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INTRODUCCION,
I. EL TEJIDO NERVIOSO.

1) Histogénesis.

La formacién del tejido nervioso en los verte
brados, se inicia en una etapa temprana del desa--
rrollo embrionario, hecho importante por la fun- -
clién que va a tener casi desde el principio, al -
constituirse en un sistema integrador de muchas -
funciones generales en estos organismos de elevada
complejidad. Ast, desde el final de la gastrula- -
c¢ién ~caracterizada por el establecimiento de las_
tres capas embrionarias prlmordiales— se integra -
la placa neural. Esta es el primer esbozo del sis~
tema nervioso, formada por la diferenciacidn de cé
lulas ectodérmicas de la linea media del dorso del

embridn.

Los cambios que presenta el ectodermo para -
formar la placa neural, se inicia con modificacio-
nes en la forma de sus células; que en un princi--
pio son planas y en una sola capa, se transforman_
en poliédricas y forman un epitelio columnar. Tam-
bién aumenta la actividad mitdtica de dichas célu-
las que produce un mayor niimero de capas que engrue
san esta zona, en comparacidn con las areas veci=--
nas. Posteriormente, las células poliédricas mas -

superficiales de la placa presentan estrechamien--
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tos apicales, que producen plegamientos que la in-
vaginan en el mesodermo subyacente, lo que consti-

tuye la segunda etapa que es la de surco neural.

Estos cambios morfogénicos han sido observa--
dos desde mucho tiempo atras. His al describirlos_
en 1879, sugirid una causa que los originara. Para
é1 eran debidos a una expansién del ectodermo, ge-
nerada por mitosis excesiva en las dreas vecinas a
la linea medio dorsal que la presiona hasta invagi
narla. Esta hipdtesis de His no fue aceptada por -
todos sus contemporaneos. Roux (1885) con observa-
ciones mds precisas, manifestdé que dichos eventos_
serfan el resultado de cambios intrinsecos, mas -
que de fuerzas extrinsecas. Esta hipdtesis estd -
actualmente comprobada por los experimentos con =
explantes de placa neural en cultivo de tejidos, -
que en condiciones apropiadas exhiben los cambios_

observados in situ (Holtfreter, 1947).

Actualmente con los estudios de Burnside - -~
(1971), estos primeros movimientos mor fogenéticos_
se explican en parte al considerar la dindmica de_
los microtibulos y microfilamentos; y al desplaza-
miento de la matriz celular, favorecida por la pre
sencia y orientacidn del reticulo microtrabecular_
(Porter y Tucker, 1981) de las c&lulas implicadas.
Mientras que en las células ectodérmicas ordina- -
rias, éstas estructuras del citoesqueleto se dis--

tribuyen irregularmente, en las células de la pla-



ca neural presentan una orientacidn mas definida.-
AsT, el alargamiento de las cé&lulas neuroectodérmi
"cas depende: de la posicidon de los microtdbulos =~
paraxiales, del crecimiento de los mismos y del -
transporte de la matriz citoplasmica a las regio-~-
nes apitales y basales de dichas células. La pre--
sencia, la orientacidn circunferencial y el desli-
zamiento de los microfilamentos por debajo de la -
superficie libre de las mismas células, dan lugar_
a constricciones apicales que disminuyen la super-
ficie y contribuyen al proceso de invaginacidn -
(Burnside, 1973}.

La etapa de surco neural =-ademis de los cam=--
bios mencionados- se caracteriza por presentar en_
su pared, células con morfologia variable. Hacia -
la luz son pdlidas, alargadas y presentan algunas_
mitosis, en cambio en la parte externa de la pared,
hay células con nicleos mads empaquetados y con es=-

caso citoplasma.

Con observaciones mds precisas al microscopio
(Ssauver: 1935, 1936 y 1937), con citofotometria -
(sauer y Chittenden, 1959) y con los miltiples es-
tudios de autorradiograffa con timidina tritiada -
(Ssauer y Walker, 1959; Sidman y col., 1959; KHllen
y Valmin, 1963; Fujita, 1963; Martin y Langman, -
1965), se comprueba que en esta etapa y al princi-
pio del desarrollo del tubo neural, funcionalmente

sélo existe un tipo de células con ciclos celulares



cortos. De esta manera, los nicleos de la zona ex-
terna de la pared duplican su ADN y se desplazan -~
posteriormente hacia la luz del tubo para comple--
tar las mitosis correspondientes. Posteriormente -~
las células resultantes, vuelven a migrar a la zona
externa donde duplican su ADN y contindan el ciclo
descrito, Este tipo celular {nico fué denominado -
por Fujita (1964) como cé&lula matriz, tanto por su
gran proliferacidn, como por la falta de diferen--
ciacién‘haéia lineas celulares especificas. Por lo
tanto, estos estudios modifican la hipbtesis de =~
His (1889), que mencionaba en estas primeras eta--
pas tipos celulares diferentes tales como: células

ependimarias, germinales y espongioblastos,

Durante el perfodo de tubo neural, se obser--
van cambios morfoldgicos notables, como: la separa
cién del ectodermo, el aumento de grosor de su pa-
red y conjuntamente la formaci{én de las crestas -
neurales. Ademds, en la periferia de la pared del
tubo, se distinguen algunas células de aspecto - -
irregular, con niicleo grande, redondo, palido y -
con nucléolo muy aparente {Martin y Langman, 1965)
Estas células se diferencian funcionalimente de las
denominadas matrices, en que sus niicleos no incor-
poran timidina tritiada aln con exposiciones lar--
gas (Fujita, 196k4; Martin y Langman, 1965). Dichas
células corresponden a los primeros neuroblastos,-

que en el embrién de pollo aparecen aproximadamen-



te en la etapa de 22 somitas (Hamburger y Hamilton,
1952; Martin y Langman, 1965).

fon la presencia de los primeros neuroblas- -
tos, la pared del tubo neural presenta las tres ca
pas concéntricas a su luz, conocidas desde tiempos
atrds como: fa interna o germinal, la media o del_
manto y la externa o marginal., La capa germinal -
continia generando cé&lulas por mitosis constantes_
y como se menciond, de un solo tipo funcional. Du-
rante la interfase las células germinales tienen -
nicleo y citoplasma alargado, cuyo eje mayor es -
perpendicular a la luz del tubo. Estas células en_
la superficie ventricular, estdn adherlidas entre -
st por uniones celulares firmes -complejos de - -
unidn, barras terminales, etc.- por lo tanto, los_ .
movimientos de ascenso y descenso del ndcleo, suce
den dentro del mismo clitoplasma sin que se separen
de. la luz del tubo (Fujita, 1963},

Martin y Langman (1965]) observaron, que si -
bien, la mayoria de los husos acromiticos de las -
mitosis son paralelos a las superficies ventricula.
res, hay un pequefio nimero de mitosis -entre el 5
y el 10%- en que el huso es perpendicular a la su-
perficie. Por lo que se plantea la posibi!idad de_
que la célula hlja inferior, pierda contacto con -
l1a superficle y miére hacia la capa del manto, don
de algunos factores no determinados inducen su di-

ferenciacién hacia neuroblastos. Estos sertan los_



neuroblastos de aspecto bipolar, con su prolonga--
cidn interna orientada hacia la luz y la externa -
més larga y mejar constituida, integrada a la capa
marginal (Cajal, 1909-1911},

2) Diferenciacidn y maduracidn de los neuro~

blastos.

La transformacién de las células matrices en_
neuroblastos, es un fenSmeno gradual desde el pun-
to de vista morfol8gico, Parte de un punto criti--
co, que es la {ncapacidad de incorporar timidina -
trittada (Fujita, 1964; Martin y Langman, 1965), -
estos neuroblastos primitivos, di{fleren en poco o -
nada de las c@lulas matrices en cuanto su organiza
cién celular (Wechsler, 1966). Con microscopia elec
trénica se observa: un desarrollo pobre del sistema
de membranas intracitoplasmicas, abundantes riboso
mas libres, material nuclear denso y finamente gra
nular (Fujita y Fujita, 1963; Lyser, 1968). Los -
primeros signos morfoldgicos en la diferenciacion_
de estas cé&lulas, es el mayor desarrollo de las -
membranas {ntracelulares, en especial el reticulo_
endoplésmico rugoso y el complejo de Golgi (Fujita
y Fujita, 1963), a lo que se agrega la formacidn -
de neurofibrillas y neurofilamentos (Cajal, 1909-~
1911; Vazguez-Nin y Sotelo, 1966). El mismo Fujita

(1963), describe que en los nlcleos hay una mayor_



dispersidn de cromatina y los nucléolos son mids =~
prominentes. Estos camb{os, junto con el aumento -
de volumen de la cé&lula, se acentlan mds conforme

transcurre el desarrollio,

Con observaciones en microscopia de luz y con
las técnicas de impregnacidn argéntica, se descri-
ben diferentes etapas en el desarrollo de los neuro

blastos, que secuenclalmente son:

1.~ Presencila de células apolares, llamadas tam- -
btén neuroblastos primitivos de Held que se aseme-
jan a las células matrices, pero con un mayor con-
tenido fibrilar y con propiedades migratorflas (Ca-
jal, 1909-1911),

2.~ Desarrollo de neuroblastos bipolares con dos -
formaciones citopléasmicas, la prolongacidn distal_
que es el esbozo del axdn la cual se observa cre--
cer desde el segundo dfa del desarrollo (Lyser, -
1968), y si se compara con la prolongacién proxi--

mal es mds grueso y rico en fibrillas.

3.~ Observacidn de neuroblastos unipolares de His,
que resultan de la atrofia de la prolongacidn pro-
x{mal y del mayor crecimiento del cilindroeje. En_
el caso de los neuroblastos que terminan como moto
neuronas, esta prolongacidn llega a su destino el __
quinto dfa del desarroilo del embridn de pollo (Ca
jal, 1909-1911),




Al observar la ultraestructura de estos {l1t{-
mos neuroblastos, resalta el gran desarrollo de) -
retfculo endopldsmico rugoso y la abundancia de -
ribosomas, los cuales a la mi{croscopla Gptica y te
fitdos con azul! de toluidina se distinguen por un -
notable aumento de la basoflli{a citoplasmica, Es--
tos cambios corresponden @ las adaptaciones fun-
clonales, tales como una mayor sintesis de protei-
nas necesarias para mantener el crecim{ento de }las
prolongaciones citoplésmicas ~axones o dendritas-.
Cabe hacer notar al respecto, que la produccidn y_
flujo de proteinas del soma a las prolongaciones,_

es continua durante toda la vida de las neuronas.

Para la médula espinal del embridn de pollo,-
la formacidon de los neuroblastos tiene un Jimite =~
temporal bien determinado, que es al final del oc-
tavo dfa de incubacidén (Martin y Langman, 1965; Fu
jita, 1965). Durante este tiempo, el nimero de mi~
tosis de la capa germinal varia con base de mode--
los especificos de distribucién (Hamburger, 1948}).
En los primeros 3 dias de incubacién el nimero de_
mitosis es uniforme, tanto en direccidn dorso-ven-
tral como en la céfalo-caudal. Después del tercer_
dia el Tndice mitdtico es mads acentuado en la pla-
ca alar, y alcanza su pico mids alto en la mitad -
del cuarto dia. También se encontrd que en la re--
gion braquial la cantidad de mitosis es mayor que_

en la tordxica (Mitolo, 1967) y como se menciond,-



las mitosis perlependimarias terminan casi{ en el -

noveno dfa del periodo de incubacién.

lgualmente el patrdén de distribucidédn de los -
neuroblastos recién diferenciados, lleva una secuen
cia determinada en cuanto a su origen y la locali-
zacién final de los mismos (Fujita, 1964; Langman_
y Haden 1970}. En general, los neuroblastos del -
asta anterior se forman entre el segundo y sexto -
dia del desarrollo, como resultado de la actividad
mitética de la placa basal y unos pocos de la pla-
ca alar, es en esta {iltima donde se forman los neu
roblastos del asta posterior. La posicibén final de
las neuronas que inervan los misculos de las alas_
y los miembros inferiores, es en la parte lateral_
del asta anterior y se originan en los primeros -
tres o cuatro dfas del desarrollo. En cambio, los_
neuroblastos que maduran en las motoneuronas de -
los misculos del torax y abdomen, se sitdan en la_
zona intermedia de las mismas astas y se forman en

tre el cuarto y el sexto dfa (Langman y Haden, - =~

1970).

Durante el desarrollo normal, la columna moto
ra cervical {Levi-Montalcini, 1950) y tumbar {Ham-
burger, 1975), presentan una notable reduccidn de!
ndmero de neuroblastos, causada por la muerte celuy
lar masiva de los mismos. Este fendmeno sucede en_
la regidn cervical entre el cuarto y quinto dia vy

en la lumbar entre el sexto y noveno dia del desa-
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rrollo., La muerte de los neuroblastos es tan abun-
dante en las regiones motoras, que llega a dismi-—‘
nuir hasta el 40% del total de células (0'Connor y
Wyttenbach, 1974). Los cambios ultraestructurales_
de esta necrobiosis, fueron descritos por 0'Connor
y Wyttenbach (1974), y consisten principalmente en
disminucién del volumen nuclear, concentracidn de_
la cromatina en la envoltura nuclear y disgrega--
cidon de los polirribosomas. Estos primeros cambios
morfoldgicos parecen tener como causa una drdstica
reduécidn en la sintesis del ARN, que determina la

muerte de estos neuronas.

La hipStesis mas aceptada como causa de estos
fendmenos, es la falta de contactd de los neuroblas
tos motores con sus tejidos efectores (Hamburger,~-
1975; Oppenheim y Chu-Wang, 1977). Este hecho ha -
sido demostrado experimentalmente en embriones de_
3 a7 dfas, con la ablacién o implantacidn de miem
bros inferiores y alas supernumerarios, en estos -
Gltimos se conserva un mayor niimero de neuronas. A
nivel de los tejidos efectores, también existe una
competencia entre los axones para hacer contacto -
con el mdsculo (Oppenheim y Chu-Wang, 1977). Todo_
esto apoya el concepto de que los tejidos efecto--
res contribuyen a modular la morfogénesis de la -

médula espinal.
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3) Sinaptogénesis.

Una etapa fundamental en la ontogenia de la -
funcidén neural con repercusidn directa en la dife-
renciacién de los neuroblastos, es el estableci- -
miento de los contactos especializados denominados
sinapsis. En la regidn cervical de la médula espi-
nal del embridén de pollo, las primeras sinapsis se
observan entre las 60 y 72 horas del periodo de in
‘cubacidn (Oppenheim y Foelix, 1972; Oppenheim y -
col., 1975), para la regién lumbar es 24 horas mas
tarde. Los sitios precisos de estos primeros con--
tactos se observan en los bordes ventro-laterales,
entre las zonas intermedia y marginal de las astas
anteriores (Skoff y Hamburger, 1974; Oppenheim y -
col., 1975).

En un principio dichos contactos son exclusi-
vamente axo-dendriticos, como lo demostrd Cajal en
1911 con impregnaciones argénticas. El crecimiento
precoz de las dendritas de las neuronas motoras -
del asta anterior, estd dirigido en gran parte ha-
cia la zona marginal o futura substancia blanca. -
Actualmente con la microscopia electrdnica se com-
prueba este crecimiento y ademds, se observa que -
los primeros contactos se presentan en los conos -
de crecimiento del drbol dendritico, para integrar
las sindpsis exodendriticas (Skoff y Hamburger, -

1974). Se ha discutidp cual pudiera ser el primer_
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indicio morfoldgico en la formacidn de una sinap--
sis. Para unos (Oppenheim y col., 1975}, es la apa
ricién de las vesiculas pre-sinapticas esféricas -
de 400 a 500 A de didmetro y para otros (Stelezner
y col., 1973) es el establecimiento de uniones ce-~
lulares especializadas, junto can la presencia de_
vesiculas cublertas las cuales se fusionan con la_

superficie celular para integrar dichas uniones.

La observacidn de las primeras sinapsis axoso
mdticas es mads tardia, se describe por primera vez
en el sexto dfa de incubacidn (Oppenheim y col.,
1975). Este hallazgo pone en duda la hipdtesis su-
gerida por Morest (1969), en el sentido de que era
indispensable el contacto axosomdtico para el desa
rrollo del &rbol dendritico. M3s importantes pare-
cen ser los contactos axdnicos periféricos con los
brganos y tejidos efectores (Barron, 1946), que se
establecen entre el quinto y el sexto dia del pe--

rfodo de incubacién (Hirano, 1967).

Sin embargo, aunque la deteccidn morfoldgica_
de las primeras sinapsis es muy temprana, en un -
principio son escasas, se cuentan entre 0 y 1 en -
una area de 300 micras cuadradas (Oppenheim y col.,
1975), ademds el niimero de vesiculas cubiertas tam
bién es reducido. Segiin Stelezner y col. (1973) vy
Oppenheim (1975) el nimero de sinapsis se incremen

ta significativamente a partir del séptimo dia del
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desarrolio del embri{én de pollo. En las curvas de_
frecuencia se observan picos a los 13 y 19 dfas y_

quedan a partir de este momento en ndmero estable.

En la actualidad, se trata de relacionar el -
comportami{ento funcional de los embriones con el -
establecimiento de las sinapsis y las varlantes es
tructurales de las mismas. As1 Bodian (1968}, en -
los embriones de mono de 17 a 22 mm. los cuales no
presentan movimientos aparentes, no observd bulbos
sindpticos en el neurdpilo motor. En cambio en los
embriones de 24 a 28 mm. en los que se inician jun
tos los movimientos espontdneos y reflelos, se -
aprecian los primeros bulbos con vesiculas esféri-
cas -tipo "S" y ocasionalmente vesiculas aplana- -
das -tipo '"F"-. En los embriones de 32-41 mm. coﬁ_
movimientos espontdneos mas vigorosos y reflejos =
intersegmentales -o sea con inhibicidén sinfptica -
funcional= se observan sinapsis axosomiticas y ma-
yor nimero de botones con vesiculas ti{po "F" (Bo--
dian, 1968).

En el embridn de pollo, la paricidon precoz de
los movimientos espontdneos del tronco y los miem-
bros suceden en el terceroo cuarto dia de incuba--
cidn, coinciden con la présencia de bulbos sindpti
cos axodendrfticos y vesiculas tipo "s" (Oppenheim
y Foelix, 1972). A partir del séptimo dia, se esta
blecen movimientos mids compliejos, con reflejos cu-

tédneos, inhibicidn de grupos musculares antagonis-
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tas, y se observan en la ultraestructura la presen
clta de sinapsis axdsomiticas y veslculas aplanadas.
Estos hallazgos apoyarfan la hipdtesis de que es--
tas Gltimas estructuras, son la base morfoldgica -
de la funcién inhibitoria, sin embargo, no existe_
al respecto un criterio unidnime como se expresa en
los trabajos de Mugnaini (1969) y Stelezner y Col.
(1973).

Otro aspecto funcional en la sinaptogénesis,-
es con respecto a la primera actividad eléctrica
registrada en la médula, que corresponde al cuarto
dfa del pertodo de incubacidn (Provine, 1972}, - -
aunque es hasta el noveno o décimo dia cuando se -
reciben los estimulos supra espinales. Esto lo de-
mostrd Oppenheim y col. (1975), al seccionar trans
versalmente la médula cervical en embriones de 3 a
10 dias y observar sus movimi{entos espontaneos. De
esta manera se modifican los conceptos de Visinti-
ni y Levi-Montalcini (1939), que supontan la in- -
fluencia de las estructuras cerebrales en la médu-

la a partir del cuarto dia del desarrollo.

Entre otros factores que pueden influir o mo-
dular la maduracidn de los neuroblastos y la misma
histogénesis de Ja médula espinal, se menciona lta_
presencia del mesénquima y la vascuiarizacién. Los
capilares junto con las cé&lulas mesenquimatosas, -

invaden la médula a partir del cuarto dla del desa



15

rrollo (Cajal, 1909-1911; Feeney y Watterson, - -
1946). La invasidn del mesénquima se comprueba al_
exponer la médula espinal a la timidina tritiada -
en pulsos de 6 horas, lo que permite observar fi--
las de células marcadas que se extienden de la pe-
riferia de 1a médula a las capas marginales y del_
manto (Martin y Langman, 1965). Estas dltimas célu
las no derivan de las células matrices; primero -
porque las mitosis en esta etapa se presentan en -
la capa germinal y segundo, cuando se marcan célu-
las matrices, necesitan 8 horas para migrar hacia_

fuera de la capa marginal (Martin y Langman, 1965).

La diferenciacién de la neuroglia se inicia -
en el séptimo u octavo dia del desarrollo, practi-
camente en el momento en que termi{na la produccidn
de neuroblastos (Cajal, 1909-1911; Fujita, 1965).-
En estos dias, las células matrices forman pobla--
ciones celulares que presentan ndcleos redondos, -
pequefios y obscuros con escasa cantidad de cito- -
plasma y que Fujita (1965) 1lamd glioblastos. Es=--
tas células migran m3s rapido y lejos que los neu-
roblastos, se duplican durante su recorrido, para_
finalmente transformarse en astrocitos u oligoden-

drocitos.

Finalmente, la formacidn de mielina se inicia
en la segunda semana del perfodo de incubacidn, =~
con el depdsito de ITpidos, cerebrdsidos y coleste
rol (Adams y Davison, 1959; El-E{shi, 1967); se . -
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observa la mielina a nivel de ultraestructura a -
partir del dfa 13 (Oppenheim y Foelix, 1972). La -
mielinizacidn activa sucede en los dltimos 4 dfas_
de este perfodo (Ei-Eishi, 1967), e influye en el _
aumento de volumen de los axones y en una diferen-
cliacidn definitiva de las estructuras del axoplasma
(Wechsler, 1966).
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1. EL NUCLEO INTERFASICO.

El niicleo celular es el mayor depositario de_
la informacidn genética en las células eucariontes
y por lo tanto, es una estructura esencial para el
funcionamignto de las mismas. La actividad del pro
toplasma, estd sustentada en el conjunto de reac--
ciones fisicoquimicas que se suceden ordenadamente
por la accidn de las enzimas, Estas junto con las_
demds proteinas, son el producto final de la expre
sion de determinados genes, esto depende del tipo_
celular del que se trate. A su vez se entiende que
la base quimica de los genes es la gran molécula -
de ADN, la cual, asociada a diferentes clases de -
proteinas integra los cromosomas en los niicleos de

los eucariontes.

Si se considera que la canti{dad del dcido de-
soxirribonucleico (ADN}, es virtualmente ifgual en_
todos los niicleos de las células diploides de un -
organismo (DuPraw, 1970; Gurdon, 1974), surge una_
interrogante en la biologia molecular y es la que_
se refiere a la naturaleza de lpos sistemas que re-~
gulan la expresidon del genoma. En la actualidad la
respuesta es incompleta debido a la complejrdéd -
del problema, pero se considera al niicleo como par
te de un sistema de retroalimentacibn, por el cual
las células responden a estimulos intra y extrace%T,,

lulares, que al interaccionar con el genoma, provo ..
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can la elaboracidn de productos especificos que -
permiten a la célula responder a dichos estimulos_
y necesidades, El producto principal de estas res-
puestas lo constituye el 3cido ribonucleico (ARN),
por eso Busch (1977) considera que la sintesis de_
esta molécula, es la funcidn nuclear mas especifi-
ca.

Todas las diferentes formas de vida celular -
contienen varias especies de acido ribonucleica, -
los mds especificos en cuanto su accidn socn: el =
ARN mensajera (ARNm), el ARN de transferencia =~ =
(ARNt) y el ARN ribosomal (ARNr). La funcidn de es
tas variedades de ARN, es la de proveer un puente_
entre la .informacidn genética contenida en el ADN_
y la estructura primaria‘de las protetnas (Ro y =~
Busch, 1974). Estos ARN son sintetizados sobre mol
des de ADN por las ARN polimerazas dependientes -
del ADN (Ro y Busch, 1974). Sin embargo, la sinte-
sis, el metabolismo intra nuclear y el transporte_
al citoplasma -“sobre todo en los eucariontes~- es -
mucho mds complejo y no del todo claro. Esto impil
ca la necesidad de mas compuestos y reacciones, -
que son dominlo del campo de la quimica estructu--
ral y enzimdtica (Busch, 1977}.
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1) Caracterizacidén y propiedades del
ARN heterogéneo.

Los transcritos primarios de ARNm intranuclear
se denominan ARN heterogéneo nuclear o ARN premen-
sajero, RNAhn o pre-ARNm respectivamente (Jiménez-
Garcfa, 1985). Después de la caracterizacién bio--
quimica general de! ARN, Georgiev (1961) y Geor- -
giev y Mantieva (1962) lograron separar dos clases
de acido ribonucleico: un ARN como el ribosomal -
con alto contenido de G-C denominado ARNr y otro -
con una composicidon de bases semejantes al ADN nu-
clear, denominado en un principio ARNd. La técnica
que utilizaron estos investigadores, es la del - -
fraccionamiento con fenol caliente; la cual ha si-
do depurada para obtener mads tipos de ARN. Bdsica-
mente esta técnica consiste en extracciones sucesi
vas con fenol-NaCl al 0.14 M y pH 6, extrayendo a
temperaturas variables. Asi, a los 4 C se extrae -
el ARN citopldsmico; a los 40 C se libera el ARN -
nucleolar con el pre-ARNr; a los 55 C hay mezclas_
de diferentes ARN; y por dGltimo a los 65 y 85 C se
obtiene el complejo de ARNd con un 90% de pureza -
(Georgiev y Mantieva, 1962). Igualmente, con las -
técnicas de centrifugacidén diferencial en gradien-
tes de sacarosa, se logran separar estas substan--
cias, pues el ARNd es mas pesado que el ARNr y el __
citoplasmico (Scherrer y col., 1963; Penman y col.,
1966; Warner y col., 1966},
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Se ha comprobado que este gran complejo de

ARNd, existe en todas las células de eucariontes -

(sibatani y col., 1962; Brawerman, 1963), por lo
que resita su importancia biolbégica. Actualmente -
se le designa preferentemente con el término de --
""heterogéneo' o ''heterodisperso'' (ARNhn), por la -
irréegularidad de su peso molecular (Warner y col.,
1966); as? con las determinaciones y cdlculos apro
piados, Georgiev (1974) estima que su peso molecu-
lar estd comprendido entre 2 a 200 1a Daltones., =~
También la dispersidn es notoria cuando se conside
ran los coeficlentes de sedimentacidn que abarca -
de 20 a 100 "s" (Yoshikawa y col., 1964; Scherrer_
y Marcaud, 1965; Attardi y col., 1966). En cuanto_
a la organizacién del ARNhn, se comprueba biquimi-
camente que es una cadena simple de nucledtidos -
(Sharma y col., 1969), lo que se ha corroborado en
parte por la visualizacidon directa al microscopio_
electrénico (Granboulan y Sherrer, 1969). Con res-
pecto a la cantidad de nucledtidos, unos investiga
dores (Perry y Col., 1975; Derman y col., 1976} -
que consideran la heterogeneidad del mismo, repor-
tan que abarca de 20,000 a 30,000 8 mAs nucledti--

dos.

El contenido de bases dellARNhn no es del to-
do simétrico, puesto que el coeficiente de U/A os-~
cila alrededor de 1 (Brawerman, 1963; Warner y - -
col., 1966). Por lo anterior el ARNhn forma hibri-
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dos con el ADN; en experimentos de saturacidn el -
coeficiente de hibridacidn del ARNhn/ADN, estd en-
tre el 5 y el 10%, mientras que el ARNr solamente_
hibrida con el 0.03% (Church y Brown, 1972). Esta_
gran hibridacidén del ARNhn con el ADN es similar a
lo que se observa con los experimentos de renatura
lizacidn de ADN/ADN (Britten y Koehn, 1968). En -
tiempos de marcaje cortos, se comprueba que los -
precursores radicactivos como la uridina tritiada_
se incorporan de {nmediato al ARNhn, lo cual indi-
ca una sintesis rapida de esta molécula. Sin embar
go, el ARNhn solo forma el 2 6 el 3 % del total -~
del ARN nuclear, mientras que el ARNr representa -~
del 70 al 80% casi con la misma velocidad de sinte
sis, Estas Gltimas cifras indican que son degrada-
das cantidades significativas del ARNhn dentro del
nlicleo, si se considera su alta velocidad de incor

poracién (Georgiev, 1974).

2) Procesamiento del ARNhn y su relacidn con
el ARN pollisomal.

Con respecto a la funcidn bioldgica que desem
peiia el ARNhn, estd implicita la relacidn de esta_
substancia con el ARNm. Un gran nimero de estudios
experimentales, apoyan el concepto de que el ARNm_
es parte de la molécula del ARNhn. Entre los resul

tados que demuestran esto G(Gltimo, estd la hibrida-
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cién del ARNm de los polisomas (ARN polisomal) con
el ARNhn y sus secuencias de poliadenina, que en -
las células de animales superiores da una comple--
mentaridad de bases del 10 al 25% (Getz y col., -~
1975; Herman y col., 1976). También apoya esta hi-
pbtesis, la incorporacidn de genes virales en el =
genoma de cé&lulas transformadas, porque al ser = =
transcrito el mensaje viral, éste se {ncorpora a -
un ARN gigante del huesped con peso molecular mu-

cho mayor que el mismo genoma viral (0da y Dulbeco,
19683; Westphal y Dulbeco, 1968). En experimentos -
con transcriptasa inversa, en que se toma como mo]
de el ARNm de la hemoglobina para transcribir el -
ant{-ADNm e hibridindolo con el ARNhn de eritroci-
tos, se obtiene un 3 % de bases compliementarias -
(Temin y Mizutani, 1970). Por dltimo, se ha demos-
trado experimentaimente que el ARNhn puede servir_
como molde para la incorporacidn de aminodcidos en
cadenas de polipéptidos en sistelibres de célu--
las (Brawerman, y col., 196k}, todo esto indica -~
que parte del ARNhn gigante, es transferido al ci-
toplasma como el verdadero mensajero (Imaizumi y -
col., 1972). En las células de aves y mamiferos el
ARNhn es de 3 a 6 veces mds grande que el ARNm (Pe
rry y col., 1975; Derman, y col., 1976). Sin embar

go, en especies inferiores como Bictyostelium, los

ARNhn apenas son un 20 % mayor que sus correspon--
dientes ARNm {(Lodish y col., 1974). Estos hallaz--
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" gos demuestran que la cantidad de ARNhn transcri--
ta, aumenta proporcionalmente conforme crece el ta

mafio y la complejidad del genoma (Rosen, 1977).

Posterior a su transcripcidn, el ARNhn tiene_
que ser modi{ficado para llegar a ser el ARNm acti-
vo e intervenga directamente en la sintesis de la_
estructura primaria de las proteinas. Esto corres-
ponde al procesamiento post-transcripcional del -
ARN, e implica una serle compleja de eventos que -
incluyen principalmente: la adicidon de grupos meti
lados y fosforilados de guanosina, o sea la forma-
cién de un "capuchdn" o '"cap"; la poliadenilacidn;
la particidon del producto de la transcripcidn con_
la reunidn de algunos de sus fragmentos, fendmeno_
denominado "splicing'; y la asociacidn a proteinas

para formar las ribonucleoproteinas (RNP).

El encapuchamiento o 'capping' se presenta al
inicio de la transcripcién y consiste en la adi- -
cidén de 7-metilguanosina y la fosfori{lacidn en el_
extremo 5' de la molécula de ARN (Rosen, 1977; Dar
nell, 1983). Este grupo metilado no existe en el -
ARNr y probablemente es de ocurrencia universal en
células de eucariontes. La adicidén del '"cap' le da
yestabilidad al ARNm e impide su degradacién en el_

citoplasma y niicleo, también es necesario para la_
unidn eficiente al ribosoma y para iniciar la sin-
tesis de protefnas (Banerjee, 1980; Jiménez-GarcTa,

1985).
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Una etapa esencial en el procesamiento del -
ARNhn es la que corresponde al ltamado "splicing" _
o eliminacién de algunas secuencias del ARN. Este_
fendmeno se descubrid al observar la gran inestabi
lidad ‘de los transcritos primarios de ARNhn marca-
dos con uridina tritiada, los cuales decrecen rapi
damente de tamafio y que tan solo el 5 % de este -~
ARN llega al citoplasma para que el resto se degra
de en el ncleo. (Alberts y col., 1983). Esto jun-
to con otra técnicas y descubrimientos, llevaron -
a establecer que la mayoria de los genes estructu-
rales de eucariontes no son colineales con sus prgo
ductos, sino que contienen secuencias de interrup=-
cién en las que no estd codificado un mensaje para
la. sTntesis de protetnas (Berget, 1977; Jiménez- -
Garcia, 1985; Darnell, 1985). Las regiones que tie
nen cadificadas las secuencias del ARNm se llaman_
"exdnes'', que a su vez estdn interrumpidas por se-
cuencias en las que no estd codi{ficado algin mensa
je y se denominan '"intrones" (Crick, 1979). Este -
fenémeno complejo tiene dos fases, una en la que =
se separan las secuencias {ntrén-exdn y otra en -
las que se unen los exdnes restantes que junto con
el Ycap" y el 'poli A" integran un ARN mensajero.=~
Una de las consecuencias bioldgicas del "splicing"
es el que le confiere a la célula una gran flexibli
dad genética; esta flexibilidad es posible porque_

diferentes formas de ''splicing'' pueden generar al-
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gunas proteinas diferentes a partir del mismo ARN_
transcrito (Alberts y col., 1983). Cambios en el -
modelo del "splicing' de una misma secuencia trans
crita se saben que ocurren durante la diferencia--
cién celular, por lo que un mismo segmento de ADN_
tiene diferentes aplicaciones durante el desarro--
110 de las c&lulas (Alberts, 1983). |

Un complemento fundamental en el metabolismo_
intranuclear del ARN, es su asociacién con protei-
nas especificas para constituir los complejos de -
ribonucleoprotefnas "RNP" {Lukanidin y col., 1972;
Kish y Pederson, 1975). Estos complejos molecula-~-
res estan intimamente relacionados con el procesa-
miento, transporte y almacenamiento del ARN dentro
del nidcleo, por lo que resalta la importancia de =
estos complejos en los fendmenos de expresidn y re

gulacidn del genoma.

3) Parttculas de ribonucleoprotetinas.

Una diferencia fundamental entre los procarion
tes y los eucariontes respecto a la sintesis y pro
cesamiento del ARN, es que en los primeros la tra-
duccidn se inicia antes de que termine la trans- -
cripcidn. No hay barreras, pues no existen los com
partimientos nuclear y citoplasmico en los proca--
riontes, el ARNm de estos Gltimos rapidamente in--

teractdia con los ribosomas para la sintesis de pro
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tefnas (Georgiev, 1974). Por lo contrario en los -
eucariontes, la transcripcidn se realiza en el ni-~-
cleo y la traduccidn en el citoplasma, resalta - -
otra etapa en el metabolismo del ARN que serifa el
transporte de esta molécula. Dentro de los niicleos
en interfase, existen pocas especies de ARN li- --
bres, quizds algunos de bajo peso molecular como -
el ARN de transferencia; la mayor parte =-entre el
50 y 70 %.del ARN nuclear- se encuentra asociado -
a proteinas con las que integra las particulas de_
ribonucleoprotefnas (RNP) (Martin y Mc Carthy,

1972; Rosen, 1977). Ast, la mayoria del ARNhn se -
.combina con estos complejos de RNP, en los que ade
mds del transporte ocurren modificaciones post- -

transcripcionales {(Rosen, 1977).

Desde el punto de vista fisico-quimico, se -
han tratado de caracterizar estos complejos de ri-
bonucleoprotefnas (Samarina y col., 1966). Geor~- -
giev (1974), al trabajar con niicleos de hepatoci=--
tos de rata y de células del carcinoma de Ehrlich,
logré extraer particulas que supuestamente tienen_
pre-ARNm. Estas particulas se someten a la centri-
fugacidn diferencial en gradientes de sacarosa y -
se recuperan en bandas homogéneas con un coeficien
te de sedimentacién de 30 a 40 "S'"; el mismo Geor-
giev (1974) denomina como "informorfes'" a las es=-
tructuras que con la técnica expuesta, sedimentan_

a 30 ''s'", En electroforesis con gel de poliacrila-
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mida -SDS~, el peso molecular de la proteina mas -
abundante de las particulas de 30 '"S§", fué de - -~

40,000 y de reaccidn neutra.

Por los miltiples estudios fisico-quimicos -~
que se han real izado, actualmente es dificil defi~-
nir la existencia de un solo t{po de particulas de
RNP que contengan ARNhn. S{n embargo, Hatzglou y =~
col., (1985) consideran que las estructuras de RNP
mejor fdentificadas y caracterizadas, son las que_
a continuacidn se mencionan. Primero, "los comple-
jos heterogéneos! descritos por Slevenin y col., =
(1982) que tienen un coeficiente de sedimentacidn_
de 70 a 110 "S'", que seglin estos autores contienen
ARN=-pre-mensajero y ARN de bajo peso molecular -
(ARNsn), ademds de una variedad heterogénea de po-
lipéptidos y proteinas no bien identificadas; tam-
bién mencionan que en estos complejos, es donde se
realiza el "splicing', y por ser heterogéneos en su
organizacidén pueden disociarse en particulas mis -
pequefias. Segundo, poblaciones de partfculas de -
30-50 ''S'" que también contienen ARNhn (Hatzglou vy
col., 1985), formadas por un '"nicleo o core'" de -
proteinas las cuales estdn mejor definidas con un_
peso molecular entre 30 y 40 mil Daltones, estas -
mono-particulas contribuyen a la formacidn de es-~-
tructuras mds complejas como las primeramente des-
critas. Tercero, las pequefas particulas de 30 nen

que pueden corresponder a las descritas por Geor--
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giev {(1974), estas estructuras de RNP tienen ARN -

de bajo peso molecular (ARNsn).

Desde el punto de vista de la ultraestructura,
Beyer y col., (1980) han logrado observar la forma
cién de los primeros complejos de RNP, los cuales_
se identifican como partfculas de unos 240 Z. Di--
chas particulas se forman en sitlos precisos muy -
carcanos a las zonas de transcripcidn, y que segin
sus conclusiones estos sitios no se distribuyen al
azar, sino que pueden resultar de la expresidn de_
algunos genes dados. También mencionan que dicho -
empaquetamiento no solo condensa y estabiliza el -
ARN, sino que lo secuestra y separa de su molde de

transcripcidn.,

Economidis (1983} describe con respecto a las
RNP, que las moléculas nacientes de ARNhn, se en--
samblan tempranamente en grupos con 6 tipos de pro
tefnas que tienen un peso molecular entre 32,500 y
41,500. Esto también coincide con lo expresado por
Georgliev (1974), donde los 6 tipos de protelnas -~
formarfan un nicleo central o ''core' y el ARNhn se
plegaria en el exterior de estas particulas esféri
cas. También Economidis (1983), propone un orden -
en el procesamiento del ARNhn, el cual serTa: trans
cripcion y formacidn del 'cap' ----- ensamble de -

RNPs -=---- poliadenilacién =----- y el ''splicing".

Un aspecto relevante de Tas RNP con respecto_
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al procesamlehfo del ARNhn, es la asociacidn de mo
léculas de AR“ de bajo peso molecular (ARNsn} con_
moléculas de proteinas para integrar las particu--

las pequefias de ribonucleoproteinas (RNPsn}.

Los ARNsn se descubrieron hace 15 afios por -
Maramatsu (Jiménez-Garcta, 1985); su longitud es =
entre 100 y 300 nucleStidos; existen al menos 10 -
tipos diferentes de estas moléculas, 6 de las cua-
les estdn bien definidas y tienen un alto conteni-
do de acido uridilico, por lo que se denominan -
ARNsn-Us y corresponden del Ul al U6 (Darneil, - -
1985). Practicamente se han encontrado en todas -
las células de eucariontes, son metabdlicamente es
tables y han conservado sus caracteristlcas princj
pales a través de la evolucién (Busch, 1982). Ac--
tualmente estos 6 tipos de ARNsn-U se pueden loca
lizar por inmunocitoquimica en algunos de los com-
partimientos de los nicleos en i{nterfase (Busch, -
1982). Ast, el U-3 se encuentra en el nucléolo, el
U~2 se asocia a la cromatina; los U-1, U-2, U-4, -
U-5 -y el U-6, se asocian estrechamente a particu--
las de ribonuc]eopyoteinas del espactlo extranucleg‘
lar (Spector y col., 1983; Puvion y col., 1984b).-
La funcidén de estos ARNsn~Us no del todo aclarada,
se relaciona tanto con la estructuracion de las -
particulas nucleares con las que se asocian, como_

con el mismo procesamiento del ARNhn (Busch, 1982),
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El ARNsn-Ul, aparte de ser el mejor caracteri
zado vy el‘de’ﬁayor*concentractan en los nicleos ce
lulares, es el que se ha relacionado con una fun--
cion especifica en el procesamiento del ARNhn y es
la concerniente ai "splicing'. Este fenémeno se -
ejemplifica en el siguiente esquema, interpretado_
por Jiménez-Garcta y referido de Busch (1982},

/ ~

3 exon 2 B l rexon 1 hnRNA g
2 1 g

¥ > G-GG-A’ mRNA >
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En este modelo el asa del intrdn es formado -
por el ARNsn-Ul, el cual mantiene unidos los extre
mos de los exdnes adyacentes, para: presentar esta
zona, facilitar el rompimiento y reunir de nuevo -
los exbnes; todo esto es activado por enzimas adn_
desconocidas. Como se observa, algunos nucledtidos
del ARNsn-Ul se complementan con los nucledtidos -
de la unién exdén-intrén para formar el asa o "bu--
cle'" y poder eliminar el intrdn correspondiente. -
Segin Slevenin y col., (1982) este fendmeno se pre
senta dentro de los grandes '"complejos heterogé~ -
neos', de los cuales se liberan monoparticulas las

cuales pueden llevar los intrones eliminados.

4) Localiizaci6n in situ de ribonucleoprotel--

nas extranucleolares.

Los ndcleos en interfase a nivel de ultraes--
tructura, muestran complejos de ribonucleoprotei-=-
nas bien definidos. De estos complejos los mas co-
nocidos y estudiados son los granulos y fibras que
forman el nucleolonema de los nucléolos. Estos, -~
aparte de estar bien caracterizados morfoldgicamen
te, tienen gran correlacidn bioquimica y funcional
con respecto a la sintesis y procesamiento del ARN
ribosomal (Hay, 1968; Bernhard y Granboulan, 1968).
En el resto del nicleo interfisico, a excepcidn de

los complejos condensados de dexosirribonucleopro-
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tefnas -heterocromatina-, se encuentra el gran es-
pacio intercromatineano. Esta es una zona no blen_
definida donde se localiza: la cromatina dispersa,
los complejos de RNP extranucleolares, proteinas vy
otros metabol{tos. Todo este conjunto de particu--
las son dificiles de distinguir y diferenclar en-=-
tre si, cuando se utiliza la tincidn ordinaria de_

uranilo-plomo para la microscopia electrdnica.

Bernhard (1969) introdujo una técnica en la -
cual el EDTA (dcido etilendiaminotetraacético) en_
solucidn, extrae selectivamente el uranilo deposita
do en los complejos de cromatina compacta que se -
decolora; posteriormente al agregar sales de plomo
resaltan preferentemente las ribonucleoproteinas.-
Con el mayor uso de esta técnica, se han facilita-
do los estudios que tienden a explorar la gran - -
drea nuclear y sobre todo ayuda a entender la co--
rrelacion de los aspectos morfoldgicos con los fun
cionales en el niicleo interfasico (Monneron y Bern
hard,‘1969).

“

De entre los complejos morfoldgicos de las -
RNP extranucleolares que se distinguen con la tin-
cidén regresiva del EDTA, resaltan: las fibras pe-~
ricromatinianas, los granulos pericromatinianos Y_

los grénulos intercromatinianos.

a) FIBRAS PERICROMATINIANAS (FPC) - Estas estructu

~ras del nicleo interfdsico, fueron descritas y ca-
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racterizadas por Monneron y Bernhard (1969). La de
finicidn morfolbgica de estas fibras solamente es__
posible cuando se aplica la tincidn regresiva del _
EDTA; se observa que estas se concentran mds en el
1imite de la heterocromatina decolorada y en el =~
espacio pericromatiniano. El grosor promedio de =~
las fibras varian entre los 30 y 40 ;; en ocasfo=~-~
nes aparecen enrrolladas irregularmente y con alta
resolucién es posible ver cierta cont{nuidad can -
estructuras granulares del nucleoplasma (Monneron_
y Bernhard, 1969; Bouteille y col.,, 1969]}.

Con la combinacibén de métodos citoquimicos, -
tincidén preferencial para RNP y digestidn enziméﬁi
ca, se comprueba que estas estructuras contienen -
ARN. AsT, en presencia de las ADNasas no hay modi~-
ficacidn alguna de estas fibras, en cambio, con la
ARNasa =~-ailin en ausencia de pronasa- dichas estruc-
turas desaparecen., Esto confirma el contenido de ~
ARN, el cual posiblemente esté poco protegido por_
el material proteico (Monneron y Bernhard, 1969).

Desde las primeras descripciones morfoldgicas
y topogrdficas de estas fibras, se ha sugerido que
tienen relacion con la sintesis del ARN. El estar_
locatizadas en la periferia y en frecuente contac-
to con la cromatina, se ha sugerido que estas re--
presentarfan la expresidn morfoldgica de la trans--

cripcidn a lo largo de los sitios activos de nu- -
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cleohistonas derreprimidas (Monneron y Bernhard, -
1969). La hipdtesis anterior ha sido apoyada con -
fa combinacién de los siguientes experimentos: es-
timulacidn o inhibicién de la sintesis del ARN, -
observacidn por la radioautografia de la distribu-
cion de los precursores marcados y por la caracte-
rizacién bioquimica de los complejos cromatina-RNP

extranucleolares.

Al estimular la sintesis del ARN con cortisol
en hepatocitos de rata en inanicidn, se observa un
aumento rdpido y significativo de las fibras peri-
cromatinianas (Petrov y Bernhard, 1971). Con estu-
dios bioquimicos previos, se habla demostrado el -
aumento de la sintesis de pre-ARNm como respuesta_
al mismo tratamiento hormonal (Brossard y Nichole,
1968). Por fo contrario, la disminucién de las fi-
bras se logra al administrar bloqueadores de la -
sintesis y/o del procesamiento del ARN. Entre es--
tas substancias se encuentran: la X aman{tina, -
que inhibe la actividad de la ARN polimerasa |1 -
(Petrov y Sekeris, 1971); la actinomicina "D" que_
estabiliza la doble helice del ADN (Geuskens y - -
Bernhard, 1966; Unuma y col., 1973); la ciclohexi-
mida {Paskal y col., 1975; Moyne y col., 1977} y -
la bleomicina que remueve la timidina del ADN y =~
produce fragmentos de cadena simple ("Miller y -
Zahn, 1979; Vdzquez-Nin y col., 1979a).
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La radi{oautografia combinada con la tincidn -
regresiva del EDTA, muestra a grosso modo dentro -
del niicleo la localizacién de las macromoléculas -
formadas con precursores especificos como ta uridi
na tritiada. Fakan y Bernhard (1971) al trabajar -
con cultivo de células BSC de riAdén de mono, en- -~
cuentran que a los 2 6 3 minutos ya hay ingorpora-
cidn del precursor radiactivo preferentemente en -
dos sitios del nicleo, uno a nivel del nucléolo -~
-en el limite entre la cromatina nucleolar y las -
fibras del nucleolonema- y el otro localizado en -
el nucleoplasma en una zona entre la heterocromati
na y el mismo espacio pericromatiniano. Aunque Jla
radiocautografia tiene una resolucidn de mds de 100
mm, no se puede asegurar que un grano de plata ve-
lado sefiala exactamente la posicidn de un emisor =
radiactivo‘incorporado a una fibra; es Ta localiza
cidén precisa de dichos granos en el &rea pericroma
tiniana, lo que permite suponer que las fibras pe-
ricromatinianas contienen ARN producto directo de_
las transcripcidn cuando se utilizan pulsos muy =
cortos (Fakan y Bernhard, 1971; Moyne y Puvion, -~
1976). También en este tipo de experimentos, se -
comprueba que coexiste un aumento casi paralelo -
tanto del nimero de las fibras como de la incorpo-
racién del marcador. Al post-incubar las mismas c@
lulas en un medio de cultivo libre del precursor -

tritiado, se observa la dispercidn conjunta tanto
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de las fibras como de las marcas radtactivas en el
nucleoplasma (Fakan y Bernhard, 1971; Fakan y col.

1976).

Por Gitimo, al aislar por centrifugacidn dife
rencial las fracciones del material extranucleolar
de los niicleos celulares de hepatocitos de ratas,-
se observa la persistencia del material fibrilar -
unido a partes de la cromatina (Puvion y col., - -
1976). Al andlisis bioquimico, estas fibras aisla-
das muestran la presencia de ARN polidisperso de -
marcado rdpido y sensible a la ARNasa, caracteris-
ticas propias del! ARNhn (Bachellerie y col., 1975;
Puvion y Moyne, 1978). Por otros estudios como los
de inmunocitoquimica ultraestructural, se ha logra
do localizar en las fibras pericromatinianas molé-
culas de ARNsn-U, lo que plantea la posibilidad de
que estas fibras participen también en el procesa-

miento de! mismo ARNhn (Puvion y col., 198hb).

En conclusidn, con base en las observaciones_
y resultados experimentales anteriormente expues--
tos, se puede decir que las fibras pericromatinia-
nas representan la expresidén morfoldgica del ARNhn

recién sintetizado.

b) GRANULOS PERICROMATINIANOS (GPC). Estas estruc-
turas fueron descritas por Swifth (1962) y Watson_
(1962), como cuerpos esféricos individuales, prefe

rentemente localizados en la porcidn periférica de
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la cromatléa compacta, de donde se tomd el nombre.
Su didmetro varfa entre los 30 y 50 nm, con la tin
cidn ordinaria de uranilo plomo presentan un halo_
periférico de 25 nm que casi desaparece con la tin
cién selectiva del EDTA, la cual a su vez resalta_
més el contraste de los granulos (Monneron y Bern-
hard, 1969; Vazquez-Nin y Bernhard, 1971). Estas -
particulas no se modifican con la ADNasa, pero la_
combinacidn de pronasa y ARNasa disminuye notable-
mente su contraste con la tincidn del EDTA. En pre
sencia del dcido percldrico concentrado y con un -
tiempo largo de exposicidn, los GPC llegan a desa-
parecer. Por lo anterior y por otros estudios cito
quimicos se comprueba en estas particulas, la pre-
sencia de ARN incluido y protegido por una matriz_
proteica voluminosa (Watson y Aldrige, 1964; Monne
ron y Bernhard, 1969).

Con la tincidn regresiva del EDTA y con alta_
resolucidn, estos grénulos presentan una subestruc
tura interna formada por fibras empaquetadas, con_
un didmetro entre los 15 y 30 R aproximadamente. -
En ocasiones se observa que algunas fibras emergen
de los grénulos dirigiéndose a la cromatina compac
ta y/o al drea pericromatiniana (Monneron y Bern--
hard, 1969). Por estas observaciones se sugirid la
hipotesis de que el ARN de estas particulas proce-
de de las fibras pericromatinianas y por 1o tanto_

contendrfan ARNhn (Monneron y Bernhard, 1969; Nash,
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y col., 1975; Puvion y Lange,1980). Esta hipéte--
sls estd sustentada en otros estudios experimenta-
les, asT al estimular con cortisol la sintesis de
ARNhn -en el que aumenta las fibras pericromatinia
nas- también hay un aumento rapido aunque limitado
de los granulos pericromatinianos (Moyne y Puvion,
1976). Vazquez-Nin y Bernhard (1971), al demostrar
la semejanza: estructural, citoquimica y de sensi-
bilidad enzimdtica entre los granulos de Balbiani_
de los cromosomas de Chironomus y los pericromati-
nianos, indican que ambos grdnulos contienen ARN -
de marcado répido y similar a su ADN correspondien
te. Bachellerie y col. (1975), al fraccionar mate-
rial extranucleolar de niicleos de hepatocitos, als
laron -aparte de las fibras- grdnulos con un diame
tro de 40 a 50 nm, que contienen ARN de marcado -
répido.

Sin embargo, con respecto a la estimulacidn -
de la sintesis del ARN, no hay una relacidn preci-
sa entre fibras y grénulos pericromatinianos. EIl -
mismo cortisol administrado a los hepatocitos de -
rata en cultivo, no produce un aumento manifiesto_
de los grinulos con respecto a las fibras (Petrov_
y Bernhard,; 1971). En otras circunstancias casi -
de inmediato disminuyen o desaparecen los GPC pre-
existentes, como al administrar estradiol a las c&
lulas del epitelio endometrial de ratas ovarectomi

zadas en cultivo (Vazquez-Nin y col., 1978), algo_
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semejante sucede a los linfocitos estimulados con_
fitohemaglutinina (Valkov y Moyne, 1974). En este_
tipo de experimentos, la falta de paralelismo en--
tre estas particulas de ribonucleoproteinas puede_
deberse a un segundo efecto post-transcripcional -
de los estimulantes, que hacen que el transporte -
de los ARNs sea mds rapido que la sintesis de los
mismos, lo que hace disminuir el ARN almacenado de
los GPC. Si el estimulo persiste, posteriormente -
hay un aumento gradual de los GPC hasta cierto 11-
mite -aumento del 30 al 40% en los hepatocitos de
rata~ no sucede lo mismo con la incorporacidn de -
la uridina tritiada, que llega a ser 3 8 4 veces -
mis que en los controles. Esto indica que indepen=
dientemente de que muchas moléculas de ARN no pa--
san al citoplasma, buena parte del ARN tampoco se_
incorpora a los granulos pericromatinianos (Moyne_
y Puvion, 1976).

Como se menciond, la administracién de drogas
que interfieren con el metabolismo del ARN y alte-
ra la produccidn de las fibras pericromatinianas,_
también modifica la cantidad y distribucidn de los
grianulos pericromatinianos. Asi, la cﬁ_amanitina_
(Petrov y Sekeris, 1971), la cicloheximida (Moyne_
y col., 1977) y el cloruro de cadmio (Puvion y Lan
ge, 1980) tienen como uno de sus efectos el de - -

aumentar la cantidad de los GPC en el nucoeplasma.
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En general, aunque estas drogas bloquean la sinte-
sis de ARN, &sta continda por cierto tiempo formén
dose mas GPC, y como pdsiblemente también se inter
fiere con la dindmica y el transporte del ARN se -
da Jugar a que los granulos se acumuien progresiva
mente en los nlicleos (Moyne y col., 1977; Puvion y
Lange, 1980). Un efecto similar se presenta en el
'shock'' hipotérmico, en el cual a temperaturas de_
b ¢ se bloquea 1a sintesis del ARN y disminuyen -
las fibras pericromatinianas y aumentan los grénu-
los mencionados (Puvion y col., 1977). Otras dro--
gas como la cardiocepina (Puvion vy col.,.l976) y -
la bleomicina (Vazquez-Nin y col., 1979a), tam- -
bién modifican el metabolismo de los adcidos nuciei
cos, pero a diferencia de las ya mencionadas afec-
tan principalmente los componentes nuclteolares. =~
Los cambios ultraestructurales que se suceden por_
accidn de estas substancias, van desde la microse-
gregacidn de fibras y grénulos del nucleolonema, -
hasta su fragmentacidn. Esta interferencia con el_
procesamiento post-transcripcional y/o transporte_
del ARNr, también produce la aparicidn de gréanulos
similares a los pericromatinianos en los nucleolos
afectados... Estos grénulos también podrian resul-
tar de la acumuiacién de formas incompletas y/o -~
anormales del ARNr, por estar primariamente afecta

da esta molécula (Gajkovska y col., 1977).

Actualmente se ha comprobado que los grénulos
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pericromatinianos del nucleoplasma, también se re-
lacionan con algunas de las moléculas de los - - -
“ARNsn-U (Puvion y col., 198hb). Sin embargo cuando
se forman granulos por trastornos metabdlicos en -
los nucléolos, la distribucidn de los ARNsn-U es -
diferente, tanto que Puvion y Lange (1980) sefialan
dos tipos de estos granulos: los relacionados con_
el ARNhn y otros con el ARNr.

Por ser los granulos pericromatinianos compo-
nentes ordinarios de los niicleos en interfase, su
funcidn estd relacionada con el transporte de ARN.
Ademds, otra funcidn que desempefiarian serfa la de
almacenar selectivamente al ARN bajo determinadas_
condiciones fisiolégicas y/o patoldgicas. Por todo
lo anteriormente expuesto, se sugiere que los gra-
nulos pericromatinianos, son estructuras dindmicas
que desempefian un papel activo en el metabolismo -

de los niicleos en interfase.

c) GRANULOS INTERCROMATINEANOS (GIC). Estas parti-
culos'deséritas por Swifth en 1959, estdn presen--
tes en_casi todos los nicleos celulares, con un -
didmetro de 20 a 25 nm y frecuentemente se encuen-
tran formando aclmulos en el nucleoplasma (Monneron
y Bernhard, 1969). Con la tincidn preferencial del
EDTA, muestran contraste prominente y parecen es--
tar incluidas en cadenas interconectadas por fi- -

bras delgadas, que forman una red fina en el espa-



42

cio intercromatiniano {Monneron y Bernhard, 1969;_
Wassef, 1979).

Si bien la reaccidn de los granulos intercro~
matinianos (GIC) es simi{lar a la de las otras par-
ticulas ribonucleoprotelcas, existen diferencias -
con respecto a los siguientes estudios: de extrac-
cién quimica, de reaccidn enzimidtica y en los de =~
radioautografia. Como las otras particulas de RNP_
los GIC no son sensibles a la ADNasa, sin embargo_
y en contra de lo esperado, después de exposicio~--
nes largas a la accidén de la ARNasa y pronasa, man
tienen el mismo contraste con el EDTA; lo mismo su
cede con el dcido percldrico que en condiciones -
6ptimas solubiliza y extrae el ARN (Monneron y - -
Bernhard, 1969). Aunque los GIC son pequefos para_
ser analizados individualmente por la radioautogra
fla, se puede evaluar su marcado sobre los acimu--
los que forman en el nucleoplasma. Fakan y Bern- -
hard (1971), no encontraron incorporacidn signifi-
cativa de uridina tritiada en 3reas con abundantes
GIC, aidn después de periodos largos de tratamiento
Por todo esto y otros datos experimentales, desde__
un principio se propuso que el ARN de estas parti-
culas estaba bien protegido aunque dificilmente tu
viera ARNhn (Monneron y Bernhard, 1969).

Con base en esto Gltimo tambi&n se menciond -

que dichas particulas no contenian ARN, y que su -
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reaccidén positiva a la tincidn regresiva del EDTA_
era dada por las proteinas fosforiladas contenidas
en estos granulos y no por los dcidos nucleicos -
(Wassef, 1979). Sin embargo en los dltimos afas -
Puvion y Moyne (1981), al utilizar varios agentes_
fisico-quimicos que actlan en diferentes etapas -
del metabolismo nuclear del ARN, inducen un aumen-
to en el niimero y volumen de los grénulos intercro
matinianos lo cual indica que s{ existe una estre~
cha relac{6n de estas particulas con el ARN. Re- =~
cientemente Puvion y col, (1984%), al trabajar con
células aisladas de higado de rata tratadas con un
andlogo de la adenosina: 5-6- dicloro- 1 - B8 - D ~
—rigofuranosil— benzimi{dazole (DRB substancia que_
interfiere con el procesamiento {nmediato del ARN]
mas actinomicina "D" (que inhibe preferentemente -
la sTntesis de ARNr) y aplicando radiocautografia -
con uridina tritiada como precursor, logran demos-
trar que los grédnulos intercromatinianos son si- -
tios de acumulacidn y transferencia de ARN nucleo-
lar. Otros estudios en los que se utiliza conjunta
mente .inmunocitoquimica e inhibidores del ARN como
el mismo DRB, muestran que los granulos intercroma
tinianos y la matriz nuclear son los sitios donde_
se localiza la mayor cantidad de ARNsn-U, lo que -
relaciona estas estructuras con e}l procesamiento - .
del ARNhn (Spector y col., 1983; Puvion y col., =~
19842) .,
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También existen evidencias de que los grénulos
intercromatinianos son parte de una matriz protei-
caio matriz nucliear, que otros inclusive llaman -
lesqueleto del nidcleo" (Comings y Okada, 1976; Mi-
ller y col., 1978; Spector y col., 1983). Este com
ponente nuclear no solamente servirfa de soporte a
los niicleos interfdsicos, sino posiblemente tam- -
bién como un sendero para el transporte de produc-
tos hacia el citoplasma (Busch, 1977). Al recordar
que para el transporte del ARN de marcado rdpido -
es necesario ATP y GTP, y al demostrar actividad -
de ATPasa y GTPasa en estas particulas, se apoya--
rfa esta Gltima hipétesis (Bauchawlow y Unger, - -
1977). Por todo lo anterior, estos grédnulos en la_
actualidad se siguen considerando como particulas_
de ribonucleoproteinas, y con mds estudios experi-

mentales se conocerd mejor su funcidn.

5) El nucléolo.

La porcidn del nicleo que sintetiza cerca del
85 % del ARN celular es el nucléolo, el cual a su_
vez desempefia un papel esencial en la produccidn -
del ARNr. El nucléolo es el producto directo de la
transcripcidn del organizador nucleolar, siendo -
éste una regidn de la cromatina que contiene el -
ADNr y los sitios especificos para la combinacion_
del ARNr con las protetnas nucleolares (Busch, - =
1977) en las células de eucariontes el nimero de -

cistrones para el ARNr varia entre 100 y 1,000 que
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que estdn ordenados de manera lineal. Por accién -
de la ARN polimerasa |, el producto de Ja trans- =-
cripcidon de cada cistrén es la gran molécula de -
ARN 45 "S" que a su vez estd integrada por una se-
cuencia de 12,000 nucleétidos (Busch, 1977).

Esta molécula gigante corresponde al llamado_
ARN pre-ribosomal, la cual por una serie de ruptu-
ras especificas termina por formar a las dos espe-
cies de ARNr: 28 s y 18 § (Busch y Smetana, 1970),
la presencia de estos tipos de ARNr, se demostrd -
por hibridacidn competitiva. Cuando estas varieda-
des de ARNr se combinan para hibridar con 13 gran_
molécula de 45 S, estas compiten independientemen-
te lo que indica que hay una molécula de cada espe
cie por cada ARN 45 S. Por otros estudios, se de--
muestra que en esta motécula gigante hay una pola-
ridad definida; as{ el 28 S estarta en el final 5!
y el 18 8 éQ el final 3', aunque esto puede inver-
tirse seglin la especie estudiada. Ademds en la mo-
lécula 45 §, existen espaciadores denominados P1, -
P2 y P3; secuencia de nucledtidos que posiblemente
actden como sitios de reconocimiento para las rup-
turas especificas, estos son los segmentos que mas

varian de una especie a otra {(Brown y Stern, 1974).

E! componente protefco de los nucléolos es -
complejo y muy numeroso, se cuentan con aproximada
mente 200 tipos diferentes de protelnas (Orryck vy

DR
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col.,, 1973). Busch (1977) las clasifica en tres -~
grandes grupos: las que regulan el control genéti-
co del ADNr como las fosfoproteinas; las que actlan
en el metabolismo del ARNr como las polimerasas vy
endonucleasas; y las estructurales que forman par-

te de las particulas pre-ribosomales,

El aspecto de los nucléolos puede variar: de_
ser una masa compacta, a tener nucleolonema, o -
bien tener la forma de una esfera hueca; esto de--
pende del organismo al que corresponde y a las con
diciones fisiopatoldégicas que las determinan. Sin
embargo, a nivel de ultraestructura la morfologfa_
general de este componente se expresa principalmen
te en gr3nulos fibras. A parte de la cromatina nu-
cleolar que pudiera estar asociada a estas particu
las, dichas estructuras estdn compuestas por ribo-
nucleopratefnas (Bernhard y Granboulan, 1968; Unu-
ma y col., 1968). Por los estudios real izados con_
la incorporacion de uridina tritiada y los blo~ -
queos metabdlicos con drogas especificas ya menclio
nadas, se comprueba que las fibras de 3 a 4 nm con
tienen gran parte del pre-ARNr recié&n sintetizado_
y que las mismas fibras pudieran ser la expresidn_
morfoldgica del mismo (Bernhard y Granboulan; - -~
1968; Busch y Smetana, 1970). Con estudios simila-
res, mds el aislamiento bioquimico de fracciones -
nucleolares, se demuestra que los grénulos con dii

metro de 10 a 20 nm, contienen el ARN de 28 S y -
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que derivan de las fibras antes mencionadas (Bern-
hard y Granboulan, 1968). Esta relacién tan estre-
cha entre ultraestructura y composicidon quimica es
de gran importancia, e indica en cierta forma la -
armonia que en Gltima instancia existe entre morfo

logia y funcidn.
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0BJETIVOS DEL TRABAJO.

En general se acepta que Ja diferenciacién ce
lular en los organismos superiores, produce como -
resulitado el establecimiento de fenotipos celula--
res especificos, cuyas caracteristicas funcionales
dependen de la expresidn selectiva del genoma. En_
s{, el proceso de diferenciacién y maduracidn trae
consigo cambios metabdlicos acentuados, como es la
sintesis de protefnas especificas, la cual varfa -
seglin la etapa del desarrolio y el estado funcio--
nal en que se encuentren las células (Scwartz y -
Wilde, 1973). Estas variaciones tienen como etapa_
Intermedia algunas modificaciones en cuanto a: sin
tesis, transporte y procesamiento del ARN (Bristow
y Deuchar, 1964; Firtel y col., 1972), Por lo tan-
to, al comparar las poblaciones celulares diferen-
ciadas con célutas en vias de maduracién, se detec
tan cambios significativos en cuanto a cantidad a
tipos de ARN nuclear (Church y Brown, 1972) y posi
blemente también en las estructuras nucleares que_

lo contlenen.

En el caso especifico del desarrollo del sis-
tema nervioso central, se presenta un modelo com--
pleto de diferenciacidn y maduracién celular. Este
parte del tubo neural recién ocluido formado por -
células multipotenciales, de aqui van surgiendo -

progresivamente diferentes !fneas celulares, una -
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de estas lineas origina a las neuronas multipola-

res. Durante este proceso las células tienen inte~
racciones miltiples con su microambiente, el cual_
directa o indirectamente regula la expresion del -
genoma y por 1o tanto contribuye a la maduracidn -
de las mismas. Algunas de las modificaciones que -
surgen de esto.(ditimo, son lo suficientemente apa-
rentes para ser detectadas como cambios morfoldgi-
cos. Con base en esto, durante la maduracidén de -
los neuroblastos, se presentan etapas definidas =~
que han sido descritas e identificadas como de: cé
lulas matrices, neuroblastos monopolares, bipola--

res y neuronas multipolares,

Dentro de este mismo proceso, pero a nivel de
ultraestructura y composicién molecular, se consi-
dera que en {ltima instancia los complejos de ribo
nucleoproteinas son el resultado de la expresidn -
génica. Por lo tanto, al variar &sta se presume -
que también se modifica la presencia y concentra--
cidn de las diferentes particulas ribonucleoprotel
cas. Los estudios cualitativos y cuantitativos que
se han realizado de estas particulas, han sido - -
principalmente en células diferenciadas, ya sea -
comparandolas en diferentes estados fisioldgicos o
con otros tipos celulares (Petrov y Bernhard, 19715
Valkov y Moyne, 1974).

Por todo esto, este estudio tiene como objeti
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vo-utilizando como modelo cé&lulas de embridn de -~
pollo- cuantificar con métodos estereoldgicos y es
tadisticos las variaciones que pudieran presentar_
las particulas ribonucleoproteicas in situ, duran-
te la diferenciacidon y maduracidon de los neuroblas
tos-neuronas. Como el fendmeno de la expresidn ge~
nica implica fundamentalmente la transcripcidn del
ARN, y por lo tanto la capacidad matriz de la cro-
matina para esta actividad; otro de los objetivos_
es detectar los cambios de concentracidn de la cro
matina concentrada o heterocromatina; puesto que -
las variaciones estructurales de la cromatina han_
sido relacionadas por varios autores, con la capa-
cidad de la misma de servir de matri{z para la sfn-
tesis de ARN (Littau y col., 1964); esta sintesis_
se lleva a cabo preferentemente sobre la cromatina

laxa o eucromatina.
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MATERIALES Y METODOS.

El material bioldgico consistid de embriones_
de pollo (Brown Leghorn) de: dos, cuatro, nueve, =~
doce y veintiiin dias de incubacidn. Las muestras -
se tomaron preferentemente de la mitad ventral de_
la regidn cervical de la médula espinal de estos -
animales. En los embriones de 2 y 4 dfas, la fija~
cién se realizd por (nmersibn; primero por goteo -
de] fijador sobre el blastodisco por 15 minutos, -
para después extraer los embriones en bloque y ha-
cer las disecciones correspondientes; posteriormeﬁ
te los fragmentos se dejaron en una nueva solucidn
de fijador durante 2 horas. Los embriones de: 9, -
13 y 21 dias, previa incisidn del torax y seccidn_
de la aurfcula derecha, se perfundieron por el ven
triculo izquierdo por medio de una 1lave de dos -~
vias. Las substancias perfundidas se mantuvieron -
a 36 ¢ y fueron: una solucién de Ringer isoténica,
que se pasd hasta que saliera por la aurfcula dere
cha hasta eliminar la sangre del sistema vascular;
la segunda, fué la solucidn fijadora que se perfun
did hasta que se endurecieran los tejidos, aproxi-
madamente a los 20 minutos. Para terminar, se dise
c6 la médula cerﬂcaf‘y se colocaron los fragmentos
en una nueva solucidn de fijador durante dos horas

y media.

La solucidn fljadora utllizada fué glutaral--
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dehido (Merck, seglin Anderson) al 2.5 % diluido en
cacodilato de sodio 0.19 M. (solucidn amortiguado-
ra) y a un pH de 7.3. Algunas muestras se postfi-
jaron en tetraoxido de osmio al 2 % durante una -
hora. Después de la fijacidn, los fragmentos de te
jido sin tetraoxido de osmio e inmersos en solu=- -
cién amortiguadora, fueron separados en dos grupos
Un primer grupo se procesd con la finalidad de ser
incluido en glicol metacrilato polimerizado (GMA);
el segundo grupo de fragmentos quedd para incluir-
se en EPON 812 y para esto se procedid como a con-

tinuacidn se describe.

Previo lavado de los tejidos con el amortigua
dor, se prosiguidé con la deshidratacidén en alcohol

etTlico a concentraciones crecientes.

Dos bafios de 10 minutos en alcoholes de: 70,-
80, 90 y 96 %.
Dos bafios de 20 minutos en alcohol absoluto.

Dos bafios de 20 minutos en 6xido de propileno.

La pre-inclusién fue en una mezcla con la mi-
tad de 6xido de propileno y la otra mitad con la -
mezcla propia de inclusidn, durante 18 horas a la_

temperatura ambiente.

Las muestras se incluyeron en una mezcla de -

EPON 812, cuya férmuia es la siguiente:

Epikote (Merck) =mm==m=so--ceocee—o-o- 10.3 g.
Anhidrido dodeceni) succtnico (DDSA)=.-9.3-g. =
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Anhidrido 2,3,~ metilnorbornendicar=-

noxilico (NMA) ===--emcemocccccmccceoe 3.8 9.
2,4,6, Tris (Dimetilaminometil
fenol) (DMP) ~--comcmmccmmmccmracamenes .33 ml.

La polimerizacién se hizo en moldes planos -
que se dejaron en una estufa a 60 C por 18 horas.-
El material fue cortado en los ultramicrotomos - -

MT-1 de la casa Sorval y en el Ultratome |~ LKB.

Después de comprobar que los tejidos incluf--
dos en bloques de EPON estaban bien preservados, -
se procedid a cortarlos en el siguiente orden; pri
mero se obtuvieron cortes semifinos de 0.5 um de -
espesor, que se tiferon con azul de toluidina al -
1% disuelto en agua con borax al 1%, para después_
observarlos al microscopio fotdnico y determinar -
con precisidn la regidn por estudiar. Después se -
cortaron de 6 a 8 secciones ultrafinas seriadas en
tre 80 y 100 nm de espesor, que se montaron juntas
en rejillas de cobre ranuradas con membrana de Fom
var, los cortes quedaron libres en el centro de -
las rejillas. Posteriormente se hicieron series de
25 cortes semifinos, los cuales se desecharon para
continuar otra serie de cortes ultrafinos en el =~

orden antes mencionado.

Los cortes ultrafinos de 80 a 100 nm de espe~
sor montados en rejillas de ranura, fueron tefidos

seglin la técnica de Bernhard (1969) modificada:
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- 5 minutos en acetato de uranilo al 3 %.

De 12 a 23 minutos en una solucidn acuosa del

dcido etilendiaminotetraacético (EDTA) al 0.2H

]

3 minutos en citrato de plomo al 0.3 N.

Los tejidos postfijados en tetradxido de os--
mio, se deshidrataron e inéluyeron igual que los -
fragmentos antes mencionados. Se cortaron en los -
mismos ultramicrotomos y se montaron en‘rejfllas -
de 400 barrotes por pulgada, y se contrastaron de_

la siguiente forma:

- 20 minutos en acetato de uranilo al 3 %.

- 5 minutos en citrato de plomo al 0.3 N,

Las observaciones de los cortes ultrafinos, -
se realizaron en un microscopio electrdnico de - -
transmisidon EM-9 A de la casa Zeiss. Después de -~
identificar el nidcleo de la misma célula en cada -
uno de los cortes seriados, se procedid a fotogra-
fiarlos en cada uno de los cortes, Para los especl
menes de 2 dfas de incubacién, los nicleos escogi-
dos fueron: los que rodeaban la luz del tubo neu--
ral (periependimarios) y los nicleos de las zonas_
periféricas (periféricos). Para los de 4 dias se -
escogieron: los del area periependimaria; una zona
intermedia que serfa la 4a. & 5a. fila de nicleos_

a partir de la luz del tubo; y por dltimo el drea_

correspondiente a la futura asta anterior. Con res

pecto a las muestras de 9, 13 y 12 dias, se foto--
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grafiaron los niicleos de las neuronas inmaduras lo
calizadas en el asta anterior. Después de revelar_
los negativos e imprimirlos en papel, se obtuvie--
ron las fotograflas a un aumento constante de - -~
29,400 didmetros. De esta manera, por cada nicleo
observado se obtuvieron un promedio de 6 microgra-
ffas, y por cada 4rea o zona escogida, se estudia-

ron en promedio 12 niicleos.

Los cortes postfijados en osmio y contrasta--
dos con uranilo-plomo, también fueron observados -
con el mismo microscopio electrdnico. Las microgra
fias se obtuvieron a diferentes aumentos, lo que -
dependidé de los campos por estudiar desde un punto

de vista cualitativo.

Los pardmatros que se estudiaron y los méto--
dos estereoldgicos utilizados para determinar las_
variac{ones cuantitativas de los nGcleos durante -
su diferenciacidn y maduracidn, fueron los siguien

tes:

- Los vollmenes nuclear y nucleolar, se determina-
ron en los cortes semifinos tefiidos con azul de to
luidina, se observaron con un microscopio dptico -
"Axiomat" (Carl Zeiss), con placa de escala micro-
métrica para medicién. Los datos obtenidos se pro-
cesaron de acuerdo a la ecuacidn de De Hoff, para_
esferas y elipses con una orientacidn preferenctal

seglin los casos. Para estimar la fraccidén del volu
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men nuclear ocupada por el nucléolo, se hizo el -~
promedio de la relacién de las &reas nucleolar so-

\

bre la nuclear.

- La fraccidn del area nuclear ocupada por las fi-
bras pericromatinianas y los gré@nulos {ntercromati
nianos. Para estas estimaciones se utilizé la cuen
ta de puntos de una retfcula, que coincidiera con__
los grénulos y fibras divididos por el ndmero total
de puntos que contenia el &rea de cada nicleo. To-
das estas estimaciones se fundamentan en métodos -

estereoldgicos bien conocidos (Underwood, 1970).

- La densidad numérica de los grénulos pericroma--
tinfanos, se estimdé al contar el nimero total en -
cada foto y se dividid por el drea nuclear en la -

que se habTa contado.

- Los didmetros de los grinulos pericromatineanos,
se midieron en micrografias obtenidas a 15,000 - -
aumentos y amplificadas a un aumento final de - -~
150,000 didmetros.

Con respecto al otro grupo de fragmentos de -
tejidos de la médula espinal de los mismos embrio-
nes y que no se incluyeron en Epon, fueron procesa
dos en el orden que a continuacidn se describe, -
con la finalidad de que quedaran incluidos en el -
2-hidroxi-etil-metacrilato (denominado también gli
col-metacrilato o GMA) y poder contrastar preferen

temente. la cromatina compacta. A partir del lavado
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con el amortiqguador correspondiente se continud -
con la deshidratacidn progresiva para la que se -
‘ usaron concentraciones crecientes del glicol-meta-

crilato (GMA), diluido en agua bidestilada.

- 2 bafios de 10 minutos cada uno de GMA al 70,
80 y 97 %.

- Un bafio de 20 minutos de una mezcla 1:1 de -
GMA al 97 % y con 1a solucién de inclusidn no
polimerizada.

- Un bafio de 20 minutos con la solucidén de in--

clusidén no polimerizada.

La solucidn de inclusidn es una mezcla de las

siguientes substancias:

- GMA al 97 % =-<---cemmsmecome e 7 ml.
- Butil-metacrilato =-----=-r=o-—wo-- 2 ml.
- Peréxido-Benzoico ==-=------------- 100 mg.

(Leduc y Bernhard, 1967).

Se prosiguid con la pre-inclusidn, en la cual
los tejidos se dejaron 12 horas en la solucidn de_
inclusidn, la cual oreviamente se prepolimerizé -
con calor requlado obtenido de aqua caliente (bafo

marfa).

La inclusién se realizd en la solucidn prepo-
limerizada, en cédpsulas transparentes de gelatina_
y colocadas en una cdmara cerrada con una fuente -

de luz ultravioleta. La exposicidn en esta fuente
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de energfa se prolongd durante 6 dias en promedio,

hasta el endurecimiento del material.

Los cortes ultrafinos de 80 a 100 nm de espe-
sor, se efectuaron en los ultramicrotomos antes -
mencionados. Se escogieron las mismas zonas de la_
médula espinal en desarrollo ya mencionadas y se -

montaron en rejillas de 400 barrotes por pulgada.

La técnica de tincidn para estos cortes, fué_
la del éacido fosfotﬁngstico (PTA), desarrollada -
por Vézquez-Nin y col. en 1973, la cual resalta -

las desoxirribonucleoprotefnas.

La solucidn del &cido fosfotlngstico al 3 % -

para la tincidn del PTA, es:

- Acido fosfotingstico =-==sem=r-=ceccw- 3 9.
- Acido clorhidrico ;----i--4-4f----10 mi.
- Agua bidestilada Sommomsoemeeo - 90 ml.

Esta solucién se ajustd a un pH de 2.4 NaOH, _
el tiempo de exposicidén de los cortes montados fué
de 24 a 30 minutos.

Las observaciones con el microscopio electrd-
nico EM-9 A de Carl Zeiss, se centraron en las mis
mas zonas de la médula espinal que se utilizaron -
para el estudio de las ribonucleoproteinas descri-
to anteriormente. De cada region estudiada se foto
grafiaron un promedio de 15 niicleos, el aumento =

original dado por el aparato fué de 8,400 y 1la am-~
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pliacidn final en el papel {mpreso fué de 29,400 -

didmetros.

Para medir la cantidad de cromatina compacta_
por niicleo, se realizd la sumatoria de todas las =~
subdreas ocupadas por dicha cromatina, ya que es--
tas fueron del imitadas con el cursor de un digita-
lizador unido a una computadora Hewlett-Packard, -
que integra &reas. Después se midié el &rea nuclear
y. se obtuvo el cociente de esta cromatina entre el
drea nuclear total, Esto da un ndmero relativo de_
la cantidad de cromatina compacta en cada uno de -
los ndcleos analizados, que en promedio sumaron 16
nicleos para cada una de las zonas estudiadas (epgp
dimaria y periférica de 2 dilas; ependimaria, inter
media y periférica de 4 dias; motoneuronas de as--

tas anteriores de 9, 13 y 21 dfias).

Por {ltimo, para determinar las posibles va-~
riaciones de la cantidad de ADN de las células en-
estudio, se practicd la reaccidon de Feulgen. Para
esto, los cortes semifinos montados en portaobje--

tos se sumergieron en las siguientes soluciones:

HC1 BN -=-==--e- 1 hora a temperatura ambiente.
Reactivo de Shiff -- " n n u L
Bafio sulfuroso ---- 3 enjuagues de 1 minuto.

Posteriormente se fotografiaron unos 17 ni- -
cleos en promedio de las mismas zonas anteriormente

mencionadas, con un fotomicroscopio Amplival Carl
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Zeiss (Jena), con pelicula de alto contraste y frl

tro verde,

Para obtener la cantidad de ADN por niicleo, Z
los negativos se analizaron en un densitdmetro in-
tegrador de alta precisidn IPM-2 Carl Zeiss. A su_
vez, la transmitancia de cada niicleo examinado, -~
se integrd en el volumen calculado por los didme--
tros mayor, menor y espesor del corte; de esta for
ma las cifras obtenidas corresponden a la cantidad
de ADN expresada en unidades arbitrarias. Para com
parar esa cantidad con la de una célula diploide -
normal de pollo, se midieron varias placas de ana-

fase de células matrices en divisidn.

Los programas para determinar tanto las varia
ciones de cromatina compacta como la cantidad de -
ADN, fueron generados por el personal del Laborato
rio de Microscopia Electrdnica del Departamento de
Biologfa de la Facultad de Ciencias de la UNAM; -
utilizando una microcomputadora 98257 (Hewlett - -
Packard) provista de dfﬁ}talizador, graficador y -
unidad de disqq: o
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RESULTADOS.

}. MORFOLOGLA.

En los cortes semifinos de embriones con dos__
dias de incubacidn, tefiidos con azul de to\uidina;
y observados con el microscopio fotdnico ya se di§!
tinéﬁe la separacidn entre el tubo neural y el ec-
todermo superficial:‘éﬁ esta etapa la luz del tubo
es una hendidura orientada en sentido dorso ven- -
tral, rodeada por una gruesa pared celular (Fig. -
la.). Hacia la luz de} tubo se observan células en
mitosis, (Cajal, 1909-1911}, que funcionalmente se
comportan como cé&lulas matrices {Fujita y Fujita,-
1963). El resto de Ja pared, estd integrado por un
epitelio con células fusiformes de eje mayor per--
pendicular a Ya luz del tubo, los extremos de di--
chas células por un lado tocan la luz del tubo y =
por otro su membrana basal{ esta estructura limita
y separa el neuro epitelio del tubo, del mesénqui-
ma que le rodea. En esta etapa, aungue se han des-
crito algunos tipos celulares, se considera actual
mente que estas cé&lulas son funcionalmente matri--
ces (Fujita, 1964). La diversidad de formas, puede
deberse a las adaptaciones que presentan estas cé-
tulas durante las diferentes etapas de sus ciclos_

celulares.

Las observaciones con el microscoplo electrd-
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nico se centraron en los niicleos celulares (Fig. -
1 b), Los cuales son ovoides y muy juntos unos con
respecto a otros, debido a la escasa cantidad de -
citoplasma que los separa. Contrastados con la tin
cién del EDTA, que es preferencial para ribonucleg
protefnas (Bernhard, 1969}, los nicleos presentan_
gran cantidad de particulas de ribonucleoproteinas
Las estructuras observadas son principalmente del _
t{po de fibras y granulos pequefios, distribuidas -
irreqularmente que llena buena parte del espacio -
intercromatiniano. Estos elementos se mezclan en--
tre sT, sin llegar a formar grandes aclmulos. Con
la tincién del EDTA resalta la ausencia de qrandes
dreas de cromatina decolorada, por lo que se supo-
ne que buena parte de la cromatina estd en fase ex
tendida; también es notable la baja frecuencia de_

los ardnulos pericromatinianos en estos nicleos.

Los niicleos son generalmente voluminosos, tal
como se observan en la figura 1 b, esto colncidien
do con lo observado en el microscopio 6ptico. Su -
aspecto es compacto, con escasas ireas claras y =~
sin que se desarrolle bien el nucleolonema, Con -
respecto a las particulas fibrilares y granulares_
de los nucléolos, no se aprecian diferencias en -~
cuanto a su distribucidn o a que predomine alguna_
de ellas, més bien estdn mezcladas. Los limites no
son precisos, ya que el material nucleclar frecuen

temente se continda con las ribonucleoproteinas ex
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tranucleolares y &stas a su vez pueden continuarse

hasta la envoltura nuclear,

No se observan diferencias notables entre los
niicleos periependimarios y los periféricos. Sola-~-
mente se aprecia que en los primeros los acdmulos_
de ribonucleoproteinas estdn més concentrados, en_
cambio en los periféricos la distribucidén de la -~

RNP es mas homogénea y difusa.

También se observaron los embriones de 2 dias
de incubacién con la técnica del &cido fosfotings-
tico (PTA) que resalta preferentemente la cromati-
na (Vazquez-Nin y col., 1973). En general, en es--
tos niicleos se observan aclmulos discretos de cro-
matina compacta, localizados de preferencia en la_
periféria de los mismos y cerca de los nucledlos ~-
decolorados. E! resto del nucleoplasma, estd ocupa
do por redes finas de fibrillas ligeramente positli
vas a la reaccién del PTA (Figura 2). La disposi--
cion de la cromatina es semejante en las dos pobla

ciones celulares estudiadas en esta etapa.

En los embriones de 4 dfas de incubacién, la_
médula cervical muestra la luz ependimaria todavia
alargada, pero més -reducida con respecto a su pa-
red (Figura 3 a). En la poblacién celular de la -
regién ventral, se distinguen 3 &reas determinadas
por la posicidn y el aspecto morfoldgico de las cé

lulas que las constituyen (Fig. 3 a). Con respecto
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a la primera zona -periependimaria-, las células -
son pequefias, ovoides, con citoplasma p&lido, nd--
cleos claros con nucléolos prominentes que alter--
nan con células en mitosis. El area intermedia es-
td ocupada principalmente por los neuroblastos bi-
polares; los cuales presentan aspecto fusiforme, =
niicleos ovoides con nuciéolos muy aparentes y baso
filia citoplasmica muy marcada y difusa; la orien-
tacidn de estas células es perpendicular a la luz_
ependimar{a. En la zona mds periférica y ventrola-~
teral, los neuroblastos son: de mayor tamafio, de -
forma ovoide o poligonal, su citoplasma con basofi
lia intensa y difusa, nlcleos mids grandes y con -
nucléolos prominentes. Este Gltimo conglomerado -
de células corresponde a los neuroblastos multipo-
lares, que conforme van médurando se transforman -
en las neuronas motoras del asta anterior. También
hay que hacer notar que en esta etapa de 4 dias de
incubacidn, se tiene un panorama general de la di-
ferenciacidén v desarrollo de esta linea celular, -
puesto que coexisten en ella las cé&lulas matrices_
indiferenciadas periependimarias, los neuroblastos
bipolares que-han perdido la capacidad de dividir-
se y los primeros neuroblastos multipolares que -
son més diferenciados. La médula espinal en este -
periodo, estd rodeada por una franja estrecha, péa-
lida y de aspecto fibrilar, que corresponde al ve-

lo marginal, futura substancia blanca.
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La ultraestructura de los nicleos de las célu
las matrices y los neuroblastos bipolares, no di--
fiere en mucho a la de los de la etapa anterior, -
sobre todo en lo referente a la estructura, abun--
dancia y disposicidn de las ribonucleoproteinas. -
Como ée observa en la figura 3 b, los nilcleos celu
lares presentan abundantes particulas de RNP, pre-
dominando las fibras sobre ltos grdnulos. Esto indi
ca que prosigue un alto ritmo de transcripcidn, ex
presado por el gran nimero de ribonucleoproteinas_
que si bien, no tienen la localizacidn tipica perj
cromatiniana, ocupa gran parte del volu men nu- -
clear. Los neuroblastos mds periféricos se distin-
guen de los bipolares, por el mayor tamafo del nii-
cleo, mids dispersidn de las ribonucleoproteinas vy

mayor nimero de gr3nulos pericromatinianos.

El nucléolo disminuye de tamafio, decrece tam-
bién la relacidon del volumen nucleolar con respec=-
to al del niclec que lo contiene, esto sobre todo_
en los neuroblastos mis periféricos. Conforme es--
tas células van madurando, los nucléolos tienden -
a presentarse con el nucleolonema mis aparente y -

con ITmites mejor definidos (Fig. 3 b).

Al aplicar a los niicleos celulares de este -
perfodo la tincidn del PTA para observar la dispo-

sicidn de la cromatina, se distinguen alqunos cam-

bios importantes. Las cé&lulas periependimarias pre
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sentan grumos discretos de cromatina, pero en me=--
nor cantidad que los nicleos correspondiente% a -
los 2 dias de incubacidén, su dfsposiciGn es prefe-
rentemente en la perlferla Y. alrededor del nucléo-
lo. Conforme se estudian los nicleos de las capas_

intermedias y periféricas, se observa que dlsmlnu-
ye progresivamente la proporcidn de la cromatina -
compacta, lo que hace que predominen en el nucleo-
plasma los filamentos finos qué integran redes di-
fusas asociadas a fibras li{geramente positivas a--
la reaccidn del PTA (Figura 4). En los nidcleos de_
los neuroblastos periféricos, existe una que otra_
masa de cromatina compacta generalmente asociada -

al nucléolo.

A los 9 dias de incubacidn, la mé&dula cervical
de estos embriones muestra cambios acentuados. El_
conducto del epéndimo es casi circuldr, estdn ro--
deados por células pequedas, con niicleo obscuro, -
sin figuras de mitosis y que en conjunto ya inte--
gran un epitelio cilindrico (Figura 5 a). Las neu-
ronas de las astas anteriores son grandes y ba56f£
las, con nicleos pdlidos y voluminosos y'nucléolos
pequefios para el tamafioc nuclear. El espacio que se
para las neuronas es pequefio, po} eso, esta zona -
resalta como un conglomerado muy celular. A su vez
la substancia blanca adn amielinica, rodea comple-
tamente la medula entre sus fibras se dlstlnguen

‘células pequeﬁas, de escaso cltoplasma, con niicleos
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condensados y que corresponden a las primeras célu
las de neuroglia. En esta etapa las células matri-
ces han dejado de producir neuroblastos, transfor-
mandose en un epitelio simple de revestimiento - -
(epitelio epindimario). En cambio, las neuronas -
del asta anterior estdn en vias de madufacian, tan
to en el aspecto morfoldgica como en el funcional,
puesto que:ya'han tenido contacto con sus.tejidos_
efectores y han realizado sinapsis aferentes con -

fibras nerviosas.
|

Por lo tanto, también los cambios ultrdestruc
turales serdn tan acentuados como los morfoldgicos
antes mencionados. Asi, se observa que los nicleos
de las motoneuronas en este perfodo son volumino--
sos, este aumento de tamafio se debe a una ma}or -
cant idad de nucleoplasma, el cual dispersa todavia
més el material nuclear. La distribucién de las -
partfculas de ribonuclieoproteinas varia con respec
to a las etapas anteriores. Las fibras pericromati
nianas estan mas segregadas de los granulos, tien-
den a rodear grandes zonas de nucjeoplasma o bien,
a reunirse en {slotes irregulares dentro del mismo
nticleo (Figura 5 b). Gran niimero de granulos inter
cromatinfanos t(enaen a agrdparse en acldmulos, ge-
neralmente localizados en el centro de los niicleos
(Figura 5 b}, aunque parte de ellos estdn dispues-
tos en el nucleoplaéma junto con las fibras. Los -

grénulos pericromatinianos son muchos mds numero--
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sos que en las etapas anteriores, su distribucidn_
es irregular, aunque frecuentemente se observan en
acimulos de 3 a 5 grénulos, sin una localizacidn -
precisa en el nucleoplasma (Figura 5 b}. Un hallaz
go notable en Jos ndcleos de estos neuroblastos in
maduros, es la presencia de granulos pericromati--
nianos en estrecha relacidn con el borde de algu--
nos nucléolos, en que dan la impresidn de gue emer

gieran de este organelo.

En los nicleos de estas neuronas inmaduras. y__
de las etapas siguientes, es dificil observar gran
des masas de cromatina compacta. En parte a esto -
se debe el aumento del nucleopltasma, puesto que -
los segmentos extendidos ocupan mucho mis espacio.
También la disminucidén de la cromatina condensada,
da lugar a la distribucidn irregular de las parti-
culas de RNP, se observan grénulos y fibras peri--
cromatinianas lejos de los acimulos de cromatina -
compacta. Adn con la tincidén del PTA, casi no se -
distinguen los aclmulos de cromatina'compacta, pre
dominan cada vez mds las redes laxas de filamentos

finos dispersos en todo el nucleoplasma.

En los embriones de 13 dias de incubacidn, -~
las neuronas de las astas anteriores de la médula_
cervical, muestran un mayor desarrollo. Asi, en los
cortes semifinos tefiidos con azul de toluidina, -
las neuronas son mas voluminosas y su citoplasma -

presenta intensa basofilia difusa. Los nicleos de_
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estas neuronas son grandes y contrastan con el ci-
toplasma por su claridad debido a su mayor contendi
do de cariolinfa. El espacio que separa a las neu-
ronas -el neuropilo-, es mads amplio y se presenta_
como una zona fibrilar difusa. El gran desarrollo
de este espacio, indica un mayor crecimiento de -
los axones y las dendritas, lo mismo que la pene=--
tracidon de fibras nerviosas de otros segmentos. =~
Ademds en el neuropilo de estos embriones, se ob--
serva un mayor nimero de células gliales y de pe--
quefios vasos sanguineos que en los embriones de 9
dfas. A nivel ultraestructural, se mantiene el mis

mo patrdn de organizacidn de la etapa anterior.

Las observaciones con microscopio fotdnico de
los cortes de los pollos recién nacidos -21 dias--
muestran que la médula cervical ya presenta el pa-
trén general de organizacidn de los animales adul-
tos. En los cuerpos neuronales de las astas ante--~
riores, se distinguen los tipicos grumos de Nissl_
distribufdos uniformemente en el citoplasma. La -
presencia de estas estructuras, que estan formadas
por grandes acimulos de ribosomas, indica una alta
velocidad de sintesis protefca para uso intracelu-
lar. En correspondencia con esto Oltimo, los nd- -
cleos celulares son grandes, con abundante cario--
linfa y casi sin grénulos visibles de cromatina. -
El nucléolo es Gnico, grande, es%érico y muy basd-

filo. El neuropilo es méds amplio, con grandes va--
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sos sanguineos y rodeados por més tejido conjunti-
vo perivascular. En cuanto a la substancia blanca,
esta es mds extensa y resalta un gran niimero de fi
bras mielinizadas., Las fibras mielinicas estén lo-
calizadas preferentemente en las &reas periféri- -
cas, se observan en los cortes transversales como

anillos tedidos intensamente por el azul de tolui-~-

dina.

En ltas micrografias de los niGcleos de neuro--
nas pertenecientes a los poilos recién nacidos y =
tefiidos con el EDTA, se distingue el gran aumento__
del volumen nuclear con mayor dispersidn de las ~-
particulas ribonucleoproteicas. Las fibras y los =~
granulos se observan mezclados formando pequeios -
grupos interconectados, que rodean areas irregula-
res de nucleoplasma (Figura 6). En la mayoria de ~
estos nlcleos existe un gran aciimulo de grénulos -
intercromatinianos, que es irregular y tiende a io
calizarse en el centro de los ntcleos. También se_
aprecia que la cantidad de grénulos pericromatinia
nos es mayor, en compafacién con todas las etapas_
anteriores, Frecuentemente la envoltura nuclear -
presenta pliegues irregulares, algunos de los cua-
les forman invaginaciones profundas en el interior
del nlcleo, algunas de estas invaginaciones se re-

ltacionan con el nucléolo.

Por Gitimo, la reaccidn del PTA en estos ni--

cleos es apenas positiva, por la disposicion misma
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de la cromatina semicompacta, la cual estd organi-
zada en la red fina adn més dispersa que en las -
etapas anteriores. Tanto que los limites de los ng‘
cleos apenas son perceptibles por la falta de gran
des masas de cromatina compacta en esa zona. Los -
pocos acimulos de cromatina compacta que persis- -
ten, se observan cerca de los nucledlos o libres -

en el nucleoplasma.
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t1. ESTEREOLOGIA,

El andlisis cuantitativo de! volumen nuclear_
y nucleolar durante la diferenciacién de las célu-
las matrices en neuroblastos~neuronas y la madura-
cidén de estas Gltimas, se realizd en los cortes ~
semifinos de las médulas espinales de los embrioc--
nes, tefiidos con azul de toluidina y observados -~

con microscopi{o foténico a 3,200 aumentos.

Al observar el histograma de la figura 7, se_
aprecian cambios en el volumen de los nicleos du--
rante los diferentes dias del periodo de incuba- -
cién. A los 2 dias, los nicleos celulares de las -
dos capas estudiadas, no muestran entre si dife- ~
rencias maniflestas de su volumen. En esta etapa -
la mayoria de las células son matrices y por lo -
tanto guardan un mismo estado funcional. A los 4 -
dfas, es donde se define la secuenci{a de madura- -
cién en 13 linea de los neuroblastos. Al partir de
las células matrices orientadas hacia el epéndimo_
(4 E}, seguiria la capa intermedia‘con células ma-
trices y neuroblastos bipotares (4 1)}, paré termi-
nar con los neuroblastos multipolares en la perife
ria de las astas anter{ores. Considerando estas -

etapas, se observa un aumento progresivo del volu-

men nuclear, este es de menor tamafio en las cé&lulas

periependimarias (4 E), y como un 25% mayor en los

neuroblastos de la capa periférica (4 P). Sin em~--
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bargo, estos cambios de volumen nuclear no son - -
bien definidos, puesto que la desviacidén estandar_

se Imbrinca en estos grupos.

Entre el cuarto y noveno dia de incubacidn, =~
se presenta un aumento notable del volumen de los_
nicleos, que es de menos de 120 Fm3 hasta el cuar-
to dfa, llegan a un promedio de 250 ym3 al noveno_
dtfa (Figura 7). Durante este lapso, estas células_
experimentan grandeé cambios por estar interaccio-
nando activamente con e! medio que les rodea. As?,
progresivamente se inicia la invasion del mesénqui
ma, se van estableciendo los primeros contactos -
sindpticos aferentes, los axones toman contacto =
con sus tejidos y o6rganos efectores y se forman -
las primeras células glialeé. Por todos estos cam~
bios, los neuroblastos de estos primeros dfas pa--
san a ser neuronas en vias de maduracidn. Poste- -
riormente, esta madufacién'progresiva de las neuro
nas determina un aumento de volumen nuclear tam- -
bién progfesivo, tal como se observa durante los -
dias 13 y 21 (Figura 7).

Los cambios del volumen nucleolar, estdn ex--
presados en lta grafica de la figura 8. Como se ob-
serva, el vqlumen‘nucleolar muestra dos maximas; -
una corresponde a las células matrices de embrio--
nes de 2 dfas y la otra a motoneuronas del poilo =
recién nacido. En el primer caso, son células ma--

trices cqn ciclos celulares muy acelerados para du
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plicar en corto tiempo su citoplasma, necesitando_.
una sintesis de proteinas alta, ribosomas y el con
comitante aumento de los nucléolos. En el Gltimo -
caso, las motoneuronas necesitan lo mismo para - =
aumentar su volumen indispensable durante el desa=-
rrollo, Sin embargo, independientemente de estas -
variaciones del volumen nucleolar, hay diferencias
notables al comparar las relaciones nucléolo/nd- -
cleo (Figura 9). Asi, se distingue que los nucléo-
los ocupan una fraccidn grande del volumen nuclear
en las células matrices y por lo contrario, ocupan
una fraccién minima en las motoneuronas en vias -

de maduracidn.

Las pequefias particulas de ribonucleoprotei-=-
nas, como las fibras pericromatineanas y los granu
los intercromatinianos, fueron cuantfficadas direc
tamente en las micrografias tomadas y amplificadas
en aumentos constantes. La concentracidn de las fi
bras pericromatinianas (Figura 10), varfa signifi-
cativamente al compara} las células matrices y neu
roblastos =2 y 4 dias- con las neuronas en vias de
maduracién -9, 13 y 21 dfas~-. Durante las primeras
etapas en que estas células son més indiferencia--
das, la concentracidn de las fibras es estadetici
mente elevada, coincide alrededor del 50% del total
de cruces en la cuadrfcula. indicando con esto un_
alto ritmo de transcripcidén de ARN por unidad de -
volumen, fendmeno indispensable para duplicar el -
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" tamafio celular, como en el caso de los ciclos celu
lares acelerados que presentan las c&lulas matri--
ces, o bien, para aumentar el protoplasma de los -
neuroblastos. En cambio, en las neuronas inmaduras
de los tres (ltimos dias registrados, la concentra
cidén de las fibras disminuye aproximadamente al -
30%, lo que coincide con un aumento notable de las

P . o
areas claras en los nicleos de estas células.

Los grdnulos intercromatinianos, son las par-
ticulos ribonucleoprotefcas que menos variaciones_
presentan en cuanto a su concentracidn en el nucleo
plasma, puesto que no se encontraron diferencias =

significativas en los distintos grupos estudiados.

La frecuencia de los grénulos pericromatinia-
nos estd expresada en el histograma de la figura -
11. Durante la etapa de células matrices -ependima
ria de 2 y 4 dias de incubacifén- la presencia de =~
estas particulas en el nucleoplasma es minima. Sin
embargo, en las areas donde se encuentran los neu-
roblastos mas diferenciados, o sea los periféricos
-2P y 4P~ hay un discreto aumento del nimero de es
tos granulos. Pero es en el lapso comprendido en--
tre los 4 y los 9 dfas, donde la frecuencia de los
grdnulos paricromatinianos aumenta notablemente -
(Figura 11)., Este cambio en el nimero de granulos,
coincide con el aumento del volumen nuclear, en un

periodo de tiempo donde los neuroblastos estan in-
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teraccionando activamente con el microambiente que
les rodea, para prosequir como neuronas en vias de
maduracién. Posteriormente a los 13 y 31 dfas del_
desarrollo, el nimero de estos granulos se incre--
menta proqresivamente junto con el volumen nuclear

y la maduracidn funcional de estas neuronas.

Al observar que en ocasiones los grdnulos pe-
ricromatinianos se encontraban aislados o formando
nequefios aclimulos, ya sea en el nucleoplasma o cer
ca del nuclélo, se estudiaron las posibles dife-~
rencias de tamafio que nudieran tener estas particu
las en las diferentes zonas antes mencionadas y -
durante el desarrollo. Las mismas micrografias to-
madas en nidcleos a los 4, 9, 13 y 21 dias de incu-
bacidn, se amplificaron a un aumento final de - -~
150,000. Posteriormente se midié el didmetro de -~
los granulos, bien que estuvieran aislados (PA), -
en grupos (PR), o cerca del nucléolo (PN); también
en este estudio se incluyeron los granulos inter--
cromatinianos. En los resultados obtenidos (Figura
12), no se observan diferencias importantes entre_
los grdnulos pericromatinianos en sus diferentes -~
localizaciones estudiadas o durante el desarrollo.
En cambio, si hay diferencias significativas entre
los pericromatinianos y los intercromatinianos (Fi

gura 12).

Como los qranulos pericromatinianos frecuente
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mente se‘acumulan en pequefios grupos en el nucleo-
plasma, se realizdé un andlisis de varianza del ta-
mafio de estos granulos en grupos diferentes en em~
briones de 9 y 13 dias (Figura 13). La varianza de
los diémgtros dentro de cada grupo, fué comvarada_
con la varianza de los diametros entre los qrupos.
En 55 grénulos reunidos en 27 grupos de secciones__
no adyacentes pertenecientes a neuronas inmaduras_
en embriones de 9 dfas, la varianza entre los gru-
pos (227.5) se'encontrd 4.7 veces mis alta que la_
varianza residual de los arupos (43). La probabili
dad de que estas diferencias ocurran por casuali--
dad es de P <: 0.001. También se obtuvieron dife--
rencias significativas entre grupos de los mismos_
cortes.
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Fuente de Suma de Grados de Varianza Razdn de
variacion cuadrados libertad. varianzas.
Diferentes

grupos de

GPC 5915.¢ 26 227.5 b, 7 bt
Error 2658.7 55 43

Total 3574.3 81

Anilisis de varianza de los diametros de los
grénulos pericromatinianos (GPC), dispuestos en di
ferentes arupos en los nlcleos de neuronas inmadu=
ras de la médula espinal del embridn de pollo de 9
dias de incubacidn (p<:0.001).

En la gréfica combinada de la figura 14, las_
barras obscuras representan el volumen relativo -
ocupado por el conjunto de las ribonucleoproteinas,
esto es valido s6lo para propdsitos meramente com-
parativos. En las zonas y etapas donde predominan__
las células matrices y neuroblastos inmaduros de -
2 Eyh E, la cantidad de RNP se mantiene mis o me
nos constante; pero en el momento en que la dife--
renciacién y la maduracidn son manifiestas -a par-
tir de 4 P-, la cantidad de ribonucleoproteinas -
aumenta progresivamente. En cambio, independiente-
mente de la cantidad total de estas particulas la_
concentracidén relativa de las mismas disminuye de_

las etapas de neuroblastos a neuronas inmaduras. -



__ &7 mﬁs W Do
L SRR pigreey

En la figura 14, las barras blancas representan la
concentracidn que se expresa en las fracciones del
volumen total. Esta parte de la qrifica nos indica
el gran efecto de dilucidn por aumento del nucleo-
plasma, que se va presentando conforme maduran las

motoneuronas del asta anterior.

En el histograma de la figura 15, se muestran
las mediciones obtenidas de las fracciones del es-
pacio nuclear ocupado por la cromatina compacta, -
cuando los cortes finos se tifieron con el &cido -
fosfotingstico. Como se observa, la concentracidn_
de esta cromatina disminuye continuamente desde el
segundo hasta el (ltimo dia estudiado. Donde se -~
distingue mejor esta secuencia progresiva de la -
descompactacidn de la cromatina, es entre el cuar-
to y el noveno dia del periodo de incubacidn, Pre-
cisamente en el lapso donde se transfdrman las cé-
lulas matrices indiferenciadas (4 E} en neuroblas-
tos bipolares (4 1) y estos en multipoliares (4 P),
para terminar en las neuronas inmaduras del asta -~

anterior en embriones de 9 dias (Fig. 15).

Por Gltimo, la qrafica de la figura 16, mues-
tra la cantidad de ADN cuantificada por la técnica
de Feulgen, tanto en placas de anafase como en los
nicleos en interfase de las diferentes etapas estu
diadas. Asl, en los neuroblastos multipolares de -
4 dfas (4 P) como en las neuronas en maduracidn de
9, 13 y 21 dias, la cantidad de ADN detectada es =~
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mds constante, puesto que las diferencias no son =
muy significativas entre los mismos (0.h> p>0.2)
y también semejan méds a las placas de anafase cuan
tificadas. En cambio; en las etapas de células ma-
trices y primeros neuroblastos bipolares (2E, 2P,

4E y 41) la cantidad de ADN es mayor si se compara

con las células anteriormente mencionadas.




fFigura 1 b,

Micrografia 6ptica del corte transversal de la -
médula cervical de embridn de pollc de 2 dias de
incubacién; tincidn de azul de toluidina. Capa -
celular ependimaria (e), adyacente a la luz epen
dimaria; capa celular periférica (p) con su mem=
brana limitante externa; y un segmento de noto=--
corda (d). 290 aumentos.

Micrografia electrdnica de nicleo de células ma-
triz de la capa ependimaria de embridén de 2 dias

de incubacién; contrastado con uranilo-EDTA-plo=-:ii/ !

mo. para ribonucleoproteinas. Los dos nucléolos =
(n)--observados son grandes y compactos. Las par=
tfculas de ribonucleoproteinas son abundantes.; g
formadas por fibras y grénulos pequefios distr
buldas~irregularmente;:'no se-observal !
acimulos de cromat Ina decolorada; ni- granulos ‘pe.
ricromatinianos. ‘En el cltoplasma abundaniy” re---
saltan los rlbosomas (r)s |9 000 aumentos." o




Figqura 2.

Micrografia electrdnica de célula matriz
de la capa periférica de embridn de 2 -
dias de incubacidn, contrastada con la -
técnica del &cido fosfotingstico para -~
cromatina. El nidcléolo (n) voluminoso -
se presenta decolorado. Se observan aci-
mulos irregulares de cromatina compacta_

(c}, &reas extensas de cromatina semicom
pacta (s) junto con zonas menos extensas
de cromatina extendida (E). 15,000 aumen
tos.



Fiqura 3a.

Flghrar3b.

Micrograffa 6ptica teAlda con azul de toluidina de
corte transversal de médula espinal de embrién de_
pollo de 4 dfas de incubacidn. La luz ependimaria_

en hendidura estd rodeada por la capa ependimaria

(e) con algunas figuras de mitosis; la capa Inter-
medfa (i) Integrada por neuroblastos bipolares; vy
la periférica (p) con neuroblastos de aspecto Irre
gular que formar&n el asta anterlor. 315 aumentos.

Micrograffa electrénica del nicleo de neuroblasto_

“multipolar de la capa periférica del embridn de
“4-d1as, tefido con uranilo-EDTA-plomo. El nucledlo

..{n) es grande y con nucleolonema bien desarrollado

En el nucieoplasma la concentracién de ribonucleo-~
proteinas es elevada, predominando las fibras (F)

.y.los granulos intercromatinianos (icg), estos.dl=:

t:imos-forman--un gran~ acimulo. 20,000 aumentos. '



Figura 4. Micrografia electrénica de niicieo de -
neuroblasto bipolar de la capa interme-
dia de embridn de 4 dias de incubacién,
contrastada con acido fosfotdngstico. -
E1 nucléolo (n) estd parcialmente deco -
lorado. Los grumos de cromatina compac-
ta son escasos, la cromatina semicompac
ta (8) es menos abundante y por lo con~
trario, las areas de cromatina extendi-
da (E) son mds amplias. 14,000 aumentos.
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Micrografta éptica de corte transversal de un seg-
mento ventral de médula cervical de embri{dn de po-

1lo de 9 dias de incubacidn, tedido con azul de to -

luldina. El epéndimo (e) estd configurado como un:-
conducto clrcular. Los cuerpos celulares de las mo
toneuronas {(m} son muy notorios y la substancla =
blanca sin mielinizar (b} estd mds desarrollada y
con abundantes cé&lulas gliales, 160 aumentos. -

Micrografta electrbnica de nicleo de neurona inma-
dura del asta anterior, teilda con uranilo-EDTA- -
plomo. El nucléolo (n) en corte tragencial, mues--
tra el nucleolonema grueso., Los grinulos intercro-
matinianos forman un gran acdmulo (icg). Se obser=
van numerosas areas claras sin particulas de RNP -
(ca). Los grénulos perlicromatinianos (pcg) son méas
numerosos y algunos rodean a los escasos grumos de
cromatina decolorada (c); las fibras (F) estan mas
dispersas en el nucleoplasma. 20,000 aumentos.



Figura 6.

Micrografia electrénica de nicleo de mo
toneurona de pollo recién nacido, con--
trastado con uranilo-EDTA-plomo. EIl nu-
cléolo (n) se observa en corte tangen-
cial, predominan las &reas claras (ca)
del nucleoplasma con mayor dispersién =
de fibras (F) y granulos intercromati--
neanos (icg). Se observan pequefios acd-
mulos de cromatina decolorada (c) con -
algunos granulos pericromatinianos - =~
(pcg) tipicos en la periferia. 18,000 -
aumentos.,
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Cambio del volumen nuclear durante el desarrollo -
de los neuroblastos~neuronas. En las abscisas es--
tdn marcados los dfas del perfodo de Incubacién y_
el tipo de células: 2€ y 2P capas ependimaria y pe
riférica ocupadas por células matrices, 2 dias de
incubacién; 4E~ capa ependimaria con celulas matrl
ces, 41~ capa intermedia con neuroblastos monopola
res y bipolares de Cajal y algunas células matri-=
ces, 4P- capa periférica con los neuroblastos mul-
tipolares del asta anterior, todos estos de 4 dias
de incubacidn; 9~ neuronas inmaduras del asta ante
rior del embridn de 9 dias de incubacidn; 13 y 21~
neuronas en diferentes etapas de maduracidn del as
ta anterior de embriones de 13 y 21 dfas. La orde-
nada muestra el volumen nuclear en micras ciibicas.
El mayor incremento del volumen nuclear es de neu-
roblasto multipolar de 4 dias (4P} a neuronas inma
duras de 9 dfas (3).
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Figura 8. Griafica que representa los cambios del
volumen nucleolar. La abscisa est3 mar-
cada igual a la de la figura 7; ordena-
da volumen en micras cibicas (p3}., E1 ma
yor volumen nucleolar corresponde a las
grandes motoneuronas de 21 dias y des=--
pués a las células matrices (2).
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Figura 9. Grdflca que relaciona el volumen nucleo
lar con el volumen nuclear. Abscisas co
mo en Va figura 7; ordenada fraccién =
del espacio nuclear ocupada por el volu
men nucleolar. El volumen nuclear total

de 1a ordenada corresponde a la unidad
(1.00)
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Grifica que muestra la concentracidn de ribonucleo
protefnas contenidas en las flbras perlcromatlnfao
nas durante el desarrollo. Abscisas: dias de incu-
bacidén y capas celulares estudiadas como en la fi-
gura 7. Ordenada, frecuencia relativa de las fi~ =
bras de RNP expresada por su coincidencia con la -~
fraccidén de los puntos de cruce de una cuadricula
circunscrita dentro de su drea nuclear. La concen=
tracién de las fibras es elevada en las etapas de
célula matriz y neuroblasto, disminuye notablemen™-
te en etapa de neurona.
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Figura 11. Gridfica que representa la frecuencia de
gridnulos pericromatinianos durante el -
desarrollo. La abscisa corresponde a la
de la figura 7. En la ordenada se mues-
tra el nimero de grénulos por micréme--
tro cuadrado de ndcleo (gr / p2), en fo
tografifas de cortes de espesor estandar
(ver materiales y métodos). Es notable
el incremento de estas particulas en =
las neuronas en vias de maduracién (, -
13 y 21 dfas).



Figura 12. Gr&fica que muestra el didmetro mayor_
de los grénulos peri e {ntercromatinia
nos, localizados como: PA pericromati-
nianos alslados, PG pericromatinianos
en grupos en el nucleoplasma, PN peri-
cromatinianos perinucleolares e | gré-
nulos intercromatinfanos. Abscisa: - -
dfas y capas estudiadas. Ordenada: di§
metro de los gradnulos ennanometros.
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Figura 13. Grafica que muestra el didmetro mayor_
de grénulos pericromatinianos de gru--
pos diferentes, distribufdos en el nu-
cleoplasma y no relacionados con el nu
cléolo, en niicleos de neuronas inmadu-
ras de embriones de 9 dias de incuba--
cidén. Ordenada, didmetro mayor de los_
grénulos en nanometros.
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Gréfica combinada donde las barras blan
cas representan la fraccidn del volumen
nuclear ocupada por particulas de ribo-
nucleoprotetnas (RNP), expresadas como

puntos de fraccidén en la ordenada de la

lzquierda. Las barras rayadas correspon
den al volumen absoluto ocupado por las
RNP expresado en micrdmetros clbicos en
la ordenada de la derecha. Abscisas co-

.mo en la figura 7. Aunque la concentra-

cidn de dichas particulas disminuye du-~
rante el desarrollo, la cantidad absolu
ta de las mismas es mayor conforme avan
za dicho proceso.
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Grifica que muestra el drea nuclear -
ocupada por cromatina compacta en cé--
lulas matrices (2E, 2P y 4E), neuro- -
blastos (41 y 4P) y neuronss en madura
cién (9, 13 y 21 dfas). La ordenada co
rresponde a el &area relativa ocupada -
por la cromatina compacta que se expre
sa como el cociente de dicha cromatina
entre su 3rea nuclear (3rea nuclear -
total = 1.00). Hay diferencias signifi
cativas entre los tres tipos celulares
de esta lTnea de diferenciacidon-madura
cién, obtenidas por la prueba "t" de <
Student.

B8 .
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Gréfica que muestra los cambios en la -
cantidad de ADN en los nicleos de célu
las matrices (2E, 2P y 4E), neuroblas=
tos (4t y LP) y neuronas (9, 13 y 21)
en comparacién con las cantidades de -
ADN en placas de anafase {(nimero di- -
ploide) de células matrices en divi- ~
sién (A). La ordenada’estd calibrada_
en unidades arbitrarias. Las células -
que han dejado de dividirse y son mas
diferenciadas, no muestran diferencias
significativas con las placas de anafa
se.
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DISCUSION

El proceso de la diferenciacidn celular imoli
ca cambios a diferentes niveles, el mds obvio es =~
el referente al aspecto morfoldgico -cambios de -
forma, aspecto, tamafo, tipo de organelos, etc.- -
sin embargo, actualmente se entiende que estas va-
riaciones, en su mayoria son modificaciones tanto__
de su composicidn quimica -contenido y tipos de -~
proteinas, !inidos, etc.- como del metabolismo de_
las células que estan en el proceso de diferencia~
cién. Para que esto suceda, es indispensable la -
participacidon directa del genoma de las células =
correspondientes, que con la expresidén o represidn
de genes especificos, determinan gran parte de es-
te fendmeno fundamental en el desarrollo de los or
ganismos multicelulares, Como los nicleos celula--
res son las estructuras que contienen el material_
genético implicado en este proceso, se justifica -
el andlisis cuantitativo de las caracteristicas de
dicho componente celular. Precisamente los hallaz-
gos mds importantes del presente estudio, muestran
que los niicteos interfasicos durante la diferencia
cién de los neuroblastos y la maduracidn de las -
motoneuronas vartan ostensiblemente, tanto en su -
conformacidn general, como en alqunas de las estruc
turas que lo inteqran. Dichas modificaciones estén
intimamente ligadas y relacionadas con alqunos - -

eventos fundamentales de la histogénesis y organo-
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génesis de los organismos.

El estudio de los nlcleos celulares en embrio
nes de pollo de 2 dias de incubacidn, corresponden
a la capa neuroectodérmica primitiva del tubo neu-
ral recién formado. Desde las investigaciones rea-
lizadas con microscopia éptica (Sauer, 1936), mi--
croscopia electrénica (Fujita y Fujita, 1963), con
la medicidn del contenido del ADN (Sauer y Chitten
den, 1959) y con la radioautografia (Fujita,1964);
se indica que en esta etapa la pared del tubo estd
casi totalmente formada por células matrices; las_
cuales presentan el ciclo celular acelerado, con -
las correspondientes mitosis, que multiplican asf__

la poblacidn celular del tubo neural primitivo.

Estos conceptos fundamentales de la homogenei
dad relativa de las células matrices, concuerdan -
con los resultados obtenidos en el presente traba-
jo. La separacidn de la pared del tubo en dos po--
blaciones celulares: periepéndimaria y periférica,
no muestra diferencias notables en cuanto al volu-
men nuclear y nucleolar, ni en el ritmo de trans--
cripcidn -expresado en la concentracidn de fibras_
pericromatinianas- y en general, no varfa la cant]
dad y concentracidn de las ribonucleoproteinas. -
Solamente en los nidcleos periféricos se observa un
aumento de los granulos pericromatinianos y un ma-
yor contenido de ADN. En el caso de los grénulos,-

mids que un indicio de diferenciacidon celular, este
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efecto podria deberse a un {ncremento de los mis-~-
mos en alguna etapa del ciclo celular, como lo se-
flalan Erlandson y Harven (1971). Uﬁa causa semejan
te se puede sefalar para el ADN, puesto que él fi-
nal de la etapa '"S" y en la "G2" del ciclo celular,
las células tienen mayor cantidad de ADN por haber
lo duplicado; y es probable que estas etapas del -
ciclo se acumulen en las zonas periféricas del tu-
bo (Sauer, 1937; Sauer y Chittenden, 1959). En tér
minos generales, con los datos obtenidos se identi
fica un tipo celular que presenta una gran relacidn
nucleolar/nicleo, un ritmo elevado de transcrip- -
cién, con grandes &reas de cromatina compacta y po
siblemente una si{ntesis de diversas proteinas, ca-
racteristica de cé&lulas que sin aumentar su volu--
men protoplésmico, ni presentar diferenciacidn mor

folégica alguna, genera nuevas célutlas.

Se han descrito ampliamente los cambios funda
mentales de la diferenciacidn de las cé&lulas matri
ces hacia los neuroblastos primitivos. Ya Cajal -~
(1909-1911), con técnicas de impregnacidn argénti-
cas describe las transformaciones progresivas que_
presentan dichas células. Fujita y Fujita (1963) vy
Lyser (1968), sefalan que uno de los primeros sig-
nos de diferenciacidén a nivel de ultra estructura_
es el desarrollio de los sistemas de membrana intra
celulares. Sin embargo la técnica que con més apro
- ximacion define-el.paso - de célula matriz a neuro--
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blasto es la autorradiografia, por la incapacidad_
de estos Gltimos de duplicar su ADN y por no incor '
porar timidina tritiada (Fujita, 196%; Langman y -
Haden, 1970), esto es un aspecto bisicamente fun--

cional.

Al relacionar los resultados obtenidos con lo
expuesto anteriormente, resalta que las capas pe--
riependimarias de embriones de pollo de 2 y 4 dfias
presentan diferencias entre si. En la poblacidon -
celular perienendimaria de 4 dfas, el volumen nu--
cleolar es significativamente menor y la compacta-
cién de la cromatina disminuye a un tercio de su -
valor con respecto a las células correspondientes_
de dos dlas; en .ambos casos la probabilidad de -~
error es menos del uno por mil (P «€0.001 obtenido
a partir de la prueba "T'' de Student). Esto podria
indicar que la poblacidn de células matrices a los
4 dias ya no fuera tan homogénea como en el perio-
do anterior; puede suceder que la diferenciacidn -
a nivel de expresidn géniéa, se presente inmediata
mente después a la etapa post-telofasica, pero den
tro de la misma capa germinal, en lo que Fujita -
(1364) considera como la zona intermedia. En este_
caso, la reduccidén del volumen nucleolar y la des-
compactacién de la cromatina sin que se modifique_
el volumen nuclear que se detectd en el presente ~
trabajo, pueden ser signos primarios en la diferen

ciacidn de los neuroblastos, que ocurren antes de_

4 e o emaol . o
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los cambios morfoldgicos (Cajal, 1909-1911) detec-

tados a microscopia fotéﬁica, de la ultraestructura
(Fujita y Fujita, 1963) vy quizas a las mismas mod {
ficaciones del ADN. Esto también se apoya en el he

cho de que en .los neuroblastos bipolares que son -

mids diferenciados, el volumen nucleolar sea menor_
y la descompactacidn de la cromatina mds acentua--

da.

E1 estudio de las 3 zonas -4 E, 41 y 4P~ en -
la médula de embriones de 4 dias (figuras de la 7
a la 11 y la 15), muestra los cambios que pudieran
suceder al comparar c&lulas matrices con neuroblai
tos y las diferentes variedades de estos entre si;
aunque el paso de células matrices a neuroblastos_
prdcticamente se analizé al comparar las capas - -
ependimarias de 2 y 4 dias. Al observar las fotomi
crografias de la capa intermedia (4 1), se distin-
gue que esti constituida por neuroblastos bipola--
res, los cuales han desarrollado mas sus sistemas_
de membranas (Fujita y Fujita, 1963) y otras es- -
tructuras como los neurotlbulos y neurofilamentos_
(Vazquez-Nin y Sotelo, 1966). En cambio la zona -
periférica (4 P), estd formada por neuroblastos =
multipolares, en los que destaca el desarrollo del
drbol dendritico y el crecimiento del axdn en el -
mesénquima circundante (Barron, 1946). Al comparar
las modificaciones cuantitativas de dichas zonas,-

resalta en los neuroblastos multipolares un cierto
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aumento en la cantidad de ribonucleoproteinas, una
mayor descompactacidén de la cromatina con un lige-
ro aumento del volumen nuclear: esto Gltimo sugie-
re que al desenrollarse la cromatina compacta, no
causa un aumento proporcional del volumen nuclear.
Este resultado es de por sT un hallazgo de impor-
tancia en biologfa celular, puesto que pone en du-
da lo que se supone en el sentido de que a mayor -
cantidad de cromatina extendida mayor volumen nu--
clear. Sin embargo, las causas profundas en los cam
bios de volumen nuclear escapan a la presente in--

vestigacidn,

Entre el cuarto y noveno dia del perfodo de -
incubacidn, se presentan una serie de eventos esen
clales para el desarrollo y funcionamfento del sis
tema nervioso de estos animales. As{, la mayoria -
de los axones de los neuroblastos, han tomado con-
tacto funcional con las c&lulas musculares corres-
pondientes (Cajal, 1909-1911; Barron, 1946). Preci
samente aquellos neuroblastos que no contactaron -
con células efectoras, degeneraron y murieron (Le-
vi-Montalcini, 1950; 0'Connor y Wyttenbach, 1974;-
Hamburger, 1975), hecho que confirma el efecto tré
fico de los tejidos efectores hacia los neuroblas~
tos en desarrollo. En este lapso, es cuando los -
contactos sindpticos -principalmente los axodendrl
ticos- ya se observan aunque no del todo maduros,-

en las motoneuronas de la regidén cervical (Stelez-
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ner y col., 1973). lgualmente en este perfodo apa-
recen conexiones funcionales propio espinales - -
(Oppenheim, 1975). El microambiente que rodea a es
tas c?lulas también se ha modificado: el neuropilo
es mas amplio, se distinguen las primeras células_
gliales y se inicia la vascularizacion de la re- -
gién (Martin y Langman, 1965). Por lo tanto, es en
esta etépa cuando el tipo celular que nos ocupa -
presenta las caracteristicas primordiales para de-
sarrollar y ejercer la actividad funcional que le_
corresponde, y dejan de ser neuroblastos para - -

transformarse en neurona inmadura.

El paso esencial de neuroblasto a motoneurona
inmadura, causa modificaciones notables en la con-
formacion y la estructura de los nicleos celulares.
En este Intervalo de tiempo -de los 4 a los 9 - -
dias- es cuando el volumen nuclear aumenta signifi
cativamente, con la mayor diferencia estadistica -
de todas las etapas que se estudiaron. El mismo fe
némeno se observa en la frecuencia de los grénulos
pericromatinianos. Como se ve al analizar la rela-
cién del volumen nuclear con la proporcién de ia -
cromatina compacta, no existe paralelismo entre -
ambos ya que hay una descompactacion de la cromati
na muy significativa durante el paso del célula ma
triz a neuroblasto antes de que se inicie el aumen
to mids notable del volumen nuclear. Por lo tanto,-

se podrfa considerar la existencia de tres etapas_
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en cuanto a la configuracidén y la expresidn génica

de cada uno de estos tipos celulares.

N

Primero. en las células matrices donde la com
pactacidn de 1la cromatina es mdxima, con abundan--
tes fibras pericromatinianas, en un volumen nu- -
clear pequefio y casi sin granulos pericromatinia--
nos. Esta reducida cantidad de cromatina extendida,
debe transcribir ARN que de inmediato saldria del_
nicleo para la sintesis de diversas proteinas nece
sarias en la divisidén celular y que de hecho no -
se almacenarfan, sino que se repartirian en las cé
lulas hijas. Por cierto, la abundante sintesis de_
proteinas en este perfodo, implica el gran volumen
nucleolar, otra de las caracteristicas de esta pri

mera etapa.

Sequndo, en los neuroblastos donde la descom-
pactacion de la cromatina es significativamente ma
yor en un pequefio volumen nuclear. En este caso -
se pensarfa que el aumento de la cromatina extendi
da fuera propio de células que han iniciado cam- -
bios intrinsicos en la configuracidn de su genéma,
previos e indispensables para determinar un mayor_
trabajo metabdlico que implica la especializacidn_
celular de esta linea. Lo anterior apoyarfa lo ex-
puesto por 0'Connor y Wyttenbach (1974), de que la
muérte espontanea de los neuroblastos no estaria -
programada genéticamente, como lo menciond Saunders

(1966), sino més bien, este control genético estric
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to se eJerce: en la proliferacién de células neuro
epiteliales, en la diferenciacién inicial de los -
neuroblastos y en los cambfo; preparativos de la -
cromatina descritos en este trabajo. Precisamente_
al no haber la interaccidn metabdlica con los teji
dos efectores, se trastornarfa‘pﬁofundamente el me
tabolisho -como la falta de sihtesis de ARN- por 1
lo que sobrevendria la muerte de estos neuroblas--
tos (Levi-MontalciniL‘1964; 0'Connor y Wyttenbach;
1974). '

Tercero, en las neuronas Inmaduras donde el -
trabajo metabélico elevado nécesita la expresion -
de muchos genes y/0 la expresién muy, répida de -~ -
unos pocos probablemente redundantes; en cualquier
caso, se necesita que los segmentos de eucromatina
sean mds extensos, se agrega ademds la acumulacidn
de metabolitos y del mismo ARN que pueda almacenar
se o.dggradarse, todos estos factores pueden ser -

los que modifiquen el volumen nuclear.

Es probable que la dltima etapa sea mediada -
y/o influida psr los factores tréficos del medio -
ambiente. Aunque se duda vy discute, si la diferen-
ciacién y migracién de algunos neuroblastos depén-
de de las conexiones aferentéﬁ (feusner y Morest,-
1977), existe por lo contrario ﬁn buen nimero de -
estudios que apoyan la influencia metabélica a ni-
vel molecular de las conexiones sindpticas en la -

supervivencia (Levi-Montalcini, 1949) y desarrollo
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(Black y col., 1972; Black y Geen, 1973) de otros_
neuroblastos. Por lo tanto, los Gltimos resultados
de los cambios nucleares en el presenté trabajo -
sugiefén que los efectos troficos y metabdlicos -
trans-sindpticos en él~desarrolio de las neuronas,
sean debidos a una accién reciproca con la expre--

sién de genes.

Posterior a los 9 dias de incubacidn y al lle
gar el momento de la eclosidn, las motoneuronas -~
prosiguen con el crecimiento'de] axén, el cual se_
alarga por acompafar el desafro]lo mismo del em- -
brién. En este perfodo de tiempo, el niimero.y mady
racién de las sinpasls aumenta considerablemente -
(Oppenheim y col., 1975), y se establecen las’si--
napsis axo-somadticas. lgualmente fé‘actividad bio-
eléctrica y la consecuente moti{lidad embrionaria,~
presenta importantes cambios cualitativos y cuanti
tivos (Provine, 1972). La mielinizacidn de los - -
tractos nerviosos se detectan desde el dia 14, con
un mayor incremento entre los 18 y 21 dias de incu
bacién (Cajal, 1909-1911; El-Eishi, 1967). Es indu
dable que la persistencia de estos fendmenos iﬁci
de en la maduracidn de las motoneuronas, lo que re
dunda directamente en: el aumento continuo del vo-
lﬁmen nuctear. la deséompactacién de la crom;tina
y en los otros paridmetros estudiados. Precisamente
entre los 13 y 21 dfa§, es donde suceden Ios‘mayo-

res incrementos de la descompactacidn de la croma-
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tina y del volumen nucleolar. Estos fendmenos son_
concomitantes a la elevada sintesis protefca-dé_
células realmente gigantes por la longitud de su -
ax6n y a la mielinizacidn intensa durante el perTgA
do mencionado. Por Gltimo, es en el dfa 21 donde -~
se detecta el mdximo volumen nuélqar y la mayor -
descompactacién de Ja cromatina con el correspon--
diente aumento de la eucrométina y por lo tanto -
una transcripcidn elevada. Si bien, gran parté del.
ARN transcrito posiblemente pase al citoplasma, -
otra parte o se metaboliza en lés nucleos o se in-
corpora a las partilculas ribonucleoproteicas, dato
que se confirma por el notable incremento en él nd

mero de los grdnulos pericromatinianos.

"EI comportamiento de las particulas ribonu- -
cleoproteicas durante la diferenciacién y madura--
cidn de esta linea celular, presenta notables va--
riaciones que se correlacionan con las diférentesm
etapas morfofuncionales de dicho proceso.‘La tréni
cr}bcién, una de las actividades fundamentales de_
la expresion génica, se considera que tiene como -
expresion morfoldgica a las fibras pericromatinia-
nas. Estas afirmaciones sgAbasén en: descripciones
morfofuncionales (Monneron y Bernhard, 1969), estu
dios con radioautograffa (Fakan y col., 1976; Pu--
vion y Moyne, 1978), la inhibicidn y/o estimula- -
cién de la sintesis de ARN (Petrov y Bernhard, - -
1971; Nash y col., 1975) y a la correlacién bioqul
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mica-morfoldgica (Bachellerie y col., 1975). Por -
lo tanto, el estudio cuantitativo:de las fibras -
pericromatinianas permite evaluar indirectamente -

la misma transcripcidn.

Desde ese punto de vista, en los nicleos de -
las células matrices los cuales contienen unaialta
concentracidn de fibras pericromatinianas, grandes
dreas de cromatina compacta y por lo mismo mehor -
proporcidon de eucromatlna} la transcripcién es ele
vada con la posibilidad de que buena parte del ARN
pase de inmediato al citoplasma, dada la escasez -
de grénulos pericromatinianos donde este ARN se po
drfa almacenar. En los neuroblastos bipolares y -
monopolares, la conceﬁtracién de fibras pericroma-
tinlanas se mantiene practicamente igual, aunque -
la descompactacidén de la cromatina es significati-
vamente mayor. Si a esto se agrega que la canti{dad
de fibras permanece casi estable, puesto que no ha
variado el tamafio nuclear, se podria expresar que_
efectivamente en la etapa de neuroblasto la confi-
guracidon de la cromatina se ha modificado, no tan-
to por la sintesis inmediata de ARN, sino mas bien
como un estado previo al gran cambio que se sucede
a continuacion. En las neuronas inmaduras se pre--
senta el efecto de dilucion de las fibras por el -
mayor tamafio del nicleo, sin embargo, la transcrip
cién y por la cantidad absoluta de las fibras, au-

menta continua y progresivamente. Esto estd de - -
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acuerdo con una mayor proporcidn de cromatina ex--
tendida, necesaria para el intenso trabajo metabd-
lico de estas células en desarrollo,-que como se -
meﬁcioné son ya influidas pof'factorqs del microam

biente como la sinaptogénesis.

Las otras particulas estudiadas corresponden_
a los grénulos pericromatinianos (G.P.); estructu-
ras evidenteé Y constah;es en los niicleos celﬁla--
res de los eucariontes. Numerosas obserQaéiones Y_
trabajds han demostrado que contlienen, almacenan -
y/o transportan ARN preferentemente extranucleolar,
sea mensajero o heterogénéo.(Vézquez—Nin y Bern- -
hard, 1971; Puvion y col., 1977; Vazquez~din y col.
1979-b). Por‘lo tanto, su ndmero depende en espe--
cial del balance entre la sintesis del ARN no nu--
cleoiar y su degradacidn y/o transporte hacia el -
citoplasma. Gran parte del coportamiento de dichos
grénulos, ya se ha discutido al caracterizar alqu-
nas etapas en la diferenciacién y maduracidn de es
ta lTnea celular. Sin embargo, resalta su escasez_
en las primeras etapas -como en células matrices y
neuroblastos. Por lo contrarip,rentre los dias by
9 de incubacidn -durante la'transformécién de ﬁeu-
roblasto a neurona inmadura- hay unigranAaﬁmento -
de los mismos, este incremento es progresivo en el

resto de los dias analizados.

Con base en esto, se podria considerar que -
) p q

existen situaciones de expresidn génica y funciona
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les algo diferentes entre las células matrices y -
las neuronas inmaduras. Como la actlividad primor--
dial de las primeras es la duplicacidn celular en_. .
corto tiempb,‘es_posible que este fendmeno imponga
con respecto a la transcripcién y al transporte -
del ARN, el que sea mds favorable a esto dltimo y_
por lo tanto, la formacién de los granulos pericro
matinianos es escasa. Como datos—de apoyo a esta -
ipterpref&bién, destacan los resultados obtenidos_
por Vézquez-Nin y col. (1978 y 1979-b) al modifi--
car el equilibrio: transcripcién/transporte por -
supresién e induétién hormonal, tanto in situ como
in vitro. En estos experimentos se forman mas gra-
nulos si el ritmo de franécripclén es mayor que -
el transporte y su nimero dismiﬁuye si se fnvigréé
la situacién. Cuando las neuronas inmaduras expfe-
san sus genes especificos, QUe a su vez determinan
las caracteristicas fenotipicas de estas cé&lulas -
altamente especializadas, el nuevo equilibrio es a
favor de la transcripcién lo que permite un almace
namiento del ARN especifico y favorece la integ}a-
cién de mds grénulos pericromatinianos. En los neu
roblastos, aunque se ha definido su linea de dife-
renciacidén, no han adquirido del todo las caracte-
risticas genéticas y funcionales propias de las -
neuronas, son células poc6 diferenciadas que acumu
lan escasos granulos pericromatinianos, como en -

las blastémeras de blastulas de rata en etapa de -
mis de 16 células (Fakan y Odartchenko, 1980); lo_
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.que coincide con la hipdtesis de que a menor dife-
renciacidén, menor niimero de estas particulas (Vaz-

quez-Nin y col., 1980).

El estudio detallado de los grénulps pericro-
matinianos, permitid distingyir diversas formas -
de distribucién de estos en el nucleoplasma; po- -~
dian estar aislados, o formar pequefios grupos o ~
bien estar relacionados con el nucléolo. En este -
mismo estudio se planteé.la posibilidad, de que -
existiera alguna relacién énfré los G.P. y los grd
nulos {ntercromatinianos. De los resulfados obteni
dos al reépécto, se puede conclulr: Primerb, due -
aunque existan fluctuaciones en el tamafo de los -
G.P., no hay diferencias estad{sticas en cuanto a_
su posicidon o vo]umenxduqanté el desarrollo embrio
nario. Segundo, se demuestra una cierta constancia
de la presencia de los grdnulos asociados al nu- -
cléolo. Esto tiene importéncié porqué varios estu-
dios informan de 1a presenciaAde estas estructuras
solamente bajo coﬁdicjones experimentales que tfai
tornan el metabolismo dellARNr, o a\'mismo nucléo-
lo (Recher y col., 1971; Puvion y col., 1977). Por
lo tanto, en este trabajo donde se consideraron as
pectos normales del desarrollo embrionar{o; se su-
giere que estos grdnulos asociados al nucléolo, -
pueden deseméeﬁar alglin papel en el metaboli§mo‘ %
el transporte del ARNr en condiciones ordinarias -

de este periodo, o bien, una relacién entre el ARN
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extranucleolar contenido en los G.P. y los nucléo-
los; Esta es una fuente para investigaciones poste
riores dirigidas a esclarecer dichas estructuraé._
Tercero, por este mismo estudio estadféfico,\sé -
comprueba que no hay continuidad alguna en las dis
tribuciones de tamafo de los G.P. y la de los gré-
nulos inteféromatinianos; este dato»es importanpe_
porque rebate la hipdtesis de que los grénulos pe-
ricromatinianos se originen de los intercromatinia

nos.

La presencia‘de pequefios grupos de granulos -
pericromatinianos en el nucleoplasma no relaciona-
dos con el nucléolo, sugirié la posibilidad de que
cada miembro de un grupo tuviera un origen comin vy
que a su vez, los grupos se originarfan en sitios_
diferentes. Esta sospecha se basa en el trabajo ex
perimentél de Vazquez-Nin y’Bernhard (1971}, en -
donde se demostrd que los grdnulos de los anillos_
de Balbiani de los cromosomas politénicos de Chiro
nomus, tienen el misme tamafo, ultraestructura y -
propiedades citoquimicas que los grdnulos pericro-
matinianos. AsT mismo mostraron con radioautogra--
fia que los granulos de los anillos de Balbiani, -
se originan en segmentos especfficos de cromatina_
transcripcionalmente activa como son los hincha---
mientos o "Puffs" y que los granulos de un hincha-
miento difiere del tamafio de los grdnulos orjglna-
dos en otros sitios de cromatina activa. Sin émbaL
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go, ninglin estudio habfa informado si algo similar
sucede con los G.P. de nicleos celulares de los -~
vertebrados. En este estudio al realizar el andli-
sis estadistico de‘1a varianza de tamafo de los G.
P., se encontré.similitud en los diametros de gra-
nulos del mismo grupo, sobre todo en las etapas -

en que se detecté un gran aumento de los mismos.

Estos resultados apoyan la hipGtesis de que -~
tanto los granulos de los anillos de Balbiani, co-
mo los granulos pericromatlniaﬁos son particulas =~
de ribonucleoproteinas de tamafo especifico en - -
cuanto a su localizacidn, o sea que los grupos se_
originen en loci determinados como resultado de
la transcripcién de génes especificos, propios de_
células diferenciadas. Este conceptd también apoya
lo ya expresado en diferentes trabajos, de que es-
tas partfculas almacenan y/o transportan ARN premen

sajero o mensajero.

En cuanto a los granulos intercromatinianos -
(6.1.), fueron las particulas que menos variacio--
nes tuvieron durante el desarrollo embrionario. Es
ta uniformidad relativa se puede explicar por estu
dios experimentales en los que se comprueba que di
chas particulas no se relacionan directamente con_
la transcripcién y/o el transporte del ARN de nue-
va sintesis (Fakan y Bernhard, 1971; Wassef, 1979),
pueden estar mds bien implicados en otras funcio--

nes como la de formar parte del "Armazd@n nuclear!_
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(Comings, y Okada, 1976; M{ller y col., 1978; Pu--
vion i_col., 1984 b). Por lo tanto, estos granulos
no ésfar?an expuestos a las grandes variaciones que
implica la sintesis de los dcidos nucleicos duran-

te la diferenciacidn y maduracidn celutlar.

Para finalizar, al cqnsiderar la cantidad de_
ADN por nicleo cuantificada por la técnica de ~ -~
Feulgen, resaltan dos aspectos {mportantes. Prime=-
ro; en las etapas y sitios donde se encuentran las
células matrices y neuroblastos primitivos -2 E, -
2P, 4 E y L'y, ta proporcién de ADN es mayor y su
*distribucidn mds irregular en comparacidn con las_
neuronas fnﬁgdhras de etapas posteriores. Segundo,
en estas Gltimas ~4p, 9, 13y 21~ la cantidad de -
la substancia estudiada varla menos y por lo tanto
es mds constante, siendo similar a la placa de ana
fase que representaria el ﬁﬁmero diploide en este_
tipo cetular. Para la interpretacidén del primer fe
ndmeno, hay que referirse a la actividad y funcidn
de las c&lulas matrices en el ciclo celular, las -
cuales por sus constantes mitosis necesariamente -
duplican su ADN. Por lo tanto en estas primeras -~ .
poblaciones, bosiblemente se encuentren muchas cé-
lulas matrices en etapa de postdub!icacién con un_
contenido mayor de ADN. En apoyo de esto, es que -
la proporcidn mads alta de ADN es en 2P que cofrei
ponde a la zona de duplicacidn del ADN (Sauver y -
Chittenden, 1959). A partir de los neuroblastos -
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multipolares ~4P- y continuar con las neuronas en_
maduracidn, ya no hay diferencias significativas -
en cuanto a la cantidad de ADN; aunque el volumen_
nucleclar aumenta de tamafio y disminuya la propor-
cién de cromatina compacta. Esto apoya el concepto
de que estas células diploides durante la diferen-
ciacidn y maduracidn, las modificaciones de su -
cromatina no son debidas a cambios en la cantidad_
de ADN, sino mas bien a varlaciones en la conforma
cién de ta misma cromatina, producidas por las con
diciones que implica la transcripcion del ARN para

las necesidades metab&licas de las motoneuronas



116
CONCLUSIONES.

1.~ Los nicleos celulares en interfase durante la_
diferenclacidén y maduracidén de las células matri--
ces en neuroblastos y de estos en neuronas, presen
tan variaciones en cuanto a su conformacidn y en -
algunas de las estructuras que lo constituyen, co-

mo las part{culas de ribonucleoproteinas.

2,- Por la metodologia utilizada en el presente -
trabajo, se pueden caracterizar dentro de esta 11-
nea celular tres etapas en cuanto a: la conforma--
cién general de sus niicleos, la configuracidén de -
su cromatina y el ritmo de expresidn génica; esto_
coincide con los aspectos morfoldgicos y funciona-

les ya descritos, dichas etapas son:

~Primera la de células matrices, caracterizas-
das por: un gran volumen nucleolar, médxima compac-
tacién de la cromatina, un ritmo de transcripcion_
elevado que se deduce del alto nimero de fibras, -
el escaso nimero de grénulos pericromatinianos y -

todo esto en un reduc{do volumen nuclear.

-Segunda, la de los neuroblastos con una des--
compactacidn significativa de la cromatina sin au-
mentar el volumen nuclear, reduccién del volumen -
nucleolar acompafiado de un alto ritmo de transcrip
cidn.

-Tercera, la de neuronas inmaduras con gran vo
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.
lumen nuclear y nucleolar, alta proporcidn de cro-
matina laxa; aunque dispersa, gran cantidad de fi-
bras pericromatinianas y un gran ndmero de grinu--

los pericromatinianos.

3.- Seqln las caracteristicas mencionadas las cé-
Tulas matrices y su contenido en ADN, se corrobora_
que la médula espinal cervical del embridn de po--
Ilo de 2 dfas de incubacidn y la capa ependimaria_
del de k4 dias, estdn formadas por este tipo celilar.

4.- por lo mismo, en etapas mis avanzadas -4 dias-
se {nfiere que la llamada capa germinal ya no es -
tan homogénea, por la posible diferenciaci{dn inme-
diata de los primeros neuroblastos. En este estu--
dio se demuestra que la transicidén de células ma--
triz a neuroblasto se manifiesta por la disminu- -
cidn del volumen nucleolar y la descompactacién de
la cromatina dentro de un volumen nuclear que no -

ha modificado su tamadfo.

§.- lgualmente se demuestra que el desenrollamien-
to altamente significativo de la cromatina, no ne-
cesariamente conlleva un aumento progresivo del vo

lumen nuclear.

6.~ Los cambios y variaciones mds acentuados se -
presentaron durante la transici6n de neuroblastos_
a neuronas inmaduras, con notable aumento del volu
men nuclear, mayor descompactaci{én de la cromatina

y gran incremento de los grdnulos pericromatinia--
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nos. Son factores decisivos para esto, la influen-
cia del microambiente y los contactos sindpticos -

entre otros.

7.- Se comprueba la presencia de un alto nimero de
grénulos pericromatinianos en las células mas dife
renciadas como las neuronas inmaduras, en contrapo
sficidén a la baja frecuencia de los mismos en las -
cé€lulas poco diferenciadas como las células matri-

ces.,

8.- Se comprueba la presencia de grdnulos pericroma
tinianos asociados al nucléolo, durante el desarro
1lo de estas células; sugiere esto que dichos gré-
nulos estén relacionados con las funciones del mis
mo nucléolo. Estevhallazgo es significativo por lo
reportado anteriormente, en el sentido de que es--
tas estructuras solamente se forman en condiciones
de trastornos experimentales del ARNr o de los nu-

cléolos.

9.~ Se comprueba que no existe continuidad de tama
fio entre los grénulos pericromatinianos e intercro
matinianos, esto apoya el concepto del origen inde

pendiente de cada una de estas estructuras.

10. Como resultado de mediciones apropiadas y de -
métodos estereolbgicos y estadisticos adecuados -
realizados en el presente trabajo, se demuestra -
que los grénulos pericromatinianos encontrados en_

grupos pequefios, tienen un origen comin y a su vez,
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estos grupos se forman en sitios diferentes., Estos
resultados juntos con los obtenidos de estudios en
~los grénulos de los anillos de Balbiani de cromoso
mas politénicos de Chironomus, plantean la hipdte
sis de que dichos grupos se forman en loci blen -
determinados, como resultado de la expresidn de ge
nes precisos y por lo tanto, almacenan y/otranspoi.
tan segmentos especificos de ARN premensajero o men

sajero.

11, En este estudio se comprueba la relativa cons-
tancia de la cantidad de ADN en células ya diferen
ciadas, sin que se modifique notablemente dichas -
substancias durante el proceso de maduracidn de -
las neuronas; esto apoya lo ya expuesto de que los
cambios de cromatina son debidos a cambios en su'-
conformacidn, posiblemente necesarios para la - -~
transcripcidn de los diversos ARN especificos. Por
lo contrario, en las células matrices indiferencia
das la cantidad de ADN varfa mis, en cuanto a que_
estdn en situaciones fisioldgicas diferentes Eomo_
es la duplicacidén del ADN y las mitosis correspon-
'

dientes.
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