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RESUMEN.

E! mecanismo mediante el cual se realiza la expresidén génica
aun presenta incognitas. No obstante, se ha establecido que la trans-
cripcion que se realiza en el nucleo y Ia traduccion en el citoplasma. A
partir de diversos estudios tanto bioquimicos y ultraestructurales, se
considera la existencia de la etapa intermedia a las anteriores, que es la
postranscripcional y que esta relacionada incluso con el transporte de
RNA hacia el citoplasma. Las moléculas de RNA requieren de ciertas
modificaciones para salir del nucleo al citoplasma, como es la aso-
ciaciéon con proteinas para formar las ribonucleoproteinas, la metilacion
en el extremo 5' y la poliadeniiacion en el extremao 3'. Los granulos peri-
cromatinianos (GPC) ademas estan relacionados con el transporte de
ese tipo de RNA.

El propodsito de este trabajo fue demostrar que durante ia diferen-
ciacion del cristalino, el numero de GPC se incrementaria en relacién
directa al grado de diferenciacion de sus células. Para ello se utilizaron
cristalinos de embrion de pollo de la cepa White Leghorn entre los esta-
dios 14 y 36 de la clasificacién de Hamilton y Hamburger que fueron
cortados y procesados mediante el método de contraste preferencial
para ribonucleoproteinas de Bernhard y analizados con el microscopio
electrénico de transmision.

Los resultados mostraron que el numero de GPC se incrementa
al inicio de la diferenciacion y disminuye conforme avanza dicho proce-
so. Lo anterior difiere de lo observado en la diferenciacion de los neuro-
blastos y mioblastos, ya que el numero de este tipo de particulas au-
menta paulatinamente hasta la totai diferenciacion de las céluias; sin
embargo lo observado en este trabajo coincide en parte con lo detecta-
do en céluias de la notocorda ya que en ellas el nimero de GPC se in-
crementa momentos previos a su diferenciacion.

Lo anterior podria ser el reflejo de mecanismos postranscripcionales

diferentes supeditados por las caracteristicas propias de cada estructu-



ra. Por otra parte estos resultados generan la necesidad verificar el
comportamiento del resto de particulas ribonucleoroteinicas en el crista-
lino y en otros drganos que poseen capacidad inductora multiple en

estructuras vecinas a ellas.



PARTICULAS RIBONUCLEPROTEICAS DURANTE LA DIFEREN-
CIACION DE CELULAS DE CRISTALINO DE EMBRION DE POLLO

INTRODUCCION.

Durante el desarrollo embrionaric de los seres vivos se lleva a cabo
la diferenciacién celular, proceso mediante el que las células adquieren
en forma gradual sus caracteristicas morfofuncionales a partir de la
sintesis de proteinas especificas, lo que les permite organizarse para
conformar tejidos y érganos que tendran funciones particulares. A 1o
larao de él. participan grupos celulares vecinos y distantes que por me-
dio de interacciones quimicas de naturaleza proteinica conducen al ple-
no desarrollo de las estructuras.

Este proceso esta regulado por mecanismos que controlan la ex-
presién de los genes, estos Ultimos dependen de interacciones especi-
ficas tanto intra como extracelulares. Es el nucleo celular, el que actua
como sistema de retroalimentacion que permite a las células sintetizar
la estructura primaria de proteinas, a partir de la informacién genética

presente en el DNA, mediante la produccion de RNA.

EXPRESION GENICA.

Se considera que el cigoto posee la informacidén genética necesaria
para conformar un sistema vivo altamente organizado (1). Esta informa-
cion se expresa a lo largo del desarrolio embrionario lo que da lugar a
estirpes celulares que gradualmente adquieren caracteristicas estructu-
rales y funcionales particulares, que al organizarse y establecer interac-
ciones entre elias conforman 6rganos y sistemas.

El proceso mediante el que se origina la variabilidad celular es ca-
racterizado por sintesis de proteinas y se fundamenta en la transcrip-
cidn y traduccion de la informacion genética contenida en el DNA, esto
a su vez se rige por mecanismos de expresion y represion de genes

durante el desarrollo embrionario (2).
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en las que las células requieren de gran sintesis proteinica y por tanto
gran numero de ribosomas.

Por otra parte, uno de los trabajos realizados por Zavala y cols. (23),
también en embrion de pollo, evidencid que durante la diferenciacion de
mioblastos y miofibrillas, los nucieos muestran cambios poco importan-
tes, no asi durante el establecimiento de sinapsis entre neuronas moto-
ras y celulas musculares, etapa en la que existe incremento notable de
GPCs, io que hace pensar en ia aparicion de un mecanismo postrans-
cripcional que regula la salida de los RNAm del nucleo al citoplasma y

de esta forma se controla la expresidn de alaunos aenes

MORFOGENESIS DEL CRISTALINO.

La formacion del globo ocular se inicia con la aparicion de una eva-
ginacion localizada a cada lado del cerebro anterior denominada vesi-
cula optica, antes de que el prosencéfalo se subdivida en telencéfalo y
diencéfalo. La vesicula optica se acerca al ectodermo superficial sin que
se establezca contacto entre ambas estructuras (24,25). Intermedia a
ellas existe una matriz extracelular conformada principalmente por gli-
coproteinas, glicoaminogiicanos y fibras de colagena, y se considera
que en esta matriz se encuentra el o los factores inductores que pro-
mueven el desarrolio de la placoda del cristalino en el ectodermo super-
ficial. Esta placoda se manifiesta como una region engrosada en la que
las celulas y sus nucleos se alargan en sentido perpendicular a la su-
perficie, lo que ocurre entre ia etapa de 10 a 12 somitas del embridn de
polio (24,26).

La elongacion de las células de la placoda del cristalino es el resul-
tado de la sintesis intracelular de microfilamentos, los que provocan que
las células formen una empalizada que posteriormente se invaginara,
debido tal vez, a la contraccién de los microfilamentos lo que genera
tambiéen el desplazamiento de los nucleos hacia la regién basal de ca-

da celula. Lo anterior da lugar a Ia formacion de una fosa y sus bordes
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tienden a fusionarse para formar la vesicula del cristalino, la que se
separa del ectodermo superficial; en ellos se presenta muerte celular
(27). Una vez separada esta porcién de tejido, los bordes libres del ec-
todermo superficial se acercan para restituir su continuidad y recubrir a
la copa optica (28).

En forma sincrénica a ia formacién de la vesicula del cristalino, se
invagina la vesicuia optica para transformarse en la copa optica y con-
comitantemente la vesicula del cristalino se introduce al interior de di-
cha copa.

La vesicula del cristalino una vez aislada del ectodermo, presenta
dos caras separadas por un espacio central; la cara anterior esta con-
formada por células epiteliales de forma cubica con su capacidad mité-
tica bloqueada, excepto aquellas que se encuentran en la region cerca-
na al ecuador y que conforman la zona germinativa que mantiene el
crecimientc del cristalino en forma continua. La cara posterior inicial-
mente esta conformada por células que se elongan para ocluir el espa-
cio de la vesicula y posteriormente transformarse en las céiulas fibrila-
res primarias del cristalino (24, 26,28, 29). La elongacién de estas cé-
lulas es influenciada por el “factor fibroblastico de crecimiento” prove-
niente de la retina neural. Dicho factor genera en la zona germinativa:
proliferacion celular, migracion de estas células hacia la periferia de la
cara posterior y su elongacion, ademas de la sintesis y acumulacion de
proteinas especificas (30-32)

Una de ias primeras proteinas sintetizadas durante la diferenciacion
dei cristaiino es ia & cristaiina 6 F.1.S.C. (first important soiuble crysta-
llin) producida en aigunas celulas de la region basal durante |a etapa de
placoda, asimismo en la etapa de vesicula durante la formacion de las
fibras primarias,; tanto las células epitehales centrales de forma cubica
como las de la regidon ecuatoriail |la sintetizan posteriormente.

Esta proteina conforma del 70 al 80 % del total de proteinas sinteti-

zadas, el resto corresponde a ias proteinas o y j cristalina y a enzimas



que participan en la sintesis de colagena que conforma la capsula del
cristalino (33). La « cristalina es sintetizada por las celulas columnares
del ecuador y la B cristalina por céluias epiteliales de la cara anterior
del cristalino. Estas tres proteinas «,B y 3 le confieren a esta estructura
sus propiedades opticas.

Las células epiteliales de la zona germinativa se transforman paula-
tinamente en fibras secundarias, ai alargarse constituyen un conjunto
de células columnares radiales, las que se colocan unas sobre otras y
establecen capas concéntricas alrededor del eje longitudinal del cristali-
ne. Lo anterior ae raflein de maduracian da iac células v 2 medida aue
se generan numerosas capas de fibras secundarias, esta estructura
aumenta de volumen y adquiere su forma esférica o elipsoidal.

El final de la diferenciaciéon de las células que se transforman en fi-
bras lo marca la picnosis de los nucleos en las que hay pérdida gradual
de DNA, asimismo el nucleo, mitocondrias, ribosomas y el aparato de
Golgi inician sus cambios degenerativos que conducen a que el cristali-

no adquiera su indice de refraccion (30-32,34,35).

JUSTIFICACION.

Dada ia relevancia de ios mecanismos de expresion géenica durante
el desarrollo embrionario y de que los estudios referentes a la dinamica
de las particulas ribonucleoproteinicas durante la oftalmogénesis son
reducidos, se hace necesario realizar estudios sobre la presencia de los
granulos pericromatinianos durante la diferenciacion dei cristalino. Lo
anterior permitira relacionar las variaciones de estos granulos con las
caracteristicas ultraestructurales y bioquimicas para asi ampiiar el cono-

cimiento de la génesis de este medio refringente del globo ocular.
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OBJETIVOS DEL TRABAJO.

- Determinar en forma estadistica fas variaciones numeéricas de ios
granulos pericromatinianos durante la diferenciacion de células de
cristalino de embridn de poilo.

- Relacionar ias variaciones numéricas con sucesos embriologicos

importantes durante el desarrollo del cristalino.

- Correlacionar las variaciones numéricas mencicnadas con las deter-

minadas en estudios previos de diferenciacion de neurobiastos de

médula espinal, mioblastos y notocorda de embridn de pollo.

HIPOTESIS.

Con base en la importancia del RNA durante el proceso de diferen-
ciacion en el que se refleja la expresion génica y de que [os granulos
pericromatinianos representan el almacenamiento y transporte de
RNAmM maduro previo a la sintesis de proteinas especificas durante la
diferenciacion celular, es probable que al contabilizar estas particulas
ribonucleoproteinicas se encuentren en gran numero y en relacion di-

recta al grado de diferenciacién de las células del cristalino.

MATERIAL Y METODO.

Se adquirieron 30 huevos de ave Gallus domesticus, de la cepa
White Leghorn que se incubaron a 37° C. y en condiciones de humedad
de 87-88%.

Se determino previamente los dias en que se iban a retirar los em-
briones de la estufa para proceder a fijarios. A los huevos selecciona-
dos se les abrid una ventana amplia en el cascardn para extraer al em-
bridn con saco vitelino. Antes de cortar la membrana vitelina y el amnios
para aislario de ellas, se procedid a inyectar directamente el fijador en la
porcion cefélica o bien en el globo ocular sin lesionar el cristalino. Pos-
teriormente se procedio a cortar la membrana vitelina para colocar al

embridn en una caja de Petri con base de cera. Con ayuda del este-
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FOTESIS.

Con base en la importancia del RNA durante el proceso de diferen-
ciacion en el que se refieja la expresion genica y de que los granulos
pericromatinianos representan el almacenamiento y transporte de
RNAm maduro previo a la sintesis de proteinas especificas durante la
diferenciacion celular, es probabie que al contabilizar estas particulas
ribonucleoproteinicas se encuentren en gran numero y en relacién di-

recta al grado de diferenciacién de las células del cristalino.

MATERIAL Y METODO.

Se adquirieron 30 huevos de ave Gallus domesticus, de la cepa
White Leghorn que se incubaron a 37° C. y en condiciones de humedad
de 87-88%.

Se determind previamente los dias en que se iban a retirar los em-
briones de la estufa para proceder a fijarlos. A los huevos selecciona-
dos se les abrid una ventana amplia en el cascarén para extraer al em-
bridn con saco vitelino. Antes de cortar la membrana vitelina y el amnios
para aislario de ellas, se procedid a inyectar directamente el fijador en ia
porcion cefalica o bien en el globo ocular sin lesionar el cristalino. Pos-
teriormente se procedié a cortar la membrana vitelina para colocar al

embridon en una caja de Petri con base de cera. Con ayuda del este-
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reomicroscopio se analizaron las caracteristicas morfologicas externas
para determinar su edad de acuerdo a la clasificacion de Hamburger y
Hamilton (36). Una vez realizado o anterior se procedio a separar el
globo ocular del resto del embridn.

Del total de huevos utilizados, se obtuvieron 17 embriones, los
que fueron fijados por inmersién con paraformaldehido al 4% y gluta-
raldehido al 1.5% en solucion buffer fosfatos a 0.2 M a pH 7.2 durante
una hora.

Se procedié ha deshidratar en forma gradual a los especimenes.
Para elio se utilizé etanol a partir de 50% hasta 100%. Posteriormente
se les dio tratamiento de preinciusion con mezcla de dxido de propiieno
y resina Epon 812 (Glycide ether 100 Merck) en tres proporciones dife-
rentes (2:1 por 1 hora, 1:1 por 12 hrs. y 1:2 por 12 hrs.). Enseguida los
especimenes se colocaron en moldes pianos para incluirlos en resina
Epon 812 y se introdujeron en la estufa a 60° C. durante 24 horas para
la polimerizacion de la resina. '

Una vez polimerizada la resina se obtuvieron cortes semifinos de 0.5
um de espesor con l0s Ultramicrotomos MT1 y MT2 de marca Sorvall,
con cuchillas de vidrio, los que se tifieron con azul de toluidina para ob-
servarlos al microscopio fotonico, determinar la regidn a estudiar y reali-
zar la toma de fotografias con el sistema de contraste de fases.

De los 17 especimenes de diversos estadios, unicamente 8 fueron
considerados para su estudio, ya que algunos de ellos presentaron ar-
tefactos por fijacion inapropiada o por defectos en la polimerizacion de
la resina.

De los ocho especimenes de diferentes estadios se obtuvieron
cortes ultrafinos de 60 a 90 nm. que fueron colocados en rejillas de co-
bre de 200 mesh con membrana de Formvar y procesados segun el
metodo de contraste preferenciat para ribonucleoproteinas de Bernhard

(10). Este consiste en dejar flotar 1as rejillas con cortes ultrafinos prime
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ro en solucion de acetato de uranilo por 3 minutos, posteriormente en
solucién de EDTA al 0.2% por 8 minutos y al final en solucion de citrato
de plomo por 2 minutos. Las rejilias fueron lavadas por goteo con agua
desionizada entre la aplicacion de cada contraste y al final las muestras,
se dejaron secar completamente antes de observarias al microscopio
electréonico de transmisién.

La observacion de cortes ultrafinos se realizd con el microscopio
electronico EM10 Carl Zeiss; se hicieron tomas en banda magnética de
video de 30 ndcleos de cada uno de los ocho especimenes a 12,500
aumentos sobre la pantaila final. Asimismo, se tomaron fotografias de
atgunos nucleos y células a 8,000, 10,000 y 12,000 aumentos.

Las imagenes de nucleos grabadas en banda magnética de video
fueron analizadas con el programa de computadora denominado
IMAGENIA 5000 BIOCOM para cuantificar la densidad numérica de
GPCs por area del niucleo. Los datos estadisticos se obtuvieron con el
programa STATGRAPHICS.

RESULTADOS.

En el espécimen correspondiente al estadio 14 de la clasificacion de
Hamilton Hamburger que corresponde a 2 y medio dias de desarrollo,
se observg que las células que forman la placoda del cristalino tienen
forma columnar, algunos de sus nuclecs son alargados mientras que
otros son de forma oval y se encuentran en la porcion basal de las cé-
lulas (Fig. 1). Los nucleos en ocasiones presentan hasta dos
nucleolos y entre las céluias se observan lagunas de diferente volumen
que en algunas zonas respetan las uniones celulares. Las células de los
bordes de ia placoda tiende a ser de forma cubica.

Los nucleos de células de cristalino del estadio 14, presentan nume-
rosos GPCs dispersos en el nucleoplasma. El nucleolo en algunas cé-
lulas se encuentra desplazado a uno de los extremos del nuacleo, mien-

tras que en otras se localiza en el centro (Figs. 2 y 3).
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Fig. 1 Micrografia dptica que muestra la vesicula 6p-
tica (VO) y la placoda del cristalino (PC) de
embrion de pollo del estadio 14 (2 V2 dias) te-

fiidas con azul de toluidina 500 X.



Fig. 2. Micrografia electrénica del nucleo de una célula de la
placoda de cristalino de embrion de pollo del estadio 14
tefida con acetato de uranilo-EDTA-citrato de piomo. El
nucleoto (n) se aprecia en uno de sus extremos y en el
nucleoplasma numerosos GPCs (flechas) 30,000 X



Fig. 3. Micrografia electrénica del nicleo de una célula de la pla-
coda del cristalino de embrién de pollo del estadio 14 teni-
da con acetato de uranil-EDTA-citrato de plomo. Se apre-
cia el nucleolo (n) voluminoso, abundantes GPCs (flechas)
y una pequefa porcidn de citoplasma (c¢) 30,000 X
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En el espécimen del estadio 19 (3 dias y medio) se observd que
el epitelio anterior es grueso, con células alargadas sobre todo aquellas
que se encuentran cerca del ecuador. Aigunos nucleos de las células
epiteliales presentan dos nucleolos. Las células de ia cara posterior
del cristalino han ocluido casi la totalidad del espacio centrai por las
celulas fibrilares primarias (Fig 4). El nucleo de estas células se obser-
va alargado, su contenido es granular, el nucleolo es denso y se locali-
Za en uno de sus extremos .

Las caracteristicas celulares y nucleares de los especimenes de
los estadios 26, 29, 30 y 32 tienden a ser iguales. En general las células
cercanas al ecuador tienden a ser menos alargadas que aquellas que
se alejan de él y cercana a la cara posterior del cristalino. El nucleo
ocupa una localizacién central  y su elongacién es proporcional al de la
célula.

En especimenes del estadio 29 se observan células con nucleos
alargados, algunos de ellos presentan forma irregular (Fig. 5) y otros
presentan forma circular (Fig. 6, sobre todo aquellos que se encuentran
cercanos al centro del cristalino. Su apariencia es granular aunque con
menor numero de GPCs (Fig. 7) y algunos nucleolos son densos en
tanto que otros los son menos y presentan zonas centrales claras (Figs.
5y6).

En el espécimen del estadio 30 (6 y medio a 7 dias) las células fibrila-
res secundarias presentan su nucieo alargado, en aigunas de elias
no se observo nucleo o bien era pequeno, localizado en unc de los ex-
tremos (Fig. 8). La apariencia del contenido nuclear es granular y con
abundantes GPCs dispersos en el nucleoplasma en mayor cantidad
que en los nucleos de celulas del espeécimen del estadio anterior (Fig. 9)

En la Fig. 10 que corresponde al espécimen del estadio 32 (de 7
dias y medio) se aprecian los nucleos de células fibrilares secundarias,

gue en su mayoria son alargados y de localizacion central; escasos son
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Fig.4 Micrografia optica en la que se observa el cristalino de embrién

de polio del estadio 19, tenido con azul de toluidina. Se mues -
tra la elongacion de las céluias fibrilares primarias hacia la ca -
ra anterior y persiste aun en el borde inferior un espacio por

ser ocluido. Los nucleos (N) de las células se observan cerca -

nos a la cara posterior del cristalino. 500 X
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Fig. 5 Micrografia electrénica gue muestra a las células de

cristalino de embridn de pollo del estadio 29 contras-
tadas con acetato de uranilo-EDTA-citrato de plomeo.
En eilas de observa al nucleolo {n), membranas

celulares (m) y nucleo (N) 11,025 X



Fig. 6 Micrografia electrénica del nicieo de una célula de

cristalino de embridn de pollo del estadio 29, tefido
con uranilo-EDTA-plomo. En ella se observa el nu-

cleolo (n) con espacio central y GPCs escasos (fle -
chas) 42,500 X.
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Fig. 7 Micrografia electronica de una region del nucleoplasma de cé-
lula de cristalino de embrion de pollo del estadio 29 tefida con
acetato de,uranilo-EDTA-citrato de plomo. En ella se observan
GPC (fleghas). 93,750 X
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Fig. 8 Micrografia electraonica del nucleo de una céluia de
cristalino de embrioén de pollo del estadio 30, teflida
con acetato de uranilo-EDTA-citrato de plomo. Su
nucleolo (n) es pequefio y se aprecian los GPCs (fle-
chas). 36,500 X.



Fig. 9 Micrografia electronica de una regién del nucleoplasma de
célula de cristalino de embrién de pollo del estadio 30 te-
fiida con acetato de uranilo-EDTA-citrato de plomo en don-
de se aprecian los GPCs (flechas) 92,500 X

23



22

K-

’.

#h u_F %fi 5 .ﬁ;& af

.., r.. _
55, b,



Fig. 10 Micrografia optica en la que se aprecian nucleos

alargados (Na) y redondos (Nr) de células fibrilares
secundarias de cristalino de embridn de pollo del

estadio 32 tefidos con azul de toluidina. 500 X
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los de forma circular, y a mediada que las células se encuentran cerca
del centro del cristalino carecen de nucleo.

Los nucleos de las celulas del estadio 35 presentan aspecto
granular, algunos de forma alargada tendientes a formar una “s” (Fig.
11), en tanto que los que corresponden al estadio 36 son sumamente
alargados y en ellios continua la apariencia granular fina con aigunas
condensaciones que no parecen ser nucleolos.

En relacion a ia presencia de GPCs a lo largo de los primeros 10
dias de desarrollo del cristalinc no es constante como se aprecia en la
Grafica 1 que muestra la densidad numeérica de los aranulos pericroma-
tinianos, ya que en el estadio 14 (2 y medio dias), estos son mas nume-
rosos dado que la densidad numerica llegé a 0.76 GPCs por micra cua-
drada; conforme avanza el desarrollo, la densidad numérica disminuye
en los estadios19 y 26 hasta llegar a 0.40 GPCs por micra cuadrada en
el estadio 29 ( 6-6% dias) (Fig. 7). Después de este incremento, en los
estadios 32 y 35 el valor de ia densidad numérica vuelve a descender y
lega a 0.22 GPCs por micra cuadrada para que en el estadio 36 (10
dias de desarrollo) la densidad se incremente ligeramente a 0.24 GPCs
por micra cuadrada (Fig.9)

La comparacion de la media y la desviacion estandar entre cada
estadio aparentemente no manifiesta gran significancia (Cuadros Nums.
1y2).
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Fig. 11 Micrografia electrénica del nucleo de una celula de cristalino de
embrion de pollo del estadio 35, tefiido con acetato de uranilo-
EDTA-citrato de plomo. En ella se observan escasos GPCs

(flechas). 31,500 X.
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Fig.12 Micrografia electronica del nucleo de una célula de
cristalino de embrién de pollo del estadio 36 tefiida
con acetato de uranilo-EDTA-citrato de plomo en ella
se observa el nucleolo (n) y escasos GPCs (flechas).
43,750 X.
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CUADRO NUMERO 1

29

DENSIDAD NUMERICA DE GRANULOS PERICROMATINIANOS EN
CELULAS DE CRISTALINO DE EMBRION DE POLLO SEGUN
ESTADIO DE DESARROLLO
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CUADRO NUM. 2

SIGNIFICANCIA ESTADISTICA REFERENTE A LA CONCIENTRACION DE GRANULOS

PERICROMATINIANOS EN CELULAS DE CRISTALINO DE EMBRION DE POLLO

ESTADIO DEL | H.H.* 14 -19 19 - 26 26 - 29 29-30 30 - 32 32-35 35-36
DESARROLLO |DIAS | 2%-3%: | 3%-4Y: | 4% 66" |66%8%T| 6%71-7% | 7/8%-9 | 8%-9-10
NIVEL DE
SIGNIFICANCIA ** 0.916765 | 0.0386678 | 1.67628E-3 | 7.68022E- | 1.71288E-9 | 7.91797E-4 | 0. 261245

segun la clasificacion de Hamilton Hamburger.

** probabilidad de que los grupos sean iguales.
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DISCUSION.

Los resultados de este trabajo muestran por una parte que las ca-
racteristicas de las células del cristalino y de sus nucleos durante la di-
ferenciacidon coinciden con las mencionadas por otros investigadores
(24, 37, 38) ;sin embargo al inicio de la diferenciacion de esta estructura
(estadios 14 y 19 equivalentes a 2 %4 y 3 % dias respectivamente), la
densidad numérica de los GPCs es alta y a medida que avanza su dife-
renciacion, el niumero de estos granulos desciende hasta que en el es-
tadio 30 (6 ¥ - 7 dias) se presenta un segundo incremento para des-
pués volver a disminuir y aumentar en pequeria proporcidon en el estadio
36 (10 dias), aunque esta ultima variacidn es poco significativa.

El gran numerc de GPCs al inicio de la diferenciacién del cristalino,
no concuerda con lo observado por Ortega, Vazquez-Nin y Zavala, du-
rante el proceso de maduracion de neuroblastos, mioblastos, epidermis
y células de endodermo. En estos tipos celulares, al comienzo de este
proceso, los niveles son bajos y se incrementan en la medida que
avanza su diferenciaciéon (8, 21, 23, 43); sin embargo, Zavala y cols.
reconocieron que las células de ta notocorda, presentan niveles altos de
estas particulas ribonucleoproteinicas momentos previos a su diferen-
ciacion, incremento que fue transitorio (43).

Lo observado en células de la notocorda como en las de cristalino
en vias de diferenciacion, podria ser una excepcion a lo que manifiestan
los neurobiastos inmaduros y los mioblastos, ya que los dos primeros
tipos celulares actuan como inductores celuiares, especificamente las
primeras durante ia formacién de los cuerpos vertebrales y las segun-
das para generar la invaginacidn del ectodermo superficial y propiciar ta
formacion de |la copa optica (25,29). Por oftra parte podria pensarse que
debido a que el proceso de induccion se da en un momento critico du-
rante el desarrollo embrionario, la transcripcion referente a la sintesis
del factor inductor no se almacenaria y tendria que abandonar el ndcieo

en forma inmediata por io que su apariencia seria en forma de fibras



pericromatinianas. Debido a la escasez de datos referentes a la presen-
cia de GPCs durante los momentos iniciales de la induccidn celular se
hace necesario comprobar experimentalmente, si otros grupos celulares
con funcidn inductora llevan a cabo almacenamiento de la informacion
para la sintesis del factor inductor en forma de GPCs.

El decremento gradual de GPCs, observado a partir del estadio 26 (4
¥ dias) y en el 29 (6-6 % dias), posterior a la acumulacion de estas
particulas ribonucleoproteinicas, podria representar la salida paulatina
de RNAm para ser utilizado en la sintesis de la proteina & cristalina ya
que esta se acumula desde la etapa de olacoda del cristalinn (48} | n
expresado por Modak y Person respecto a la disminucion gradual de
sintesis de RNA que acompaia a la diferenciaciéon de las fibras del
cristalino {44) y las observaciones de Bebe y Piatigorsky, Milston y
cols., Oster y cols., y Shinchara y Piatigorsky relacionadas con la acu-
mulacion y decremento de RNAm (46, 47, 48, 39) reforzaria la idea ex-
presada referente a ta disminucion gradual de GPCs.

En el estadio 30 (6 ¥ - 7 dias) se observa nuevamente incremento
de los GPCs, por lo que podria suponerse que es, por una parte, ia ma-
nifestacion de otro momento de induccion generado por el cristalino, ya
que este aumento coincide con el inicio del desarrollo de la cdrnea e iris
que se lleva a cabo en el séptimo y octavo dia (24, 29). La idea anterior
seria semejante a lo que sucede en el caso de la notocorda y o obser-
vado en el estadio 14 (2 % dias).

Otra explicacién para este segundo incremento, podria ser que es la
manifestacion del acopioc de RNAm, que en dias subsiguientes sera
transportado paulatinamente hacia el citoplasma para |la sintesis de la
proteina B cristalina. Iniciaimente Genis-Galvez determind que la sinte-
sis de este compuesto es a partir del séptimo dia del desarrollo embrio-
nario (45) y Hejtmancik mediante técnicas de hibridacion de RNA de-
tectdo RNAm para los polipeptidos BB1 y BB2 a los seis dias de desarro-

flo {(41). Aunado a lo anterior, Duncan y cols. localizaron RNAm para la
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proteina BAZ2 cristalina entre el quinto dia de desarrolio (41).

Seguido a este incremento de GPCs, se observa en los estadios 32
y 35 (7 % y 8 4 - 9 dias) decremento del numero de este tipo de parti-
culas, lo que podria significar el transporte paulatino de RNAm hacia el
citoplasma para la sintesis de la proteina § cristalina, que previamente
fue almacenado.

Las variaciones antes comentadas mas las observaciones de
Hejtmancik e Inoue (41, 42) referente a la acumulacion de RNAm de la

proteina BAZ2 cristalina a los 19 dias y 3 meses de vida postnatal y de

R e N 1 Ty S . e B T T L T T e Pt J R N Y alalde)

oS protcings &N y Gl ©n IS Vita cmsnicnana y aduita reopectivamente,
muestran que la expresion geénica refacionada con la sintesis de protei-
nas, en las que residen las propiedades Opticas del cristalino, no es ni
continua en la célula fibrilar ni exclusiva de la etapa embrionaria, sino
gue se lleva a cabo en ciertos momentos tanto del desarrolio embriona-
rio como postnatal, por lo que al parecer corresponde a una caracteris-
tica propia del cristalino.

Por lo anterior el mecanismo postranscripcional durante la diferen-
ciacion pudiera diferir respecto al tipo celular, segin lo observado en
mioblastos y neuroblastos. En este Uitimo tipo celular la ausencia de
contacto con células efectoras durante la diferenciacion, provoca su
degeneracion y posteriormente muerte celular, por tanto existe depen-
dencia mutua para ia total diferenciacion. Por otra parte, 1a motilidad se
observa desde |a etapa embrionaria y para ello es necesario el estable-
cimiento de la sinapsis, mielinizacion de las fibras nerviosas y estable-
cimiento de la placa motora. En tanto que el cristalino, aunque tiene un
papel importante en |a diferenciacion de la cérnea y retina, la adquisi-
cion del indice de refraccion y poder dioptrico se lleva a cabo paulati-
namente, esto lleva a |la estructura a conformarse como medio refrin-
gente, que al estar integrado al giobo ocular permite que este uitimo
funcione opticamente; pero la maduracion funcional se inicia a partir del

nacimiento, momento que en que este organo es relevante.
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CONCLUSIONES.

De los resultados de este trabajo se deduce lo siguiente:
1- La prediccién mencionada en la hipétesis, referente a que el nimero
de GPCs se incrementaria en forma directamente proporcional a ia dife-
renciacion del cristalino no fue confirmada.
2- Durante la diferenciacion del cristalino se manifestaron dos momen-
tos de maxima concentracion de GPCs. Estos fueronaios 2% y 6 %% -
7 dias de desarrolio embrionario. inmediatamente seguido a estos picos
de maxima concentracidn se aprecié decremento paulatino de este tipo
de particulas ribonucleoproteinicas.
3- El mecanismo postranscripcional observado durante la diferenciacion
dei cristalino difiere al que presentan los neuroblastos, mioblastos vy
celulas blastodémicas en proceso de diferenciacion al parecer por ca-

racteristicas propias del cristalino.
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