign rights that each country has over its
resources (4), the aim of this report is to prompt compromises between
developed countries and developing countries in the area of ownership.
New circumstances (5) have emerged that suggest reform of the tradi-
tional system of patents essential for commercialization and diffusion of
science. Presently, when a native community produces a unique cloth, it
can be copied by the whole world because it is not legally protected. Al-
ternatively, when an entity in a developed country copies and registers
modifications based on the designs of a native community, absolutely no
one, not even the original artists, can legally copy them (6). It could be
argued that the native community has the sole responsibility to register its
work in order to obtain legal protection. However, such countries are
typically unable to do this because of a lack of knowledge regarding these
types of procedures or due to a scarcity of the means to achieve such
ends. The same situation can happen with a galenic preparation of a plant
that has biological activity when initially used by a traditional culture.

Establishing ownership may not be simple. It is imperative to
begin by defining the discoverer (7). In the discovery of medicinal
agents, by traditional ways of Medicinal Chemistry, this can correspond
to an individual researcher or to an entire research team. In plants with
therapeutic applications originating from native communities, the ques-
tion is much more complicated. Here we are speaking more of a “chain”
of inventors. This can result in problems when it comes to the selection
of the beneficiaries and the distribution of the benefits obtained. A matter
of equal importance is the fact that certain cultures hold nature to be sa-
cred and look askance at any attempts at its legal protection as a prelude
to commercialization.

6
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Whether the traditional use of a plant for a given pathology consti-
tutes public property and prior art is a vexing question. The protection of
knowledge, within the context of plants with biological activity, cannot be
easily accomplished via patents and it becomes necessary to search for
further avenues. From the standpoint of equity, answers may be able to
be found during the transfer of knowledge. Consider that the number of
plants which are presently used in their original form in therapeutics is
quite limited. In practice it is the process of bio-directed fractionation of
plant extracts that eventually permits us to find compounds which then
typically also undergo further structural modification to ultimately pro-
vide preferred molecules that are more active and less toxic. Conse-
quently, in this type of scenario a patent covering the initial plant material
may not be adequate. The solution to this scenario of “plant-
development” can lead to an impasse precisely for the countries in search
of development, thereby possibly losing by default the possibilities for the
use of their biodiversity.

Economic compensation for historical knowledge should not be
lost during the overall development process because the living materials
may have needed protection and conservation, sometimes throughout cen-
turies, in order to ultimately afford the current validation of their use.
This effort might be compensated for through a contract, establishing roy-
alties that could be obtained when commercialization takes place. In line
with our previous discussion, the contract might also specify in advance
of commercialization and as part of a collaborative development venture,
the training of persons and the acquisition of equipment and technologies
as well as the more typical payment for samples. For example, compen-
sation could be provided to the persons that provide the plant, make the
extracts, and carry out biological assays, in such a way that each one can
maintain his or her own interest and ultimate stake in commercialization.
The country obtains benefits directly through taxation corresponding to
the activities, and more importantly, through the scientific and techno-
logical upgrading of its society. The possibility of regional subsidiary or
local companies playing a more important role in the transference of re-
search and technology in such collaborative scenarios should also be seri-
ously considered.
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In countries with emerging economies, biodiversity and related
activities constitute “green gold.” For this reason, at times, the govern-
ments assume quick, financially-driven policies that can sometimes be
contrary to eco-relationships. Thus, both parties must be prepared to
adopt longer-range planning considerations into their decision-making
processes. Equity and equal opportunity must be given to protect the dis-
coveries made by any society. This principle of equity can ameliorate any
misunderstanding arising out of the actions of medicinal chemists in de-
veloped countries in their relationship with their counterparts in develop-
ing countries.

Summarial Points

» Medicinal Chemistry research on extracts from plants and other living
organisms that leads to the discovery of therapeutic agents, can also
be an important factor toward maintaining biodiversity.

» Relationships between societies which possess important biodiversity
and developed societies which possess advanced technological proc-
esses should be based on the principles of equity. They should oper-
ate by means of collaborative contracts which acknowledge progres-
sion of scientific research in such a way that the immediate financial
aspects are not considered to be of primary interest but rather only a
legitimate, longer-term consequence of such partnering (8,9).

» Since all of humanity benefits from the discovery of new drugs, all
societies should collaborate in the preservation and evaluation of the
areas of great diversity from which such structures might emerge.
This could be carried out through investments made by pharmaceuti-
cal companies to help preserve this type of land (e.g. of great biodi-
versity, of fragile environment, or where promising species prosper)
and through the promotion of localized searches done in collaborative
settings that can allow for both immediate development of identified
actives and sustained cultivation of undefined biodiversity.
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Additional Recommendations

» Strengthen international relationships on these types of research pro-
jects, particularly including countries at different levels of develop-

ment.

» Utilize university-company relationships within less-developed coun-

tries.

» Strengthen international relationships between scientists and the au-
thorities responsible for research in various countries.

(1

2

3)

“4)
)

(6)

(7
(®)
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RESUMEN

Los campos electromagnéticos ambientales cada vez mas presentes en el entor-
no, pueden afectar a los propios seres humanos y, segin su intensidad (magneto-
terapia), activar o modular procesos fisiolégicos o inducir a posibles patologias.
En este trabajo se pretende determinar las caracteristicas fisicoquimicas (los pa-
rametros permitividad (g) y conductividad eléctrica (6)) de varios tejidos de rata,
mediante la aplicacién de microondas de radiofrecuencia, ante variaciones en la
concentracién de cadmio (Cd) y comprobar si se pueden utilizar como indicadores

* Este trabajo fue presentado en el Congreso Internacional de la URSI (International
Union of Radio Science), Agosto 1999, Toronto, Canada, y fue galardonado con un
“Young Scientist Award”.

** Autor & dirigir la correspondencia
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del efecto especifico de la presencia de cadmio, evaluar su efecto por la contami-
nacién del entorno y cuantificar su acamulo. Por consiguiente, se pretende aportar
‘nuevos datos sobre los efectos de la toxicidad del cadmio en diversos 6rganos
sistémicos y comprobar si existe sinergismo entre el efecto téxico. del cadmio
(contaminante ambiental) y el de los campos electromagnéticos. Se utilizan dos
grupos de ratas macho Wistar, uno control y otro tratado con Cd (CdCl,), con doce
dosis (una por dia) por via intraperitoneal desde 0,1 a 1 mg Cd/Kg rata/dia. Se
extrae la sangre bajo anestesia con éter por puncién cardiaca hasta su muerte, y
se diseccionan los 6rganos. Se analizan diversos pardmetros sanguineos, y se con-
gelan los 6rganos siguientes: higado, rifiones, pulmones, corteza cerebral, testicu-
los, pancreas y musculo, en los que se determina la permitividad y conductividad.
Se determinan los coeficientes de reflexién y transmisién de estas muestras a la
frecuencia industrial de 2,45 GHz. Esta frecuencia estd comprendida dentro del
rango de las frecuencias de microondas. Los coeficientes de reflexién y transmi-
si6n se miden mediante un analizador de redes, se usa un estimulador HFSS de
HP que determina la permitividad de un tejido que produjera los mismos valores
de los coeficientes de reflexién y transmisién medidos experimentalmente. Los
resultados muestran que en el caso del rifién e higado los valores de & (permitivi-
dad) y ¢ (conductividad) son menores que en el control, lo que se puede explicar
porque ambos 6rganos son los principales tejidos diana de la toxicidad del cadmio.
Este elemento provoca disfuncién en los tibulos proximales del rifién, y en el caso
del higado, el cadmio también se acumula en este 6rgano provocando dafio hepa-
tico, un descenso de la integridad estructural de los hepatocitos y liberacién de las
transaminasas en el suero. Del anélisis de sangre se observa que el cadmio provoca
un estado anémico, de forma que se produce una disminucién de los valores de
hematocrito y hemoglobina con respecto a los controles.

Palabras Clave: Cadmio.—Toxicidad.—Permitividad.—Conductividad.—Micro-
ondas.—Radiofrecuencia.—Campos magnéticos.

SUMMARY

Determination of permittivity and conductivity in several rat tissues
treated with cadmium.

In this work we pretend to determine two physical parameters permittivity (e)
and conductivity (s) in several rat tissue, control and treated with cadmio (Cd),
applying electromagneﬁc fields of radiofrequency and to check if these parameters
can be used as indicators of cadmium toxicity and presence in the environment in
certain organs. There are used two groups of male Wistar rats, a control group and
the one treated with cadmium (CdCl,), with twelve single intraperitoneal increa-
sing doses from 0,1 to 1 mg Cd/Kg rat/day. After blood extraction under ether
anesthesia the animals died and several biochemical and haematological parame-
teres are analyzed. The dissected organs are: brain cortex, testes, kidney, liver,
pancreas, lungs=and muscle, which are submitted to determine the € and &, mea-
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suring the reflection and transmission, complex coefficients of these biological
samples at the industrial frequency of 2.45 GHz. This frequency is included in the
range of microwave frequencies. The reflection and transmission coefficients are
measured with a network analyzer. We use a HP HFSS simulator that determines
the permittivity of a tissue that would produce the same values for reflection and
transmission coefficients obtained experimentally. Results show that in liver and
kidney there is a decrease in the € and 6 compared to the controls. The changes
in the kidney can be explained because the renal cortex is the major target tissue
for cadmium toxicity, provoking proximal tubular disfunction. In liver, cadmium
also accumulates inducing hepatic damage, with an increase of both transamina-
ses in serum and the decrease of the structural integrity of hepatocytes. Blood
analysis show that cadmium induces an anaemic state, with a decrease in hemo-
globin and hematocrite values in comparison to the controls.

Keywords: Cadmium.—Toxicity.—Permittivity.—Conductivity.—Radiofrequen-
cy.—Microwave.—Electromagnetic fields.

INTRODUCCION

"Un ser vivo estd compuesto por una compleja estructura de teji-
dos biolégicos con propiedades eléctricas diferentes (permitividad
dieléctrica € y conductividad o). Tanto los tejidos como las células
estan expuestos a metales pesados y téxicos quimicos que los pue-
den afectar hasta el punto de que sus propiedades eléctricas pueden
verse alteradas y los tejidos biolégicos implicados no pueden reali-
zar su funcién adecuadamente. También estas propiedades son en
gran parte responsables de la interaccién de los campos electromag-
néticos con moléculas y estructuras biolégicas supramoleculares. As{
un valor elevado para la permitividad implica un considerable efecto
protector para el campo eléctrico, aunque la conductividad origina
la circulacién de corrientes inducidas en tejidos. Ademas es posible
que los efectos de metales pesados puedan combinarse con los de los
campos electromagnéticos medioambientales, produciendo efectos
adversos en la salud.

Se han realizado estudios en los que se ha comprobado que la
exposicién a campos magnéticos estaticos (SMF) y campos magné-
ticos de muy baja frecuencia (ELF-MF) influyen en la actividad bio-
eléctrica neuronal, en los que estd implicado el calcio citosélico (1
a 3). También se han estudiado las propiedades dieléctricas de teji-
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dos biolégicos aplicando campos electromagnéticos (4,5). Es cono-
cido, que las microondas de la gama de frecuencia mencionada
penetran en los tejidos expuestos y producen calor, debido a la
absorcién de energfa por las células. La profundidad de la penetra-
cién depende de la frecuencia del campo, y es mayor para las bajas
frecuencias. El calor inducido es neutralizado por los procesos de
regulaciéon homeostatica de los seres vivos.

Por todo ello, se trata en este trabajo de aportar algunos datos
sobre las caracteristicas fisicoquimicas de los tejidos, permitividad
y conductividad, mediante la aplicacién de microondas de radiofre-
cuencia, ante variaciones en la concentracién de cadmio. En el or-
ganismo humano existen situaciones patoldgicas, en las que también
varfan las concentraciones de diversos metales, Fe, Cd, Hg, Pb, como
es conocido en Toxicologia y Medicina del Trabajo. Se trata de ex-
perimentos fundamentales, para conocer la variacién de propieda-
des de los tejidos ante las ondas de radiofrecuencia, en presencia de
agentes naturales, quimicos ambientales, y siguiendo los consejos
del Parlamento Europeo (6).

Este trabajo tiene dos objetivos. El primero es la determinacién
de la variacién de las propiedades eléctricas de 6rganos tratados con
cadmio. Para este propésito, se mide la permitividad dieléctrica
compleja de muestras de tejido de rata, a la frecuencia industrial de
2,45 GHz. También se relacionan las variaciones observadas en la €
y ¢ con los parametros bioquimicos y enzimaticos encontrados en el
analisis de sangre. El segundo objetivo de este trabajo es mostrar
una técnica sencilla y ttil para la evaluacién de la toxicidad de
distintas sustancias quimicas.

MATERIAL Y METODOS
Animales de experimentacién

Se emplean ratas macho de raza Wistar con pesos comprendidos
entre 170 y 200 g mantenidas en jaulas metabélicas, y alimentadas
con pienso estandar y agua “ad libitum”. Se utilizan dos grupos de
5 ratas, uno de ellos control y otro tratado con cadmio. Los grupos
de animales.se mantienen en las mismas condiciones.
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Un grupo de ratas se trata con Cd en la forma quimica de CdCl,
(Merck). Se prepara una disolucién estéril de CdCl, 1 mg/ml, que se
inyecta por via intraperitoneal con una dosis creciente de 0,1 a 1 mg
Cd/kg rata/dia, durante 12 dias.

Determinacion de parametros permitividad y conductividad

Diseccion de tejidos

Los animales son sacrificados por extraccién total de sangre
mediante puncién cardiaca, bajo los efectos de la anestesia con éter.
Una vez sacrificados se diseccionan los tejidos y se extraen los 6r-
ganos, concretamente pulmones, higado, rifiones, testiculos, pan-
creas, corteza cerebral y tejido muscular de la zona femoral. De
todos los 6rganos se hacen cortes de aproximadamente 2 mm de
espesor y se guardan en placas petri a 0°C hasta la determinacién de
los parametros fisicos permitividad y conductividad.

Calibracion y puesta a punto del sistema experimental de medida

El sistema experimental para radiacién y caracterizacién de mues-
tras que se ha montado consta de un analizador de redes (VNA) HP
8720 que permite medidas en el margen de frecuencia 50 MHz-
21 GHz y dos transiciones gufa/coax de muy baja razén de onda esta-
cionaria. Para la calibracién del sistema en guia de ondas a la frecuen-
cia de trabajo de 2,45 GHz se construye una seccién guia tipo WR 430
util para trabajar en el rango de 1,7-2,6 GHz, de 34 cm de longitud
total, pudiéndose variar su longitud mediante un cortocircuito varia-
ble con objeto de fijar los planos de referencia adecuados.

Célula de medida
Para la radiacién y caracterizacién de muestras biolégicas se

disefia una célula de medida formada por: a) una seccién de guia
WR 430 de aluminio altamente pulido de 5,4 cm de longitud y b) un
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portamuestras constituido por dos bloques de metacrilato pulido
con una cavidad rectangular de dimensiones: largo 54 mm, ancho 11
mm y alto 2 mm. Dentro de esta cavidad rectangular es donde se va
a introducir la muestra biolégica. Para la calibracién del sistema de
medida la muestra cortada de tejido biol6gico se reemplaza por una
pieza de metacrilato de las mismas dimensiones.

La caracterizacién experimental se realiza midiendo los coefi-
cientes complejos de reflexién s11 y transmisién s21 de las muestras
biolé6gicas a la frecuencia industrial de 2,45 GHz. Para ello los cortes
de la muestra biolégica se colocan en la cavidad rectangular del
portamuestras rellenando todo el espacio, sin que quede ningin
hueco y todo ello en la secciéon de guia WR 340. Los coeficientes
complejos de transmisién y reflexién de la muestra biol6gica en el
rango de radiofrecuencias se miden usando un analizador de redes
(VNA) de tipo HP 8720.

Medida de la permitividad y conductividad

La misma estructura (tejido dentro de la guia de ondas) fue
analizada usando el simulador HP HFSS. El simulador hace posible
determinar el valor de la permitividad dieléctrica y conductividad de
un tejido que produciria los mismos valores para los coeficientes de
reflexién y transmisién que habian sido determinados experimental-
mente.

Andlisis de Sangre

La sangre extraida de cada animal se recoge en dos tubos de
plastico uno de ellos con EDTA (Vacutainer), para realizar recuentos
celulares, al que se afiade un volumen de 2 ml de sangre, y otro que
contiene 2 ml de Gel PST™ y heparina-litio, al que se afiaden 4 ml
de sangre. Este tubo se centrifuga a 2500 rpm durante 7 min, y en
el sobrenadante sérico, se analizan los parametros bioquimicos y las
enzimas. Las muestras de sangre obtenidas de los animales control
y de los tratados con cadmio, se someten a los siguientes analisis:

a) Hemdtol6gicos: glébulos rojos, glébulos blancos y plaquetas.
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b) Bioquimicos: glucosa, urea, proteinas totales, albiimina en
sangre, bilirrubina total, magnesio, calcio sérico y fésforo.

c) Enzimaticos: transaminasas: GOT, GPT, Gamma-GT, LDH,
CPK.

RESULTADOS

La tabla 1 muestra los valores experimentales de la permitividad
y conductividad (S/m) para los tejidos de rata control y los tratados
con cadmio.

Los valores vienen expresados con su media y = DS.

TaBLa 1
Valores experimentales de permitividad y conductividad.

‘TEJIDO CONTROL ' CADMIO
€ ' c | e c
RINON 49,84+ 1,09 1 1,77+ 0,21 44,17+ 0,98* 1,08+ 0,10*
HIGADO 42,6+ 0,96 | 1,52 + 0,08 42,50+ 0,8** 1,35+ 0,18**
PULMON 47,36+ 0,69 | 1,64 + 0,09 40,75+ 1,33** A 1,19 + 0,09*
M(ISC"ULO 49,5+ 0,64 | 1,77+ 0,05 45,67+ 1,37* 1,10 + 0,09*
PANCREAS 41,7+ 0,78 | 1,58+ 0,09 51,99+ 1,04* 1,20 = 0,13*
TESTICULOS 51,0+ 0,5 1,0+ 0,05 54,5+ 0,5 1,35 = 0,15*

*Diferencias muy significativas con respecto al grupo control (p<0,001)
**Diferencias significativas con el control (p<0,05)

Parametros sanguineos

En la Tabla 2 se representan los parametros sanguineos de ratas
tratadas ¢on cadmio y control.
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Pardmetros hematoldgicos, bioquimicos y enzimdticos.
(Los valores medios son expresados con la desviacion estdndar ( tDS).

PARAMETROS CONTROL CADMIO
Hematologia
Hemoglobina (g/dL) 12,75+ 0,35 9,97+ 1,50
Hematocrito (%) 37,30x 0,8 31,8+ 6,10
Plaquetas (10° /mm?) 896+ 48,9 1214+ 41
Eritrocitos (10%mm?) 7,05+0,49 57+1
Bioquimica
Proteinas totales (g/100mL) 6,3+ 0,2 5,96+ 0,61
Albamina (mg/100mL ) 3,7+ 0,12 2,35+ 0,2
Urea (mg/100mL) 332 39+ 15,26
Ac. Urico (mg/100mL) 2,4+ 0,1 1,35 + 0,25
Bilirrubina total (mg/100mL) 0,25+ 0,05 0,575+ 0,54
Glucosa (g/100mL) 166+13 109+3,5
Hierro sérico (ug/100mL) 259 + 37 100,5. + 28,84
| Calcio sérico (mg/100mL) 11,7+ 0,9 - 10,17 + 1,17
Foésforo (mg/100mL) 7,5+ 1,3 7,55 + 0,25
Magnesio (mg/100mL) - 2,2+ 0,33 2,65 x 0,47
Enzimas
GOT (U/L) 93,5+ 12,5 275,2+ 17,3
GPT (U/L) 81+ 12,9 47,75+ 17
Gamma-GT (U/L) . 0 2+ 1,22
LDH (U/L) 252,5+ 30,5 1004+ 55,7
CPK (U/L) 277,5¢ 59,5 651,5+ 58,4
DISCUSION

En los experimentos que se presentan en este trabajo se han
encontrado diferencias estadisticamente significativas tanto para la
permitividad como para la conductividad, entre los higados tratados
con cadmio y-los controles. Estos resultados se corresponden con
los parametros sanguineos, en los que se observa un aumento de la
GOT y LDH que indica dafio hepatico por los efectos del cadmio. En
el higado el cadmio provoca fibrosis intralobulares, cirrosis y des-
censo de la.ntegridad estructural de los hepatocitos. Ademas este
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metal induce la sintesis de metalotioneina en higado considerada
como de defensa, por la asociacién de cadmio y prevencién de sus
efectos tdxicos (7).

En los pulmones, la permitividad en las muestras de rata tratadas
con cadmio ha mostrado diferencias estadisticamente significativas
respecto al grupo control. En cuanto a la conductividad, medida en
la frecuencia de microonadas, se observa una disminucién respecto
a los controles. Los cambios significativos en la permitividad y con-
ductividad tisular, pueden ser indicativos de la toxicidad de los
metales pesados en los pulmones. Estudios previos con ratas expues-
tas a cadmio han mostrado que la toxicidad principal se diagnosticé
en el sistema respiratorio, caracterizado por inflamacién, necrosis y
fibrosis pulmonar (8,9). El resultado del analisis de sangre muestra
que las ratas tratadas con cadmio tienen unos niveles de hematocri-
to y hemoglobina por debajo de los valores normales debido a que
el tratamiento con cadmio induce a anemia y afecta significativa-
mente a la médula 6sea, metabolismo de los eritrocitos y ciertas
proteinas plasmaticas.

En el rifi6bn también se han observado diferencias significativas
en la permitividad y conductividad entre el grupo control y el grupo
tratado con cadmio. El hecho de que el rifién, aparte del higado, sea
un 6rgano diana para la toxicidad y acumulacién de numerosos
metales, podria explicar los cambios observados en la permitividad
compleja. En concreto, la corteza renal es el principal tejido que
sufre lesion, nefrotoxicidad y acumula cadmio (10).

Las medidas de la permitividad en el pancreas de ratas tratadas
con cadmio, mostraron diferencias muy significativas al ser compa-
radas con los controles.

Se sabe que este metal a grandes dosis puede provocar una dis-
funcién pancreatica, que afecta principalmente a los islotes de Lan-
gerhans que, en condiciones normales, elaboran la sintesis de insu-
lina e inducen a su secrecién, necesarias para la regulacién dél-
metabolismo de los carbohidratos. Ademas el pancreas se vuelve
mas suave, esponjoso .y de un color que varia entre el marrén y
marrén-rojizo. El cadmio y los demas metales pesados producen un
aumento de la secrecién de insulina provocando unos niveles muy
bajos de articar en sangre.

23



O. GARCIA-ARRIBAS Y COLS. ANaL. REAL Acap. Farwm.

En el misculo, se observa que el cadmio tiene una fuerte influen-
cia en ambas, permitividad y conductividad. El calcio es muy impor-
tante en los procesos implicados en la contraccién muscular, y en
muchas ocasiones el cadmio puede sustituir al calcio y puede blo-
quear la funcién especifica de sus proteinas, lo que conlleva a un
mal funcionamiento del sistema muscular con el consiguiente blo-
queo metabdlico con dafio y posterior lesién muscular. Ademas se
observa un nivel elevado en sangre de la enzima creatinfosfoquina-
sa, indicadora de dafio muscular, una de las fuentes de energia
muscular, responsable de la sintesis de APT a partir de ADP.

En los testiculos se produce un aumento de la permitividad y
conductividad; el cadmio afecta a estos 6rganos ya que provoca
edema intersticial en las células, hemorragia, reduccién en la pro-
duccién de andrégenos por las células de Leydig, necrosis de las
células de Sertoli, inhibicién de la espermatogénesis y atrofia tes-
ticular.
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RESUMEN

Hemos realizado la determinacién de las constantes de la reaccién de hidrélisis
de la Ceftriaxona por cromatografia de liquidos, en un intervalo de pHde 2 a 7 y
a temperaturas de 30 a 60°C. Asimismo a partir de los perfiles cromatograficos
obtenidos y del estudio de los espectros de U.V. de las fracciones cromatogréficas
eluidas, es posible deducir el mecanismo de reaccién que tiene lugar en nuestras
condiciones de ensayo.

Palabras clave: Ceftriaxona.—Hidrélisis.—HPLC.

SUMMARY

Determination of ceftriaxone hydrolysis constants reaction
by high pressure liquid chromatography

In this paper, we have carried out the determination of ceftriaxone constants
reaction by liquid chromatography at a pH range of 2-7 and temperatures of 30-
60°C. From the study of chromatographic profiles and U.V. speétra of the eluted
fractions, it is possible to propose the reaction mechanism consider in the assay
conditions.

Key words: Ceftriaxone.—Hidrolysis. —HPLC.

27



A.L. DoapRrO Y coLs. ANAL. REAL ACAD. FARM.
INTRODUCCION

Las reacciones de hidrélisis de cefalosporinas y penicilinas son
muy similares (1,2). La cinética de la reaccién de hidrélisis de pe-
nicilinas ha sido determinada por métodos potenciométricos y es-
pectrofotométricos (3), pero estos resultaron ser poco selectivos.

En otros trabajos publicados por nosotros (4), realizamos la
determinacién de las constantes de hidrélisis por cromatografia de
liquidos de alta presién (HPLC), puesto que es un método mucho
mas selectivo que los anteriores, y tiene la ventaja de que se puede
separar al antibiético de sus productos de hidrélisis, ya que por la
alta capacidad de separacién de la técnica, es posible la elucién de
los solutos en picos cromatograficos diferentes, con lo cual se sim-
plifica el estudio del mecanismo de reaccién al poder identificar los
productos que se van formando.

En nuestro estudio, hemos efectuado la determinacién de las
constantes de reaccién de hidrélisis de la Ceftriaxona por cromato-
grafia de liquidos, en un intervalo de pH de 2 a 7 y sometiéndola a
temperaturas de 30 a 60°C. A medida que aumenta la temperatura
y la hidrélisis es mas pronunciada, se pueden detectar en cada
momento los niveles correspondientes a la Ceftriaxona residual y a
sus productos de hidrélisis.

PARTE EXPERIMENTAL
1. Aparatos

El equipo de cromatografia de liquidos esta configurado con dos
bombas Waters M-6000-A, detector de longitud de onda variable
Kontron Uvikon 730 LC, detector de Diodos LDC SM 5000, e inyec-
tor automatico Kontron 460 unidos mediante una interfase RS232C
y software SM 5000 v. 1.05. El inyector automatico, las bombas y el
detector Kontron Uvikon 730, fueron controlados mediante el soft-
ware D450v. 2,0 de Kontron.

En la hidrélisis selectiva de nuestras muestras se ha empleado un
bafio de agua termostatizada Selecta modelo 140-B.
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En el ajuste de pH de las muestras y tampones se ha empleado
un pH-metro Methrom-Herisau E-520.

2. Condiciones cromatograficas

Fase mévil: tampén K H,PO, a pH = 2,5 y metanol (70:30)
Flujo: 1mL/min

Longitud de onda: 254 nm

Inyeccién: 10pL muestra.

3. Columna

Se ha utilizado una columna analitica Spherisorb ODS-18 de 10
mm (25x0,46 cm) suministrada por Merck, con un nimero de platos
tedricos por metro >80000.

4. Reactivos.

El metanol utilizado en la fase mévil fue de calidad HPLC sumi-
nistrado por Scharlau.

Se ha empleado un patrén de Ceftriaxona sédica comercial, de
una riqueza del 99,14 %, valorada por el método yodométrico de la
USP, a una concentracién de 0,5 mg/mL. Asimismo, se ha utilizado
7-ADCA patrén suministrado por los laboratorios SKF, para intentar
identificar uno de los productos de hidrélisis de la Ceftriaxona, a
una concentracién de 1 mg/mL.

Tanto la fase moévil como las muestras se filtran a través de
filtros Millipore de 0,22 . Los disolventes de la fase mévil se des-
gasifican empleando una corriente de Helio.

5. Preparacion de los tampones

Se han utilizado tampones a valores de pH = 2, 3, 4, 5, 6 y 7,
preparados segtin el método de Soérensen (5).
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6. Temperaturas de trabajo

Las muestras se han sometido sucesivamente a las temperaturas
de ensayo de 30, 40, 50 y 60° C.

RESULTADOS Y DISCUSION

El cromatograma obtenido en el ensayo de la Ceftriaxona, a tiem-
po inicial, pH =4 y T =30°C, se muestra en la figura 1, donde se
manifiestan dos picos cromatogréficos; el pico I, que tiene un tiem-
po de retencién de 1,84 min. y el pico II, de mayor estabilidad, de
tiempo de retencién de 2,10 min., con el cual realizamos el trata-
miento cuantitativo.

1 L i 1 ] 1 1 i 1

| N

0 Tiempo (min) 6

Figura 1: Cromatograma de la Ceftriaxona a tiempo inicial. T = 30°C
y pH =4, L tr = 1,84 min. II. tr = 2,10 min.

- Tanto el pico cromatografico I como el II, manifiestan un espec-
tro de absorcién U.V. con maximos a 275, 139 y 203 nm, tal como
se manifiesta en la figura 2.

En los demas valores de pH y temperaturas ensayadas, a tiempo
inicial, se dan perfiles cromatograficos idénticos.
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Figura 2. Espectros U.V. de los picos I y II de Ceftriaxona en las condiciones de enéayo por
inyeccion en el cromatografo.

A partir de dos horas de degradacién, en las mismas condiciones
cromatograficas, pH = 4 y T = 30°C, se observa en el cromatograma,
la aparicién de otro pico cromatografico, el pico III, de tiempo de
retencién de 2,26 min., tal como se muestra en la figura 3. El espec-
tro U.V. de este altimo pico (pico III), presenta tres maximos a 279,
239 y 191 nm. Como se puede observar en la figura 4, los maximos
de absorcién se manifiestan a longitudes de onda practicamente
idénticas a las del pico del isémero mayoritario de la Ceftriaxona
(pico III), pero el aspecto del espectro de absorcién no es el mismo,
disminuyendo la absorcién del maximo 279-280 nm y aumentando
el de 190-200 nm. El pico cromatografico III, no se manifiesta a
tiempo inicial y va aumentando conforme transcurre el tiempo de
hidrélisis de la Ceftriaxona, por lo que debe tratarse de un producto
de degradacién, que previsiblemente sea el 7-ADCA, ya que el espec-
tro de absorcién y la retencién cromatografica del patrén de 7-ADCA
es coincidente con éste pico IIL
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En los distintos valores de pH y temperatura en los que fue
ensayada la degradacién de la Ceftriaxona, los cromatogramas obte-
nidos presentan el mismo perfil que el descrito anteriormente.
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Figura 3. Cromatograma de la Ceftriaxona degradada. T = 30°C y pH = 4,
I. tr = 1,86 min. II. tr = 2,10 min. III. tr = 2,26 min.
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Figura 4. Espectro U.V del pico IIL tr = 2,26 min. T = 30°C y pH = 4.
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Puesto que en todos los cromatogramas obtenidos se ha registra-
do la presencia de los mismos productos de hidrélisis podemos
deducir que el mecanismo de reaccién, en nuestras condiciones de
ensayo, es el mismo en todo el intervalo de pH en el que hemos
operado y, que debe corresponder a una ruta hidrolitica acida, tal
como se muestra en la figura 5, en la que se reflejan los productos
recogidos en el ensayo cromatografico.

.

LY

H

Ceftriaxona

wd

7-ADCA 6-hidroxi-3-mercapto-2-metil- Ac. 2-(2-amino-4-tiazolil)
-2,5-dihidro-1,2,4-triazin-5-ona glioxilico

"’Zfﬁ;mm * ,‘J\?"" . e

Figura 5. Ruta propuesta de hidrélisis de la Ceftriaxona.

La hidrélisis de la Ceftriaxona sigue, fundamentalmente, una
cinética de orden uno, en estas condiciones, como se deduce de los
correspondientes de correlacién de las rectas de regresién lineal.
Los coeficientes de regresién lineal y los correspondientes valores
de las constantes de reaccién de orden uno (Kobs), se dan en la
Tabla 1.

)
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TaBra 1

Coeficientes de regresion lineal y constantes observadas

pH T°C R Kobs
2 30 -0,985 0,584
40 : 0,979 0,617
50 -0,921 © 0,796
60 0,980 1,189
3 30 0,997 ° 0,463
40 [ -0,994 0,496
50 e -0,963 0,591
60 ‘_ -0,926 0,760 -
4 30 1 0,998 0,162
40 ) -0,986 0,195
50 0,977 0,427
60 0,922 0,554
5 30 0,983 0,140
40 -0,985 0,173
50 0,971 0,445
60 0,914 0573
6 30 0,987 0,202
» 40 -0,963 0235
50 0,951 0,524
60 . -0,904 0,651
7 30 : -0,949 0,108
40 -0,921 0,141
50 i 0,972 " 0,362
60 -0,959 0,490

Representando el log. Kobs frente a los valores de pH, obtenemos
un perfil caracteristico de una reaccién de hidrolisis (figura 6), donde
se pueden observar dos puntos de inflexién. Segiin se deduce de la
grafica de la figura 6, la degradacién es maxima en los valores de pH
méas 4cidos (2-3), con un punto de inflexién a pH = 4, donde la
degradacién de la Ceftriaxona es inferior, hasta un pH = 6 donde
aumenta. Una vez superado este ultimo valor de pH = 6, la Cef-
triaxona va disminuyendo su degradacién conforme nos acercamos
al valor de pH = 7.
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Figura 6. Representacion del log. Kobs. Frente al pH a T = 30°C.
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‘ o Figura 7. Representaciéon de Arrhenius.
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Las correspondientes rectas de regresién lineal obtenidas por la
aplicacién de la ecuacién de Arrhenius, representando los logarit-
mos de las constantes de velocidad de primer orden frente a 1/T, se
muestran en la figura 7, en los distintos valores de pH, mientras que
las Energias de Activacién, obtenidas segiin la ecuacién:

Ea=2303.R.a *

se dan en la TablaIl. En esta tabla se observan altosvvalores de
la Energia de Activaciéon de Arrhenius, siguiendo un orden de pH:

PH=3<2<6<4<5«<«7

que resulta practicamente inverso al de la velocidad de reaccién de
hidrélisis 2 >3 >6 >4 >5 > 7.

Tabla II

Energias de Activacion obtenidas de la ecuacion de Arrhenius (Kcal/mol)

PH Ea

55,01
53,58
59,24
60,62
58,90
61,25

NoumbhwiN |
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