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INTRODUCCION. 

1. EL TEJIDO NERVIOSO. 

1) Histogénesis. 

La formación del tejido nervioso en los verte 

brados, se inicia en una etapa temprana del desa-­

rrol lo embrionario, hecho importante por la fun- -

c16n 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- -

ci6n -caracterizada por el establecimiento de las 

tres capas embrionarias primordiales- se integra -

la placa neural. Esta es el primer esbozo del sis­

tema nervioso, formada por la diferenciación de c! 

lulas ectodérmicas de la línea media del dorso del 

embrión. 

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 mitótica de dichas célu­

las que produce un mayor número de capas que engr~e 

san esta zona, en comparación con las áreas vecl-­

nas. Posteriormente, las células poliédricas más -

superficiales de la placa presentan estrechamien--

·, 
í 
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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 atrás. Hfs al descrtbirlos_ 

en 1879, sugirió una causa que los originara. Para 

él eran debidos a una expansión del ectodermo, ge­

nerada por mitosis excesiva en las áreas vecinas a 

la línea medio dorsal que la presiona hasta invagi_ 

narla. Esta hipótesis de His no fue aceptada por -

todos sus contemporáneos. Roux (1885) con observa­

ciones más precisas, manifestó que dichos eventos 

serían el resultado de cambios intrínsec;os, mas 

que de fuerzas extrínsecas. Esta hipótesis está 

actualmente comprobada por los expertmentos con 

explantes de placa neural en cultivo de tejidos, -

que en condiciones apropiadas exhiben los cambfos 

observados in situ (Holtfreter, 1947). 

Actualmente con los estudios de Burnside -

(1971), estos primeros movimientos morfogenéticos_ 

se explican en parte al considerar la dinámica de 

los microtúbulos y microfilamentos; y al desplaza­

miento de la matriz celular, favorecida por la pr~ 

sencia y orientación del retículo microtrabecular_ 

(Porter y Tucker, 1981) de las células implicadas. 

Mientras que en las células ectodérmicas ordina- -

rías, éstas estructuras del citoesqueleto se dts-­

tribuyen irregularmente, en las células de la pla-
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ca neural presentan una orientaci5n mas definida.­

Así, el alargamiento de las células neuroectodérmi 

cas depende: de la posición de los microtübulos 

paraxiales, del crecimiento de los mismos y del 

transporte de la matriz cLtoplasmLca a las regio-­

nes apLCales y basales de dichas células. La pre-­

sencia, la orientación circunferencial y el desl i­

zamiento de los microfilamentos por debajo de la -

superficie 1 ibre de las mismas células, dan lugar 

a constrLcciones apicales que dtsminuyen la super­

ficie y contribuyen al proceso de invaginacrón 

(Burnside, 1973). 

La etapa de surco neural -además de los cam-­

bios mencL~nados- se caracteriza por presentar en_ 

su p~red, células con morfología variable. Hacia -

la luz so~ pálidas, alargadas y presentan algunas_ 

mitosis, en cambio en la parte externa de la pared, 

hay células con nücleos mas empaquetados y con es­

caso citoplasma. 

Con observaciones más precisas al microscopio 

(Saue·r: 1935, 1936 y 1937), con citofotometría 

(Sauer y Chittende.n, 1959) y con los múltiples es­

tudios de autorradiograffa con timidina tritfada -

(Sauer y Walker, 1959; Sidman y col., 1959; Ktlllen 

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 

s51o existe un tipo de células con ciclos celulares 



4 

cortos. De esta manera, 1 os núc 1 eos de 1 a zona ex­

terna de la pared dup 1 i can su ADN y se desp 1 azan -

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 continúan el ciclo 

descrito. Este tipo celular único fué denominado -

por Fujita (1964) como cé'lula matriz, tanto por su 

gran proli.feración, como por la falta de diferen-­

ciación hacia líneas celulares específicas. Por lo 

tanto, estos estudios modifican la hipótesis de 

Hls (1889), que mencionaba en estas primeras eta-­

pas tipos celulares diferentes tales como: células 

ependimarias, germinales y espongioblastos. 

Durante el período de tubo neural, se obser-­

van cambios morfológicos notables, como: la separ~ 

ción del ectodermo, el aumento de grosor de su pa­

red y conjuntamente la formación de las crestas 

neurales. Además, en la periferia de la pared del 

tubo, se distinguen algunas células de aspecto - -

irregular, con núcleo grande, redondo, páltdo y 

con nucléolo muy aparente (Martin y Langman, 1965) 

Estas célul1s se diferencian funcionalmente de las 

denominadas matrices, en que sus núcleos no incor­

poran timidina tritiada aún con exposiciones lar-­

gas (Fujita, 1964; Martín y Langman, 1965). Dichas 

células c9rresponden a los primeros neuroblastos,­

que en el 'embrión de pollo aparecen aproximadamen-
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te en la etapa de 22 somitas (Hamburger y Hamilton, 

1952; Martin y Langman, 1965). 

Con la presencia de los primeros neuroblas- -

tos, la pared del tubo neural presenta las tres ca 

pas concéntricas a su luz, conocidas desde tiempos 

atrás como: la interna o germinal, la media o del 

manto y la externa o marginal. La capa germinal 

continúa generando células por mitosis constantes 

y como se mencionó, de un solo tipo funcional. Du­

rante la interfase las células germinales tienen -

núcleo y citoplasma alargado, cuyo eje mayor es 

perpendicular a la luz del tubo. Estas células en 

la superficie ventricular, están adheridas en~re -

sí por uniones celulares firmes -complejos de -

unión, barras terminales, etc.- por lo tanto, los 

movimientos de ascenso y descenso del núcleo, suce 

den dentro del mismo citoplasma sin que se separen 

de, la luz del tubo (Fujita, 1963}, 

Martin y Langman (1965) observaron, que si 

bien, la mayor[a de los husos acromáticos de las -

mitosis son paralelos a las superficies ventrfcul!!_ 

res, hay un pequeijo número de mitosts -entre el 5 

y el 10%- en que el huso es perpendicular a la su­

perficie. Por lo que se plantea la posibilidad de 

que la célula htja tnfedor, pierda contacto con -

la superficie y migre hacia la capa del manto, don 

de algunos factores no determinados inducen su di­

ferenciación hacia neuroblastos. Estos serían los 
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neuroblastos de aspecto b1polar, con su prolonga-­

ción interna orientada hacia la luz y la externa -

más larga y mejor constituida, integrada a Ja capa 

marginal (Caja!, 1909-1911}, 

2) Diferenciación y maduración de los neuro­

blastos. 

La transformación de las células matrices en 

neuroblastos, es un fenómeno gradual desde el pun­

to de vista morfológtco, Parte de un punto criti-­

co, que es la incapacidad de incorporar timidina -

trtttada (Fuj[ta, 1964¡ Martín y Langman, 1965), -

e•tos neuroblastos prtmitivos, difieren en poco o -

nada de las células matrices en cuanto su organiz~ 

ción celular (Wechsler, 1966). Con microscopía eleE_ 

trónica se observa: un desarrollo pobre del sistema 

de membranas intracitoplásmicas, abundantes ribos~ 

mas libres, material nuclear denso y finamente gr~ 

nular (Fujita y Fujita, 1963; Lyser, 1968). Los 

primeros signos morfológicos en la diferenciación_ 

de estas células, es el mayor desarrollo de las 

membranas intracelulares, en especial el reticulo_ 

endoplásmico rugoso y el complejo de Golgi (Fujita 

y Fujita, 1963), a Jo que se agrega la formación -

de neurofibrillas y neurofilamentos (Caja!, 1909--

1911; Vázquez-Nin y Sotelo, 1966). El mismo Fujita 

(1963), describe que en los núcleos hay una mayor_ 
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dispersión de cromatina y los nucléolos son más 

prominentes. Estos cambios, junto con el aumento -

de volumen de la célula, se acentuan más conforme 

transcurre el desarrollo, 

Con observaciones en microscopia de luz y con 

las técnicas de impregnación argéntica, se descri­

ben diferentes etapas en el desarrollo de los neuro 

blastos, que secuencialmente son: 

1.- Presencta de células apelares, llamadas tam- -

blén neuroblastos primit[vos de Held que se aseme­

jan a las células matrices, pero con un mayor con­

tenido fibrilar y con propiedades migratorras (Ca­

jal, 1909-1911). 

2.- Desarrollo de neuroblastos bipolares con dos -

formaciones citoplásmicas, la prolongación dtstal_ 

que es el esbozo del axón la cual se observa cre-­

cer desde el segundo día del desarrollo (Lyser, 

1968), y si se compara con la prolongactón proxi-­

mal es más grueso y rico en fibrillas. 

3.- Observación de neuroblastos unipolares de His, 

que resultan de la atrofra de la prolongación pro­

ximal y del mayor crecimiento del cilindroeje. En_ 

el caso de los neuroblastos que termtnan como mot~ 

neuronas, esta prolongación llega a su destino el 

qutnto día del desarrollo del embrión de pollo (C!!_ 

jal, 1909~1911). 
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Al observar la ultraestructura de estos últt­

mos neuroblastos, resalta el gran desarrollo del -

retículo endoplásmico rugoso y la abundancia de 

ribosomas, los cuales a la microscopía óptica y te 

~tdos con azul de toluidina se distinguen por un -

nota lile aumento de la basoftl ia cttoplásmica, Es-­

tos cambios corresponden a las adaptaciones fun­

cionales, tales como una mayor s1ntesis de prote1-

nas necesarias para mantener el crecimiento de las 

prolongactones citoplásmtcas -axones o dendritas-. 

Cabe hacer notar al respecto, que la producción y_ 

flujo de proteinas del soma a las prolongaciones, 

es conttnua durante toda la vida de las neuronas. 

Para la médula espinal del embrión de pollo,­

la formacíón de los neuroblastos tiene un límite -

temporal bien determinado, que es al final del oc­

tavo día de incubactón (Martin y Langman, 1965; F~ 

jita, 1965). Durante este tiempo, el número de mi­

tosis de la capa germinal varia con base de mode-­

los específicos de distribución (Hamburger, 1948). 

En los primeros 3 días de incubación el número de 

mitosis es uniforme, tanto en dirección dorso-ven­

tral como en la céfalo-caudal. Después del tercer_ 

día el índice mitótico es más acentuado en Ja pla­

ca alar, y alcanza su pico más alto en la mitad 

del cuarto dla. También se encontró que en Ja re-­

gión braquial la cantidad de mitosis es mayor que_ 

en Ja toráxica (Mitolo, 1967} y como se mencionó,-
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las mitosis pertependimarias terminan casi en el -

noveno día del período de incubación. 

Igualmente el patrón de distribución de los -

neuroblastos recién diferenciados, lleva una secuen 

cia determinada en cuanto a su origen y la locali­

zación frnal de los mismos (Fujita, 1964; Langman 

y Haden 1970}. En general, los neuroblastos del 

asta anterior se forman entre el segundo y sexto -

día del desarrollo, como resultado de la actividad 

mltótica de la placa basal y unos pocos de la pla­

ca alar, es en esta última donde se forman los neu 

roblastos del asta posterior. La posición final de 

las neuronas que inervan los músculos de las alas_ 

y los miembros inferiores, es en la parte lateral_ 

del asta anterior y se originan en los primeros 

tres o cuatro días del desarrollo. En cambio, los_ 

neuroblastos que maduran en las motoneuronas de 

los músculos del torax y abdomen, se sitúan en la_ 

zona intermedia de las mismas astas y se forman en 

tre el cuarto y el sexto día (Langman y Haden, - -

1970) . 

Durante el desarrollo normal, la columna mot~ 

ra cervical (Levl-Montalcini, 1950) y lumbar (Ham­

burger, 1975), presentan una notable reducción del 

número de neuroblastos, causada por la muerte cel~ 

lar masiva de los mismos. Este fenómeno sucede en 

la región cervical entre el cuarto y quinto dia y 

en la lumbar entre el sexto y noveno dla del desa-
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rrol lo. 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 (O'Connor y 

Wyttenbach, 1974). Los cambios ultraestructurales 

de esta ne~robiosis, fueron descritos por O'Connor 

y Wyttenbach (1974), y consisten principalmente en 

disminución del volumen nuclear, concentración de 

la cromatina en la envoltura nuclear y disgrega-­

ción de los polirribosomas. Estos primeros cambios 

morfológicos parecen tener como causa una drástica 

reducción en la síntesis del ARN, que determina la 

muerte de estos neuronas. 

La hipótesis más aceptada como causa de estos 

fenómenos, es la falta de contact~ 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 a 7 días, con la ablación o implantación de miem 

bros inferiores y alas supernumerarios, en estos -

últimos se conserva un mayor número de neuronas. A 

nivel de los tejidos efectores, también existe una 

competencia entre los axones para hacer contacto -

con el músculo (Oppenheim y Chu-Wang, 1977}, Todo_ 

esto apoya el concepto de que los tej !dos efecto-­

res contribuyen a modular la morfogénesis de la 

médula espinal. 
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3) Sinaptogénesis. 

Una etapa fundamental en la ontogenla de la -

función neural con repercusión directa en la dife­

renciación de los neuroblastos, es el establee!- -

miento de los contactos especial izados denominados 

sinapsis. En la región cervical de la médula espi-

.nal del embrión de pollo, las primeras sinapsis se 

observan entre las 60 y 72 horas del periodo de in 

cubación (Oppenheim y Foelrx, 1972; Oppenheim y 

col., 1975), para la región lumbar es 24 horas más 

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; Oppenhelm y -

co 1 . ' 1 9 7 5) . 

En un principio dichos contactos son exclusi­

vamente axe-dendríticos, como lo demostró Cajal en 

1911 con impregnaciones argénticas. El crecimiento 

precoz de las dendritas de las neuronas motoras 

del asta anterior, está dirigido en gran parte ha­

cia la zona marginal o futura substancia blanca. -

Actualmente con la microscopia electrónica se com­

prueba este crecimiento y además, se observa que -

los primeros contactos se presentan en los conos -

d~ crecimiento del árbol dendrítico, para integrar .. 
las sinápsis exodendríticas (Skoff y Hamburger, 

1974). Se ha discuti,dp cual pudiera ser el primer_ 
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indicio morfológico en la formación de una sinap-­

sis. Para unos (Oppenheim y col., 1975}, es la ap~ 

rición de las vesículas pre-sinápticas esféricas -

de 400 a 500 A de diámetro y para otros (Stelezner 

y col., 1973) es el establecimiento de uniones ce­

lulares especializadas, junto con la presencia de 

vesículas cubiertas las cuales se fusionan con la 

superficie celular para integrar dichas uniones. 

La observación de las primeras sinapsis axes~ 

máticas es más tardía, se describe por prrmera vez 

en el sexto dia de incubación (Oppenheim y col., -

1975). Este hallazgo pone en duda la hipótests su­

gerida por Morest (19691, en el senttdo de que era 

indispensable el contacto axosomático para el desa 

rrollo del árbol dendrítico. Más importantes pare­

cen ser )os contactos axónicos periféricos con los 

órganos y tejidos efectores (Bar ron, 1946), que se 

establecen entre el quinto y el sexto día del pe-­

ríodo de incubación (Hirano, 1967). 

Sin embargo, aunque la detección morfológica_ 

de las primeras sinapsis es muy temprana, en un 

principio son escasas, se cuentan entre O y en -

una área de 300 micras cuadradas (Oppenheim y col., 

1975), además el número de vesículas cubiertas ta!!!_ 

bién es reducido. Según Stelezner y col. (1973) y 

Oppenheim (1975) el número de sinapsis se increme~ 

ta significativamente a partir del séptimo dia del 
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desarrollo del embrión de pollo. En las curvas de 

frecuencia se observan picos a los 13 y 19 días y_ 

quedan a partir de este momento en número estable. 

En la actualidad, se trata de relacionar el -

comportamiento funcional de los embriones con el -

establecimiento de las sinapsis y las variantes es 

tructurales de las mismas. Asi Bodian (1968}, en -

los embriones de mono de 17 a 22 mm. los cuales no 

presentan movimientos aparentes, no observó bulbos 

slnápticos en el neurópilo motor. En cambio en los 

embriones de 24 a 28 mm. en los que se inician ju!'_ 

tos los movimientos espontáneos y reflejos, se 

aprecian los primeros bulbos con vesículas esféri­

cas -tipo 11 511 y ocasionalmente vesículas aplana- -

das -tipo "F"-; En los embriones de 32-41 mm. con_ 

movimientos espontáneos más vigorosos y reflejos -

intersegmentales -o sea con inhibición slnáptica -

funcional- se observan sinapsis axosomáticas y Ma­

yor número de botones con vesículas tipo "F'' (Bo-­

dian, 1968). 

En el embrión de pollo, la parición precoz de 

los movimientos espontáneos del tronco y los miem­

bros suceden en el tercero o cuarto día de incuba-­

ción, coinciden con Ja presencia de bulbos sináptl 

cos axodendríticos y vesiculas tipo 11 511 (Oppenheim 

y Foelix, 1972). A part{r del séptimo día, se est~ 

blecen movimientos más complejos, con reflejos cu­

táneos, inhibición de grupos musculares antagonis-
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tas, y se observan en la ultraestructura la prese~ 

cia de sinapsis axósomáticas y vesículas aplanadas. 

Estos hallazgos apoyarían la hipótesis de que es-­

tas 01 timas estructuras, son la base morfológica -

de la función inhibitoria, sin embargo, no existe 

al respecto un criterio unánime como se expresa en 

los trabajos de Mugna[ni (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 

día del período de incubactón (Provine, 1972), - -

aunque es hasta el noveno o décimo día cuando se -

reciben los estimules supra espinales. Esto lo de­

mostró Oppenheim y col. (1975}, al seccionar tran~ 

versalmente la médula cervical en embrfones de 3 a 

10 días y observar sus movim[entos espontáneos. De 

esta manera se modifican los conceptos de Visinti­

n i y Levi-Montalcini (1939), que suponían 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 maduración de los neuroblastos y la misma 

histogénesis de Ja médula espinal, se menciona la 

presencia del mesénqu!ma y la vascularizacrnn. Los 

capi.lares junto con las células mesenquimatosas, -

invaden la médula a partir del cuarto día del desa 
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rrollo (Cajal, 1909-1911; Feeney y Watterson, -

1946). La invasión 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 la médula a las capas marginales y del 

manto (Martin y Langman, 1965). Estas últimas cél~ 

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 (Martln y Langman, 1965). 

La diferenciación de la neuroglia se inicia -

en el séptimo u octavo día del desarrollo, prácti­

camente en el momento en que termina la producción 

de neuroblastos (Cajal, 1909-1911; Fujita, 1965).­

En estos días, las células matrices forman pobla-­

ciones celulares que presentan núcleos redondos, -

pequeños y obscuros con escasa cantidad de cito- -

plasma y que Fuj ita (1965) 1 lamó gl ioblastos. Es-­

tas células migran más rápido y lejos que los neu­

roblastos, "Se duplican durante su recorrido, para 

finalmente transformarse en astrocitos u oligoden­

drocitos. 

Finalmente, la formación de mielina se inicia 

en la segunda semana del periodo de incubación, 

con el depósito de lípidos, cerebrósidos y colest=. 

rol (Adams y Davison, 1959; El-Eishi, 1967); se 



16 

observa la mielina a nivel de ultraestructura a 

partir del día 13 (Oppenheim y Foelix, 1972). La -

mielinización activa sucede en los últimos 4 días 

de este periodo (El-Eishi, 1967), e influye en el_ 

aumento de volumen de los axones y en una diferen­

ciación definitiva de las estructuras del axoplasma 

(Wechsler, 1966). 
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11. EL NUCLEO INTERFAS 1 CO. 

El núcleo celular es el mayor depositario de_ 

la Información genética en las células eucariontes 

y por lo tanto, es una estructura esencial para el 

funcionamiento de las mismas. La actividad del pr~ 

toplasma, está sustentada en el conjunto de reac-­

ciones fisicoquímicas que se suceden ordenadamente 

por la acción de las enzimas, Estas junto con las 

demás proteínas, son el producto final de la expr=. 

sión de de~erminados genes, esto depende del tipo_ 

celular del que se trate. A su vez se entiende que 

la base química de los genes es la gran molécula 

de ADN, la cual, asociada a diferentes .clases de -

proteínas integra los cromosomas en los núcleos de 

los eucariontes. 

Si se considera que la cantidad del ácido de­

soxirribonucleico (ADN), es virtualmente igual en 

todos los núcleos de las células diploides de un -

organismo (DuPraw, 1970; Gurdon, 1974), surge una 

interrogante en la biología molecular y es la que 

se refiere a la naturaleza de los sistemas que re­

gulan la expresión del genoma. En la actualidad la 

respuesta es incompleta debido a la complej ídad 

del problema, pero se considera al núcleo como Pª.!:. 

te de un sistema de retroalimentación, por él cual 

las células responden a estimules intra y extrace­

lulares, que al interaccionar con el genoma, prov~ 
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can la elaboración de productos especrficos que 

permiten a la célula responder a dichos est1mulos 

y necesidades. El producto principal de estas res­

puestas lo constituY:e el ácido ribonucleico (ARN), 

por eso Busch (19771 considera que la síntesis de_ 

esta molécula, es la función nuclear más especifi­

ca. 

Todas las diferentes formas de vida celular -

contienen varias especies de ácido ribonucleico~ -

los mis especificas en cuanto su acc!ón son: el 

ARN mensajero (ARNm), el ARN de transferencia 

(ARNt) y el ARN ribosomal (ARNr). La función de e_! 

tas variedades de ARN, es la de proveer un puente_ 

entre la información genética contenida en el ADN 

y la estructura primaria'de las proteínas (Ro y 

Busch, 1974). Estos ARN son sintetizados sobre mol 

de·s de ADN por las ARN poi imerazas dependientes 

del ADN (Ro y Busch, 1974). Sin embargo, la sínte­

sis, el metabolismo intra nuclear y el transporte_ 

al citoplasma ~sobre todo en los eucariontes- es.~ 

mucho más complejo y no del todo claro. Esto impll 

ca la necesidad de más compüestos y reacc!ones, 

que son dominio del campo de la química estructu-­

ral y enzimática (Busch, 1977). 
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l) Caracterización 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

Garcia, 1985). Después de la caracterización bio-­

química general del ARN, Georgiev (1961) y Geor- -

giev y Mantieva (1962) lograron separar dos clases 

de ácido ribonucleico: un ARN como el ribosomal 

con alto contenido de G-C denominado ARNr y otro -

con una composición 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 más tipos de ARN. Básica­

mente esta técnica consiste en extracciones sucesi 

vas con fenol-NaCl al 0.14 M y pH 6, extrayendo a 

temperaturas variables. Así, a los 4 C se extrae -

el ARN citoplásmico; a los 40 C se 1 ibera el ARN -

nucleolar con el pre-ARNr¡ a los 55 C hay mezclas 

de diferentes ARN; y por último 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 centrifugación diferencial en gradien­

tes de sacarosa, se logran separar estas substan-­

cias, pues el ARNd es más pesado que el ARNr y el_ 

citoplásmico (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 reslta su importancia biológica. Actualmente 

se le designa preferentemente con el término de -­

"heterogéneo" o "heterodisperso" (ARNhn), por la -

irregularidad de su peso molecular (Warner y col., 

1966); asf con las determinaciones y cálculos apr~ 

piados, Georgiev (1974) estima que su peso molecu­

lar está comprendido entre 2 a 200 lO Daltones. 

También la dispersión es notoria cuando se consid~ 

ran los coeficientes de sedimentación que abarca -

de 20 a 100 11 5 11 (Yoshikawa y col., 1964; Scherrer 

y Marcaud, 1965; Attardi y col., 1966}. En cuanto_ 

a la organización del ARNhn, se comprueba biquími­

camente que es una cadena simple de nucleótidos 

(Sharma y col., 1969), lo que se ha corroborado en 

parte por la visualización directa al microscopio_ 

electrónico (Granboulan y Sherrer, 1969). Con res­

pecto a la cantidad de nucleótidos, unos investig~ 

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 ó más nucleóti-­

dos. 

El contenido de bases del ARNhn 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-



21 

dos con el ADN; en experimentos de saturación el -

coeficiente de hibridación del ARNhn/ADN, está en­

tre el 5 y el 10%, mientras que el ARNr solamente_ 

híbrida con el 0.03% (Church y Brown, 1972). Esta_ 

gran hibridación del ARNhn con el ADN es similar a 

lo que se observa con los experimentos de renatura 

lización de ADN/ADN (Brltten y Koehn, 1968). En 

tiempos de marcaje cortos, se comprueba que los 

precursores radioactivos como la uridina tritlada 

se incorporan de inmediato al ARNhn, lo cual indi­

ca una síntesis rápida de esta molécula. Sin embar 

go, el ARNhn solo forma el 2 ó 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 últimas cifras indican que son degrada­

das cantidades significativas del ARNhn dentro del 

núcleo, si se considera su alta velocidad de incor 

poraclón (Georgiev, 1974). 

2) Procesamiento del ARNhn y su relación con 

el ARN pol [soma l. 

Con respecto a la función biológica que desem 

peña el ARNhn, está implíc[ta la relación de esta 

substancia con el ARNm. Un gran número de estudios 

experimentales, apoyan el concepto de que el ARNm 

es parte de la molécula del ARNhn. Entre los resul 

tados que demuestran esto último, está la hibrida-
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cfón del ARNm de los polisomas (ARN polisomal) con 

el ARNhn y sus secuencias de poi iadenina, que en -

las células de animales superiores da una comple-­

mentaridad de bases del 1 O al 25% (Getz y col., 

1975; Herman y col., 1976). También apoya esta hi­

pótesis, la incorporación de genes virales en el -

genoma de células 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 (Oda y Dulbeco, 

1963; Westphal y Dulbeco, 1968). En experimentos -

con transcriptasa inversa, en que se toma como mol 

de el ARNm de la hemoglobina para transcr(b[r el -

anti-ADNm e hibridándolo con el ARNhn de erttroci­

tos, se obtiene un 3 % de bases complementarias 

(Temin y Mizutani, 1970). Por último, se ha demos­

trado experimentalmente que el ARNhn puede servir_ 

como molde para la incorporación de aminoácidos en 

cadenas de poi ipéptidos en sistel ibres de célu-­

las (Brawerman, y col., 1964}, todo esto ind(ca 

que parte del ARNhn gigante, es transfer(do al ci­

toplasma como el verdadero mensajero (lmaizumi y -

col., 1972). En las células de aves y mamíferos el 

ARNhn es de 3 a 6 veces más grande que el ARNm (P~ 

rry y col., 1975; Derman, y col., 1976). Sin emba.!'.. 

go, en especies inferiores como Dictyostelium, los 

ARNhn apenas son un 20 % mayor que sus correspon-­

d i entes 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 

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

Posterior a su transcripción, el ARNhn tiene_ 

que ser modificado para llegar a ser el ARNm acti­

vo e intervenga directamente en la síntesis de la_ 

estructura primaria de las proteínas. Esto corres­

ponde al procesamiento post-transcripcional del 

ARN, e implica una serte compleja de eventos que -

incluyen principalmente: la adición de grupos met~ 

lados y fosforilados de guanosina, o sea la forma­

ción de un "capuchón" o "cap"; la pol iadenilación; 

la partición del producto de la transcripción con 

la reunión de algunos de sus fragmentos, fenómeno_ 

denominado 11 splicing"; y la asociación a proteínas 

para formar las ribonucleoproteinas (RNP). 

E 1 encapucham i en to o "capp i ng" se presenta a 1 

inicio de la transcripción y consiste en la adi- -

ción de 7-metilguanosina y la fosforilación en el 

extremo 5' de la molécula de ARN (Rosen, 1977; Da.!:_ 

nell, 1983). Este grupo metilado no existe en el -

ARNr y probablemente es de ocurrenct~ universal en 

células de eucariontes. La adición del "cap" le da 

estabil !dad al ARNm e impide su degradación en el 

citoplasma y núcleo, también e:¡ necesario para la 

unión eficiente al rlbosoma y para iniciar la sín­

tesis de proteínas (Banerjee, 1980; Jiménez-Garcia, 

1985). 
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Una etapa esencial en el procesamiento del 

ARNhn es la que corresponde al llamado "splicing"_ 

o eliminación de algunas secuencias del ARN. Este 

fenómeno se descubrió al observar la gran inestab.!_ 

lidad·de los transcritos primarios de ARNhn marca­

dos con uridina tritiada, los cuales decrecen ráp.!. 

damente de tamaño y que tan solo el 5 % de este 

ARN 1 lega al citoplasma para que el resto se degr! 

de en el núcleo. (Alberts y col., 1983). Esto jun­

to con otra técnicas y descubrimientos, llevaron -

a establecer que la mayoría de los genes estructu­

rales de eucariontes no son colineales con sus pr~ 

duetos, sino que contienen secuencias de interrup­

ción en las que no está codificado un mensaje para 

Ja. síntesis de proteínas (Berget, 1977; Jiménez- -

García, 1985; Darnell, 1985). Las regiones que ti~ 

nen codificadas las secuencias del ARNm se llaman 

"exónes", que a su vez están interrumpidas por se­

cuencias en las que no está cod[ficado algún mens! 

je y se denominan "intrones" (Crick, 1979). Este -

fenómeno complejo tiene dos fases, una en la que -

se separan las secuencias !ntrón-exón y otra en 

las que se unen Jos exónes restantes que junto con 

el ''cap" y el "poli A" integran un ARN mensajero.­

Una de las consecuencias biológicas del "splicing" 

es el que le confiere a la célula una gran flexibi 

dad genética; esta flexibilidad es posible porque_ 

diferentes formas de "splicing 11 pueden generar al-
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gunas proteínas diferentes a partir del mismo ARN 

t r a n s c r i to (A 1 be r t s y c o 1. , 1 9 8 3 } • Ca m b i os en e 1 -

modelo del "splicing" de una misma secuencia trans 

crita se saben que ocurren durante la diferencia-­

ción celular, por lo que un mi~mo seg~ento de ADN_ 

tiene diferentes aplicaciones durante el desarro--

1 lo de las c~lulas (Alberts, 1983}. 

Un complemento fundamental en el metabolismo 

intranuclear del ARN, es su asociación con protei­

nas específicas para constituir los complejos de -

ribonucleoproteínas "RNP 11 (Lukanidin y col., 1972; 

Kish y Pederson, 1975). Estos complejos mo.lecula-­

res están intimamente relacionados con el procesa­

miento, transporte y almacenamiento del ARN dentro 

del núcleo, por lo que resalta la importancia de -

estos complejos en los fenómenos de expresión y re 

gulación del genoma. 

3) Partículas de ribonucleoproteinas. 

Una diferencia fundamental entre los procari~ 

tes y los eucariontes respecto a la sintesis y pr~ 

cesamiento del ARN, es que en los primeros la tra­

ducción se inicia antes de que termine la trans- -

cripción. No hay barreras, pues no existen los co~ 

partimientos nuclear y citoplásmico en los Rroca-­

riontes, el ARNm de estos últimos rapidamente ín-­

teractúa con los ribosomas para la síntesis de pr~ 
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teínas (Georgiev, 1974). Por lo contrario en los -

eucariontes, la transcripción se realfza en el nú­

cleo y la traducción en el citoplasma, resalta - -

otra etapa en el metabolismo del ARN que seria el 

transporte de esta molécula. Dentro de los núcleos 

en interfase, existen pocas especies de ARN l i- -­

bres, quizás 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 proteínas con las que integra las partículas de 

ribonucleoproteínas (RNP) (Martín y Me Carthy, 

1972; Rosen, 1977). Así, la mayoría del ARNhn se -

.combina con estos complejos de RNP, en los que ad~ 

más del transporte ocurren modificaciones post­

transcripcioi:iales (Rosen, 1977), 

Desde el punto de vista físico-químico, se 

han tratado de caracterizar estos complejos de ri­

bonucl eoproteínas (Samarina y col., 1966). Geor- -

giev (1974), al trabajar con núcleos de hepatoci-­

tos de rata y de células del carcinoma de Ehrl!ch, 

logró extraer partículas que supuestamente tienen 

pre-ARNm. Estas partículas se someten a la centri­

fugación diferencial en gradientes de sacarosa y -

se recuperan en bandas homogéneas con un coeficien 

te de sedimentación de 30 a 40 11 5 11 ; el mismo Geor­

giev (1974) denomina como "informorfes" a las es-­

tructuras que con la técnica expuesta, sedimentan 

a 30 11 5 11 • En electroforesis con gel de pal iacrila-
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mida -SOS-, el peso molecular de la proteina más -

abundante de las partículas de 30 "S", fué de -

40,000 y de reacción neutra. 

Por los múltiples estudios fisico-quimicos 

que se han real izado, actualmente es dificil deff­

nir la existencia de un solo tipo de partículas de 

RNP que contengan ARNhn. Sin embargo, Hatzglou y -

col., (1985) consideran que las estructuras de RNP 

mejor identificadas y caracterizadas, son las que_ 

a continuación se mencionan. Primero, "los comple­

jos heterogéneos'' descritos por Slevenin y col., -

(1982) que tienen un coeficiente de sedimentación 

de 70 a 11 O "S", que según estos autores contienen 

ARN-pre-mensajero y ARN de bajo peso molecular 

(ARNsn), además de una variedad heterogénea de po-

1 ipéptidos y proteínas no bien identificadas; tam­

bién mencionan que en estos complejos, es donde se 

real iza el "spl icing", y por ser heterogéneos en su 

organización pueden disociarse en partículas más -

pequeñas. Segundo, poblaciones de partículas de 

30-50 "S" que también cont tenen ARNhn (Hatz!llou y 

col., 1985), formadas por un "núcleo o core" de 

proteínas las cuales están mejor deftnidas con un 

peso molecular entre 30 y 40 mil Daltones, estas -

mono-partículas contribuyen a la formación de es-­

tructuras más complejas como las prtmeramente des­

critas. Tercero, las pequeñas partículas de 3Ó 11 511 

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

de bajo peso molecular (ARNsn). 

Desde el punto de vista de Ja ultraestructura, 

Beyer y col., (1980) han logrado observar la form~ 

ción de los primeros complejos de RNP, los cuales 
o 

se identifican como partículas de unos 240 A. Di--

chas partículas se forman en sitios precisos muy -

carcanos a las zonas de transcripción, y que segun 

sus conclusiones estos sitios no se distribuyen al 

azar, sino que pueden resultar de la expresión 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 

transcripción. 

Economidis (1983} describe con respecto a las 

RNP, que las moléculas nacientes de ARNhn, se en-­

samblan tempranamente en grupos con 6 tipos de pr~ 

teínas que tienen un peso molecular entre 32,500 y 

41,500. Esto también coincide con lo expresado por 

Georgiev (1.974), donde los 6 tipos de proteTnas 

formarían un núcleo central o "core" y el ARNhn se 

plegaría en el exterior de estas partTculas esférl 

cas. También Economidis (1983), propone un orden -

en el procesamiento del ARNhn, el cual seria: trans 

cripción y formación del "cap"----- ensamble de -

RNPs poliadenilación -----y el "splicing". 

Un aspecto relevante de las RNP con respecto_ 
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al procesamiento del ARNhn, es la asociacrón de mo 

léculas de AR~ de bajo peso molecular (ARNsnl con_ 

mo 1 é cu 1 a s de pro te í na s p a r a in t e gr a r 1 a s p a r t i cu - -

las pequeñas de ribonucleoproteinas (RNPsn). 

Los ARNsn se descubrieron hace 15 años por 

Maramatsu (Jiménez-García, 1985); su longitud es -

entre 100 y 300 nucleótidos; existen al menos 10 -

tipos diferentes de estas moléculas, 6 de las cua­

les están bien definidas y tienen un alto conteni­

do de ácido uridíl ico, por lo que se denominan 

ARNsn-Us y corresponden del Ul al U6 (Darnel 1, 

1985). Prácticamente se han encontrado en todas 

las células de e~cariontes, son metabólicamente es 

tables y han conservado sus caracteristtcas princl 

pales a través de la evolución (Busch, 1982). Ac-­

tualmente estos 6 tipos de ARNsn-U se pueden loca 

1 izar por inmunocitoquímica en algunos de los com­

partimientos de los núcleos en interfase (Busch, -

1982). Así, 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 ribonucleo~roteínas del espacro extranucleo 

lar (Spector y col., 1983; Puvion y col., 1984b).­

La función de estos ARNsn-Us no del todo aclarada, 

se relaciona tanto con la estructuración de las 

partículas nucleares con las que se asocian, como· 

con el mismo procesamiento del ARNhn (Busch, 1982). 
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El ARHsn~UI, aparte d~ ser el mejor caracter! 
zado y et' de mayor· concentración 'en los núcleos C!:_ 

lulares, es el que se ha relacionado con una fun-­

ción específica en el procesamiento del ARHhn y es 

la concerniente al 11 spl tcing 11 • Este fenómeno se 

ejempl lflca en el s lgu lente esquema, Interpretado_ 
por Jlm€nez-Garc1a y ieferldo de Busch (1982}. 

3' 
3' 

bnRNA S,' 

mRNA 5' 
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En este modelo el asa del intrón es formado -

por el ARNsn-Ul, el cual mantiene unidos los extre 

mas de los exónes adyacentes, para: presentar esta 

zona, facilitar el rompimiento y reunir de nuevo -

los exónes; todo esto es activado por enzimas aún_ 

desconocidas. Como se observa, algunos nucleótidos 

del ARNsn-Ul se complementan con los nucleótidos -

de la unión exón-intrón para formar el asa o 11 bu-­

cle" y poder eliminar el intrón correspondiente. 

Según Slevenin y col., (1982) este fenómeno se pr;:_ 

senta dentro de los grandes 11 complejos heterogé- -

neos", de los cuales se 1 iberan monoparticulas las 

cuales pueden llevar los intrones eliminados. 

4) Local.ización in situ de ribonucleoprotei-­

nas extranucleolares. 

Los núcleos en interfase a nivel de ultraes-­

tructura, muestran complejos de ribonucleoprotei-­

nas bien definidos. De estos complejos los más co­

nocidos y estudiados son los gránulos y fibras que 

forman el nucleolonema de los nucléolos. Estos, 

aparte de estar bien caracterizados morfológicame~ 

te, tienen gran correlación bioquimica y funcional 

con respecto a la síntesis y procesamiento del ARN 

ribosomal (Hay, 1968; Bernhard y Granboulan, 1968), 

En el resto del núcleo interfásico, a excepción de 

los complejos condensados de dexosirribonucleopro-
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teínas -heterocromatina-, se encuentra el gran es­

pacio intercromat ineano. Esta es una zona no bien 

definida donde se localrza: la cromatina dispersa, 

los complejos de RNP extranucleolares, proteínas y 

otros meta bo 1 i tos. Todo este conjunto de pa rticu--

1 as son difíciles de distinguir y diferenciar en-­

tre si, cuando se utiliza la tinctón ordinaria de 

uranilo-plomo para la microscopía electrónica. 

Bernhard (1969) introdu·jo una técnica en la -

cual el EDTA (ácido etilendiaminotetraacético) en 

solución, extrae selectivamente el urantlo de.posi_E.a 

do en los complejos de cromatina compacta que se -

decolora; posteriormente al agregar sales de plomo 

resáltan preferentemente las ribonucleoprote1nas.­

Con el mayor uso de esta técnica, se han facilita­

do los estudios que tienden a explorar la gran - -

área nuclear y sobre todo ayuda a entender la co-­

rrelación de los aspectos morfológicos con los fu!!_ 

cionales en el núcleo interfásico (Monneron y Bern 

hard, 1969). 

De entre los complejos morfológicos de las 

RNP extranucleolares que se distinguen con la tin­

ción regresiva del EDTA, resaltan: las fibras pe-­

ricromatinianas, los gránulos pericromatinianos y_ 

los gránulos intercromatln ianos. 

a) FIBRAS PERICROMATINIANAS (FPC) - Estas estructu 

ras del núcleo interfás!co, fueron descritas y ca-
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racterizadas por Monneron y Bernhard (1969). La d.i:_ 

finición morfológica de estas fibras solamente es 

posible cuando se aplica la tinc!ón regresiva del 

EDTA; se observa que estas se concentran mas en el 

limite de la heterocromatina decolorada y en el 

espacio pericromatiniano. El grosor promedio de -
o 

las fibras varían entre los 30 y 40 A; en ocasio--

nes aparecen enrrolladas irregularmente y con alta 

resolución es posible ver cierta cont(nutdad con -

estructuras granulares del nucleoplasma (Monneron_ 

y Bernhard, 1969; Boutetlle y col., 19691. 

Con la combinación de métodos citoqu(micos, -

tinción preferencial para RNP y digestión enzimatJ. 

ca, se comprueba que estas estructuras conti~nen -

ARN. Así, en presencia de las ADNasas no hay modi­

ficación alguna de estas fibras, en cambio, con la 

ARNasa -aún 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 morfológicas 

y topográficas de estas fibras, se ha sugerido que 

tienen relación con la síntesis del ARN. El estar 

localizadas en la periferia y en frecuente contac­

to con la cromatina, se ha sugerido que estas re-­

presentarían la expresión morfologica de Ja trans-­

cripción a lo largo de los sitios activos de nu- -
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cleohistonas derreprimidas (Monneron y Bernhard, -

1969). La hipótesis anterior ha sido apoyada con -

la combinación de los siguientes experimentos: es­

timulación o inhibición de la s!ntesis del ARN, 

observación por la radioautografla de la distribu­

ción de los precursores marcados y por la caracte­

rización bioquímica de los complejos cromatina-RNP 

extranucleolares. 

Al estimular la síntesis del ARN con cortisol 

en hepatocitos de rata en inanición, se observa un 

aumento rápido y significativo de las fibras peri­

cromatinianas (Petrov y Bernhard, 1971). Con estu­

dios bioquímicos previos, se había demostrado el -

aumento de la síntesis de pre-ARNm como respuesta_ 

al mismo tra.tamiento hormonal (Brossard y Nichole, 

1968). Por lo contrario, la disminución de las fi­

bras se logra al administrar bloqueadores de la 

síntesis y/o del procesamiento del ARN. Entre es-­

tas substancias se encuentran: la c;i(amanitina, 

que inhibe la actividad de la ARN polimerasa 11 

(Petrov y Sekeris, 1971); la actinomicina 11 0 11 que_ 

estabiliza la doble helice del ADN (Geuskens y - -

Bernhard, 1966; Unuma y col., 1973}; la ciclohexl­

mida (Daskal y col., 1975; Moyne y col., 1977) y -

la bleomicina que remueve la timidina del ADN y 

produce fragmentos de cadena simple ( 11 MÜl ler y 

Zahn, 1979; Vázquez-Nin y col., 1979a). 
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La radioautografía combinada con la tinción -

regresiva del EDTA, muestra a grosso modo dentro -

del núcleo la localización de las macromoléculas -

formadas con precursores espectficos como la uridi 

na tritiada. Fakan y Bernhard (1971) al trabajair -

con cultivo de células BSC de riñón de mono, en- -

cuentran que a los 2 ó 3 minutos ya hay incorpora­

ción del precursor radiactivo preferentemente en -

dos sitios del núcleo, uno a nivel del nucléolo 

-en el límite entre la cromatina nucleolar y las -

fibras del nucleolonema- y el otro local izado en -

el nucleoplasma en una zona entre la heterocromati 

na y el mismo espacio pericromatiniano. Aunque la 

radioautografía tiene una resolución de más de 100 

mm, no se puede asegurar que un grano de plata ve­

lado señala exactamente la posición de un emisor -

radiactivo incorporado a una fibra; es la localiza 

ción precisa de dichos granos en el área pericrom~ 

tiniana, lo que permite suponer que las fibras pe­

ricromatinianas contienen ARN producto directo de 

las transcripción 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 de 1 número de 1 as fibras como de 1 a incorpo­

ración del marcador. Al post-incubar las mismas c! 

lulas en un medio de cultivo libre del precursor -

tritlado, se observa la disperción conjunta tanto 
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de las fibras como de las marcas radtactivas en el 

nucleoplasma (Fakan y Bernhard, 1971; Faka,n y col. 

1 976). 

Por.último, al aislar por centrifugación dif~ 

rencial las fracciones del material extranucleolar 

de los núcleos celulares de hepatocitos de ratas,­

se ob15erva la persistencia del material ffbrflar -

un ido a partes de la cromatina (Puvion y col., - -

1976). Al análisis bioquímico, estas fibras aisla­

das muestran la presencia de ARN polidisperso de -

marcado rápido y sensible a la ARNasa, caracterís­

ticas propias del ARNhn (Bachel lerie y col., 1975; 

Puvion y Moyne, 1978). Po~ otros estudios como los 

de inmunocitoquímica ultraestructural, se ha logr~ 

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 del mismo ARNhn (Puvion y col., 1984b). 

En conclusión, con base en las observaciones_ 

y resultados experimentales anteriormente expues-­

tos, se puede decir que las flbras pertcromatinia­

nas representan la expresión morfológica del ARNhn 

recién sintetizado. 

b) GRANULOS PERICROMATINIANOS (GPC}. Estas estruc­

turas fueron descritas por Swifth (1962} y Watson 

(1962), como cuerpos esféricos individuales, pref~ 

rentemente local izados en la porción periférica de 
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li cromatina compacta, de donde se tomó el nombre. 

Su diámetro varía entre los 30 y 50 nm, con la tin 

ción ordinaria de uranilo plomo presentan un halo_ 

periférico de 25 nm que casi desaparece con la ti~ 

ción selectiva del EDTA, la cual a su vez resalta 

más el contraste de los gránulos (Monneron y Bern­

hard, 1969; Vázquez-Nin y Bernhard, 1971). Estas -

partículas no se modifican con la ADNasa, pero la_ 

combinación de pronasa y ARNasa dismfnuye notable­

mente su contraste con la tinción del EDTA. En pr;:_ 

sencia del ácido perclórico concentrado y con un -

tiempo largo de exposición, los GPC llegan a desa­

parecer. Por lo anterior y po_r otros estudios cfto 

químicos se comprueba en estas partículas, la pre­

sencia de ARN incluido y protegido por una matrfz 

protefc3 voluminosa (Watson y Aldrige, 1964; Monne 

ron y Bernhard, 1969). 

Con la tinción regresiva del EDTA y con alta 

resolución, estos gránulos presentan una subestruc 

tura interna formada por fibras empaquetadas, con 

un diámetro entre los 15 y 30 ~ aproxtmadamente. : 

En ocasfones se observa que algunas fibras emergen 

de los gránulos dirigiéndose a la cromatina compa~ 

ta y/o al área pericromatiniana (Monneron y Bern-­

hard, 1969). Por estas observaciones se sugirió la 

hipótesis de que el ARN de estas partículas proce­

de de las fibras pericromatinianas y por lo tanto 

contendrían ARNhn (Monneron y Bernhard, 1969; Nash, 
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y col., 1975; Puvion y Lange,1980). Esta hipóte-­

sls está sustentada en otros estudios experimenta­

les, así al estimular con cortisol la síntesis de 

ARNhn -en el que aumenta las fibras pericromatini~ 

nas- también hay un aumento rápido aunque 1 imitado 

de los gránulos pericromatinianos (Moyne y Puvion, 

1976). Vázquez-Nin y Bernhard (1971), al demostrar 

la semejanza: estructural, citoqulmica y de sensi­

bil ldad enzimática entre los gránulos de Balbiani 

de los cromosomas de Chironomus y los perlcromati­

nianos, indican que ambos gránulos contienen ARN -

de marcado rápido y similar a su ADN correspondie~ 

te. Bachellerie y col. (1975), al fraccionar mate­

rial extranucleolar de núcleos de hepatocitos, al~ 

!aron -aparte de las fibras- gránulos con un diám~ 

tro de 40 a 50 nm, que contienen ARN de marcado 

rápido. 

Sin embargo, con respecto a la estimulación -

de la síntesis del ARN, no hay una relación preci­

sa entre fibras y gránulos pericromatinlanos. El -

mismo cortisol administrado a los hepatocltos de -

rata en cultivo, no produce un aumento manifiesto 

de los gránulos 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 estradlol a las cé 

lulas del epitel lo endometrlal de ratas ovarectomi_ 

zadas en cultivo (Vázquez-Nln y col., 1978), algo_ 
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semejante sucede a los 1 infocitos estimulados con 

fitohemaglutinina (Valkov y Moyne, 1974). En este_ 

tipo de experimentos, 1 a fa 1 ta de para 1 el i smo en-­

t re estas partículas de ribonucleoproteínas puede_ 

deberse a un segundo efecto post-transcripcional -

de los estimulantes, que hacen que el transporte -

de los ARNs sea más rápido que la síntesis de los 

mismos, lo que hace disminuir el ARN almacenado de 

los GPC. Si el estímulo persiste, posteriormente -

hay un aumento gradua 1 de los GPC hasta c [erto 1 i­

mite -aumento del 30 al 40% en los hepatocitos de 

rata- no sucede 1 o mismo con 1 a incorporación de -

la uridina tritiada, que llega a ser 3 ó 4 veces -

más 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 gránulos perlcromatlnianos (Moyne_ 

y Puvion, 1976). 

Como se mencionó, la administración de drogas 

que interfieren con el metabolismo del ARN y alte­

ra la producción de las fibras pericromatinianas, 

también modifica la cantidad y distribución de los 

gránulos pericromatinianos. Así, la cJ..amanitina_ 

(Petrov y Sekeris, 1971), la cicloheximida (Moyne_ 

y col., 1977) y el cloruro de cadmio (Puvion y La!!_ 

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 Ja sínte­

sis de ARN, ésta cont[núa por cierto tiempo formán 

dose más GPC, y como pos[blemente también se inter 

fiere con la d[nám[ca y el transporte del ARN se -

da lugar a que Jos gránulos se acumulen progresiv~ 

mente en los núcleos (Moyne y col., 1977; Puvion y 

Lange, 1980). Un efecto similar se presenta en el 
11 shock 11 hipotérmico, en el cual a temperaturas de_ 

4 C se bloquea la stntesis del ARN y disminuyen 

las fibras pericromatinianas y aumentan los gránu­

los mendonados (Puvion y col., 1977). Otras dro-­

gas como la cardiocepina (Puvion y col., 1976) y -

la bleomicina (Vázquez-Nin y col., 1979a}, tam- -

bién modifican el metabolismo de los áddos nuclei 

cos, pero a diferencia de las ya mencionadas afec­

tan principalmente los componentes nucleolares. 

Los cambios ultraestructurales que se suceden por_ 

acción de estas substancias, van desde Ja microse­

gregacíón de fibras y gránulos del nucleolonema, -

hasta su fragmentación. Esta interferencia con el 

procesamiento post-transcripcional y/o transporte_ 

del ARNr, también produce la aparición de gránulos 

similares a los pericromatinianos en Jos nucleolos 

afectados •.. Estos gránulos también podrían resul­

tar de la acumulac[ón 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 gránulos 
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pericromatinianos del nucleoplasma, también se re­

lacionan con algunas de las moléculas de los -

ARNsn-U (Puvion y col., 1984b). Sin embargo cuando 

se forman gránulos por trastorno~·metabólicos en -

los nucléolos, la distribución de los ARNsn-U es -

diferente, tanto que Puvion y Lange (1980) señalan 

dos tipos de estos gránulos: los relactonados con 

el ARNhn y otros con el ARNr. 

Por ser los gránulos pericromatinianos compo­

nentes ordinarios de los núcleos en interfase, su 

función está relacionada con el transporte de ARN. 

Además, otra función que desempeñarían seria la de 

almacenar selectivamente al ARN bajo determinadas_ 

condiciones fisiológicas y/o patológicas. Por todo 

lo anteriormente expuesto, se sugiere que los grá­

nulos pericromatlnianos, son estructuras dinámicas 

que desempeñan un papel activo en el metabolismo -

de los núcleos en interfase. 

c) GRANULOS INTERCROMATINEANOS (GIC). Estas partí­

culas descritas por Swifth en 1959, están presen-­

tes en. casi todos los núcleos celulares, con un 

diámetro de 20 a 25 nm y frecuentemente se encuen­

tran formando acúmulos en el nucleoplasma (Monneron 

y Bernhard, 1969). Con la tinción preferenc!al del 

EDTA, muestran contraste prom[nente y parecen es-­

tar incluidas en cadenas interconectadas por fi- -

bras delgadas, que forman una red fina en el espa-
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cio intercromatiniano (Monneron y Bernhard, 1969; 

Wassef, 1979). 

Si bien la reacción de los gránulos intercro­

matinianos (GIC) es similar a la de las otras par­

tículas ribonucleoproteícas, existen diferencias -

con respecto a los siguientes estudios: de extrac­

ción química, de reacción enzimática y en Jos de -

radioautografía. Como las otras particulas de RNP_ 

los GIC no son sensibles a la ADNasa, sin embargo_ 

y en contra de Jo esperado, después de exposicio-­

nes largas a la acción de la ARNasa y pronasa, ma~ 

tienen el mismo contraste con el EDTA; Jo mismo su 

cede con el ácido perclórico que en condiciones 

óptimas solubil iza y extrae el ARN (Monneron y - -

Bernhard, 1969). Aunque Jos GIC son pequeños para 

ser analfzados individualmente por Ja radioautogr~ 

fía, se puede evaluar su marcado sobre Jos acúmu-­

los que forman en el nucleoplasma. Fakan y Bern- -

hard (1971), no encontraron incorporación signifi­

cativa de uridi~a tritiada en áreas con abundantes 

GIC, aún después de periodos largos de tratamiento. 

Por todo .,sto y otros datos experimentales, desde_ 

un principio se propuso que el ARN de estas partí­

culas estaba bien protegido aunque difícilmente tu 

viera ARNhn (Monneron y Bernhard, 1969). 

Con base en esto último también se mencionó -

que dichas partículas no contenían ARN, y que su -
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reacción positiva a la tinción regresiva del EDTA 

era dada por las proteínas fosforiladas contenidas 

en estos gránulos y no por los ácidos nucleicos 

(Wasse f, 1979). Sin embargo en 1 os ú 1 timos años 

P_uvion y Moyne (1981), al utilizar varios agentes_ 

fisico-químicos que actúan en diferentes etapas 

del metabolismo nuclear del ARN, inducen un aumen­

to en el número y volumen de los gránulos intercr~ 

matinianos lo cual indica que si existe una estre­

cha relación de estas partículas con el ARN. Re- -

cientemente Puvion y col. (1984ª}, al trabajar con 

células aisladas de htgado de r~ta tratadas con un 

anál_ogo de la adenosina: 5-6- dicloro- 1 - B - O• 

-ribofuranosll- benzrmidazole (DRB substancia que_ 

interfiere con el procesamiento inmedtato del ARN} 

más actinomicina 11 0 11 (que inhibe preferentemente -

la síntesis de ARNr) y aplicando radioautografta -

con uridina tritiada como precursor, logran demos­

trar que los gránulos intercromatinianos son si- -

tíos de acumulación y transferencia de ARN nucleo­

lar. Otros estudios en los que se utiliza conjunt~ 

mente -inmunocitoquímica e inhibidores del AR:~ como 

el mismo DRB, muestran que los gránulos intercrom~ 

tinianos y la matriz nuclear son los sitios donde 

se localiza la mayor cantidad de ARNsn-U, lo que. -

relaciona estas estructuras con el procesamiento -

del ARNhl'I (Spector y col., 1983¡ Puvion y col., 

1984ª). 
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También existen evidencias de que los gránulos 

intercromatinianos son parte de una matriz protei­

ca o matriz nuclear, que otros inclusive llaman 

"esqueleto del núcleo" (Comings y Okada, 1976; Mi­

ller y col., 1978; Spector y col., 1983). Este com 

ponente nuclear no solamente serviría de soporte a 

los núcleos interfásicos, 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 rápido -

es necesario ATP y GTP, y al demostrar actividad -

de ATPasa y GTPasa en estas partículas, se apoya-­

ría esta última hipótesis (Bauchawlow y Unger, - -

1977), Por todo lo anterior, estos gránulos en la_ 

actualidad se siguen considerando como partículas_ 

de ribonucte~prote1nas, y con m§s estudros experi­

mentales se con.ocerá mejor su función. 

5) El nucléolo. 

La porcrón del núcleo que srntetiza cerca del 

85 % del ARN celular es el nucléolo, el cual a su 

vez desempeña un papel esencial en la producción -

del ARNr. El nucléolo es el producto directo de la 

transcrlpción del organizador nucleolar, srendo 

éste una región de la cromatina que contiene el 

ADNr y los sitios específicos para la combinación_ 

del ARNr con las proteínas nucleolares (Busch, - -

1977) en las células de eucariontes el número de -

cistrones para el ARNr varía entre 100 y 1,000 que 
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que están ordenados de manera 1 ineal. Por acc!éin -

de la ARN polimerasa 1, el producto de la trans- -

cripciéin de cada cistrón es la gran molécula de 

ARN 45 "S" que a su vez está integrada por una se­

cuencia de 12,000 nucleéitidos (Busch, 1977). 

Esta molécula gigante corresponde al llamado 

ARN pre-ribosomal, la cual por una serie de ruptu­

ras específicas termina por formar a las dos espe­

cies de.ARNr: 28 S y 18 S (Busch y Smetana, 1970}, 

la presencia de estos tipos de ARNr, se demostréi -

por hibridaciéin competitiva. Cuando estas varieda­

des de ARNr se combinan para hibridar con la gran_ 

molécula de 45 S, estas compiten independientemen­

te lo que indica que hay una molécula de cada esp~ 

cie por cada ARN 45 S. Por otros estudios, se de-­

muestra que en esta molécula gigante hay una pola­

ridad definida; así el 28 S estaría en el final 5 1 

y e 1 1 8 5 en. e 1 f i na 1 3 1 
, a Un q U e e S t O p U e de f n V e r -

tirse según la especie estudiada. Además en lamo­

lécula 45 S, existen espaciadores denominados P1,­

P2 y P3; secuencia de nucleéitidos que posiblemente 

actúen como sitios de reconocimiento para las rup­

turas específicas, estos son Jos segmentos que mas 

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

El componente proteico de los nucléolos es 

complejo y muy numeroso, se cuentan con aproximad~ 

mente 200 tipos diferentes de proteínas (Orryck y 
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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 fosfoproteínas; las que actúan 

en el metabolismo del ARNr como las polimerasas y 

endonucleasas; y las estructurales que forman par­

te de las partículas pre-r[bosomales. 

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 

díciones fisiopatológicas que las determinan. Sin 

embargo, a nivel de ultraestructura la morfo logia 

general de este componente se expresa príncipalme~ 

te en gránulos fibras. A parte de la cromatina nu­

cleolar que pudiera estar asociada a estas partic~ 

las, dichas estructuras están compuestas por ribo­

nucleoproteínas (Bernhard y Granboulan, 1968; Unu­

ma y col., 1968). Por los estudios real izados con 

la incorporación de uridina tritiada y los blo­

queos metabólicos con drogas especificas ya menc!o 

nadas, se comprueba que las fibras de 3 a 4 nm con 

tienen gran parte del pre-ARNr recién sintetizado 

y que las mismas fibras pudieran ser la expresión_ 

morfológica del mismo (Bernhard y Granboulan; -

1 963; Bu se h y Smetana, 1970). Con estudios s im r la­

res, más el aislamiento bioquímico de fracciones -

nucleolares, se demuestra que los gránulos con dt! 

metro de JO 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 relación tan estre­

cha entre ultraestructura y composición química es 

de gran importancia, e indica en cierta forma la -

armonía que en última instancia existe entre morfo 

1 o g í a y fu n c i ón • 
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OBJETIVOS DEL TRABAJO. 

En general se acepta que la diferenciación c~ 

lular en los organismos superiores, produce como -

resultado el establecimiento de fenotipos celula-­

res especfficos, cuyas características funcionales 

dependen de la expresión selectiva del genoma. En_ 

sí, el proceso de diferenciación y maduración trae 

consigo cambios metabólicos acentuados, como es la 

síntesis de proteínas específicas, la cual varía -

según la etapa del desarrollo 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: sí~ 

tesis, transporte y procesamiento del ARN (Brlstow 

y Deuchar, 1964; Firtel y col., 1972.). Por lo tan­

to, al comparar las poblaciones celulares diferen­

ciadas con células en vías de maduración, se detec 

tan cambios significativos en cuanto a cantidad a 

tipos de ARN nuclear (Church y Brown, 1972) y posl_ 

blemente también en las estructuras nucleares que_ 

lo contienen. 

En el caso específico del desarrollo del sis­

tema nervioso central, se presenta un modelo com-­

pleto de diferenciación y maduración celular. Este 

parte del tubo neural recién ocluído formado por -

células multipotenclales, de aquí van surgíendo 

progresivamente diferentes líneas celulares, una -
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de estas líneas origina a las neuronas multipola­

res. Durante este pro ce so las cé l u 1 as tienen inte­

racciones múltiples con su rnicroambiente, el cual 

directa o indirectamente regula la expresión del -

genoma y por lo tanto contribuye a la maduración -

de las mismas. Algunas de las modificaciones que -

surgen de esto.último, son lo suficientemente apa­

rentes para ser detectadas como cambios morfológi­

cos. Con base en esto, durante la maduración de 

los neuroblastos, se presentan etapas definidas 

que han sido descritas e identificadas corno de: cé 

lulas matrices, neuroblastos monopolares, bipola-­

res y neuronas multipolares. 

Dentro de este mismo proceso, pero a nivel de 

ultraestructura y composición molecular, se consi­

dera que en última instancia los complejos de rib~ 

nucleoproteínas son el resultado de la expresión -

génica. Por lo tanto, al variar ésta se presume 

que también se modifica la presencia y concentra-­

ción de las diferentes partículas ribonucleoprotel 

cas. Los estudios cualitativos y cuantitativos que 

se han realizado de estas partículas, han sido 

principalmente en células diferenciadas, ya sea 

comparándolas en diferentes estados fisiológicos o 

con otros tipos celulares (Petrov y Bernhard, 197,.1; 

Valkov y Moyne, 1974}. 

Por todo esto, este estudio tiene corno objeti 
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vo-utilizando como modelo células de embrión de 

pollo- cuantificar con métodos estereológicos y es 

tadísticos las variaciones que pudieran presentar_ 

las partículas rlbonucleoproteícas in situ, duran­

te la diferenciación y maduración de los neuroblas 

tos-neuronas. Como el fenómeno de la expresión ge­

nlca implica fundamentalmente la transcdpción del 

ARN, y por lo tanto la capacidad matriz de lacro­

matina para esta actividad; otro de los objetivos_ 

es detectar los cambios de concentración de la ero 

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 matr1z para la srn­

tesi s de ARN (Li ttau y co 1., 1964); esta síntesis 

se 1 leva a cabo preferentemente sobre la cromatina 

laxa o eucromatina. 
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MATERIALES Y METODOS. 

El material biológico consistió de embriones_ 

de pollo (Brown Leghorn) de: dos, cuatro, nueve, -

doce y veintiún días de incubación. Las muestras -

se tomaron preferentemente de 1 a mitad ventral de_ 

la región cervical de la médula espinal de estos -

animales. En los embriones de 2 y 4 días, la fija­

ción se realizó por inmersión; primero por goteo -

del fijador sobre el blastodisco por 15 mtnutos, -

para después extraer los embriones en bloque y ha­

cer las disecciones correspondientes; posteriorme~ 

te los fragmentos se dejaron en una nueva solución 

de fijador durante 2 horas. Los embriones de: 9, -

13 y 21 días, previa incisión del torax y sección 

de la aurícula derecha, se perfundieron por el ven 

trículo izquierdo por medio de una 1 lave de dos 

vías. Las substancias perfundidas se mantuvieron -

a 36 C y fueron: una solución de Ringer isotónica, 

que se pasó hasta que saliera por la aurícula der~ 

cha hasta eliminar la sangre del sistema vascular; 

la segunda, fué la solución fijadora que se perfu~ 

dió hasta que se endurecieran los tejidos, aproxi­

madamente a los 20 minutos. Para terminar, se dise 

có la médula cervical" y se colocaron los fragmentos 

en una nueva solución de fijador durante dos horas 

y media. 

La solucNin nJadora uttllzada fué glutaral--
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dehido (Merck, según Andersonl al 2.5 % diluido en 

cacodilato de sodio 0.19 M. (solución 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 fijación, los fragmentos de te 

j ido sin tctraoxido de osmio e inmersos en sol u- -

ción amortiguadora, fueron separados en dos grupos. 

Un primer grupo se procesó con la finalidad de ser 

incluido en glicol metacrilato polimerizado (GMA); 

el segundo grupo de fragmentos quedó para incluir­

se en EPON 812 y para esto se procedió como a con­

tinuación se describe. 

Previo lavado de los tejidos con el amortigu~ 

dor, se prosiguió con la deshidratación en alcohol 

etílico a concentraciones crecientes. 

Oos baños de 10 minutos en alcoholes de: 70,-
80, 90 y 96 %. 

Dos baños de 20 minutos en alcohol absoluto. 

Dos baños de 20 minutos en óxido de propileno. 

La pre-inclusión fue en una mezcla con la mi­

tad de óxido de propileno y la otra mitad con la -

mezcla propia de inclusión, durante 18 horas a la 

temperatura ambiente. 

Las muestras se incluyeron en una mezcla de -

EPON 812, cuya fórmula es la siguiente: 

Epikote (Merck) --------------------- 10.3 g. 

Anhídrido dodecenil succínico (DDSA)- 9.3 g. 
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Anhídrido 2,3,- metilnorbornendicar-

noxí 1 ¡ co (NMA) ------------------------ 3. O g. 

2,4,6, Tris (Dimetilaminometil 

fenol) (DMP) ------------------------- .33 ml. 

La polimerización se hizo en moldes planos 

que se dejaron en una estufa a 60 C por 18 horas.­

El material fue cortado en Jos ultramicrotomos - -

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

Después de comprobar que Jos tejidos incluí-­

dos en bloques de EPON estaban bien preservados, -

se procedió a cortarlos en el siguiente orden; prl 

mero se obtuvieron cortes semi finos de 0.5 ~m de -

espesor, que se tiñeron con azul de toluidina al -

1% disuelto en agua con borax al 1%, para después_ 

observarlos al microscopio fotónico y determinar -

con precisión la región 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 rej i 1 las de cobre ranuradas con membrana de Fom 

var, Jos cortes quedaron 1 i bres en el centro de 

las rejillas. Posteriormente se hicieron series de 

25 cortes semifinos, Jos 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 teñidos 

según Ja técnica de Bernhard (1969) modificada: 
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5 minutos en acetato de uranilo al 3 %. 
- De 12 a 23 minutos en una solución acuosa del 

ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) al 0.2M 

- 3 minutos en citrato de plomo al 0.3 N. 

Los tejidos post fijado~ en tet raóx ido de os-­

mio, se deshidrataron e incluyeron igual que los 

fragmentos antes mencionados. Se cortaron en los -

mismos ultramicrotomos y se montaron en rejillas 

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 electrónico de - -

transmisión EM-9 A de la casa Zeiss. Después de 

Identificar el núcleo de la misma célula en cada -

uno de los cortes seriados, se procedió a fotogra­

fiarlos en cada uno de los cortes. Para los espec..!_ 

menes de 2 días de incubación, los núcleos escoc¡l­

dos fueron: los que rodeaban la luz del tubo neu-­

ral (periependimarios) y los núcleos de las zonas 

periféricas (periféricos). Para los de 4 días se -

escogieron: los del área periependimaria; una zona 

intermedia que sería la 4a. ó Sa. fila de núcleos 

a partir de la luz del tubo; y por último el área 

correspondiente a la futura asta anterior. Con res 

pecto a las muestras de 9, 13 y 12 días, se foto--



55 

grafiaron los núcleos de las neuronas inmaduras lo 

cal izadas en el asta antertor. Después de revelar_ 

los negativos e imprimirlos en papel, se obtuvie-­

ron las fotografTas a un aumento constante de -

29,400 diámetros. De esta manera, por cada núcleo 

observado se obtuvieron un promedio de 6 microgra­

fías, y por cada área o zona escogida, se estudia­

ron en promedio 12 núcleos. 

Los cortes postfijados en osmio y contrasta-­

dos con uranilo-plomo, también fueron observados -

con el mismo microscopio electrónico. Las microgr~ 

fías se obtuvieron a diferentes aumentos, lo que -

dependió de los campos por estudiar desde un punto 

de vista cualitativo. 

Los parám~tros que se estudiaron y los méto-­

dos estereológicos utilizados para determinar las_ 

variaciones cuantitativas de los núcleos durante -

su diferenciación y maduración, fueron los siguie~ 

tes: 

- Los volúmenes nuclear y nucleolar, se determina­

ron en los cortes semifinos teñidos con azul de to 

luidina, se observaron con un microscopio óptico -

''Axiomat" (Carl Zeiss), con placa de escala micro­

métrica cara medición. Los datos obtenidos se oro­

cesaron de acuerdo a la ecuación de De Hoff, para 

esferas y elipses con una orientación preferencial 

según los casos. Para estimar la fracción del volu 
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men nuclear ocupada por el nucléolo, se hizo el 

promedio de la relación de las áreas nucleolar so­

bre la nuclear. 

- La fracción del área nuclear ocupada por las fi­

bras pericromatlnianas y los gránulos tntercromatl 

nianos. Para estas estimaciones se utilizó la cuen 

ta de puntos de una retícula, que coincidiera con 

los gránulos y fibras div[d[dos por el númaro total 

de puntos que contenía el área de cada núcleo. To­

das estas estimaciones se fundamentan en métodos -

estereológicos bien conocidos (Underwood, 1970). 

- La densidad numérica de los gránulos perlcroma-­

tlnianos, se estimó al contar el númaro total en -

cada foto y se dividió por el área nuclear en la -

que se había contado. 

- Los diámetros de los gránulos pericromatlneanos, 

se midieron en micrografías obtenidas a 15,000 - -

aumentos y amp 1 i f i cadas a un aumento fina 1 de -

150,000 diámetros. 

Con resoecto al otro grupo de fragmentos de -

tejidos de la médula espinal de los mismos embrio­

nes y que no se incluyeron en Epon, fueron orocesa 

dos en el orden que a continuación se describe, 

con la finalidad de que quedaran incluidos en el -

2-hidroxl-etil-metacrilato (denominado también gll 

col-metacrilato o GMA) y poder contrastar prefere~ 

temente la cromatina compacta. A partir del lavado 
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con el amortiguador correspondiente se continuó 

con la deshidratación progresiva para la que se 

usaron concentraciones crecientes del gl icol-meta­

crilato (GMA), diluido en agua bidestilada. 

- 2 baños de 10 minutos cada uno de GMA al 70, 

80 y 97 %. 
- Un baño de 20 minutos de una mezcla 1 :1 de 

GMA al 97 % y con la solución de inclusión no 

polimerizada. 

- Un baño de 20 minutos con la solución de in-­

clusión no polimerizada. 

La solución de inclusión es una mezcla de las 

siguientes substancias: 

- GMA al 97 % ---------------------- 7 ml. 
- Butil-metacrilato ---------------- 2 ml. 

- Peróxido-Benzoico ---------------- 100 mg. 

(Leduc y Bernhard, 1967). 

Se prosiguió con la pre-inclusión, en la cual 

los tejidos se dejaron 12 horas en la solución de_ 

inclusión, la cual oreviamente se prepolimerizó 

con calor requlado obtenido de aqua caliente (baño 

maría). 

La inclusión se realizó en la solución prepo-

1 imerizada, en cápsulas transparentes de gelatina_ 

y colocadas en una cámara cerrada con una fuente -

de luz ultravioleta. La exposición en esta fuente 
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de enerqía se prolongó durante 6 días 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 bnrrotes por pulgada. 

La técnica de tinción para estos cortes, fué_ 

la del ácido fosfotún.gstico (PTA}, desarrollada 

por Vázquez-Nin y col. en 1973, la cual resalta 

las desoxirribonucleoproteínas. 

La solución del ácido fosfotúngst ico al 3 % -

para la tinción del PTA, es: 

- Acido fosfotúnqstico ---------------- 3 g. 

- Acido clorhídrico ~---------------10 ml. 

- Agua bidestilada ----------------90 ml. 

Esta solución se ajustó a un pH de 2.4 NaOH, 

el tiempo de exposición de los cortes montados fué 

de t4 a 30 minutos. 

Las observaciones con el microscopio electró­

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 reglón estudiada se foto 

grafiaron un promedio de 15 núcleos, el aumento 

original dado por el aparato fué d~ 8,400 y la am-
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pliación final en el papel impreso fué de 29,400 -

diámetros. 

Para medir la cantidad de cromatina compacta 

por núcleo, se realizó la sumatoria de todas las -

subáreas ocupadas por dicha cromatína, ya que es-­

tas fueron del imitadas con el cursor de un digita­

lizador unido a una computadora Hewlett-Packard, -

que integra áreas. Después se midió el área nuclear 

y se obtuvo el cociente de esta cromatina entre el 

área nuclear total. Esto da un número relativo de 

la cantidad de cromatina compacta en cada uno de -

1 os núc 1 eos ana 1 iza dos, que en promedio sumaron 16 

núcleos para cada una de las zonas estudíadas (ep~n 

dimaria y periférica de 2 dtas; ependimaría, ínter 

media y periférica de 4 dlas; motoneuronas de as-­

tas anteriores de 9, 13 y 21 días). 

Por último, para d,eterminar las posibles va-­

riaciones de la cantidad de ADN de las células en­

estudio, se practicó la reacción de Feulgen. Para 

esto, los cortes semifinos montados en portaobje-­

tos se sumergieron en las siguientes soluciones: 

HC 1 5N --------- hora a temperatura ambiente. 

Reactivo de Shiff -- 11 11 11 11 11 

Baño sulfuroso ---- 3 enjuagues de 1 minuto. 

Posteriormente se fotografiaron unos 17 nú- -

cleos en promedio de las mísmas zonas anteríormente 

mencionadas, con un fotomicroscopio Amplíval Carl 
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Zeiss (Jena), con película de alto contraste y fll 

tro verde. 

Para obtener la cantld~d de ADN por nQ~leo, ¿ 
los negativos se anal izaron en un densitómetro in­

tegrador de alta precisión IPM-2 Carl Zeiss. A su 

vez, la transmitancia de cada nQcleo examinado, 

se integró en el volumen calculado por los diáme-­

tros mayor, menor y espesor del corte; de esta fer 

ma las cifras obtenidas corresponden a la cantidad 

de ADN expresada en unidades arbitrarias. Para com 

parar esa cantidad con la de una célula diplolde -

normal de pollo, se midieron varias placas de ana­

fase de células matrices en división. 

Los programas para determinar tanto las varia 

cienes de c~Ómatina compacta co~o la cantidad de -

ADN, fueron generados por el. personal del Laborat~ 

rio de Microscopia Electrónica del Departamento de 

Biología de la Facultad de Ciencias de la UNAM; 

ut i 1 izando una mi crocomputado ra 9825T (Hewl et t 

Packard) provista de d['g.italizador, graficador y -

unidad de disco. 
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RESULTADOS. 

l. MORFOLOGlA, 

En los cortes s~mlflnos de embriones con dos 

días de incubación, teñidos con azul de toluldina 

y observados con el microscopio fotónico ya se dis 

tingue la separación entre el tubo neural y el ec-
.... 

todermo superficial. En 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 del tubo se observan células en 

mitosis, (Cajal, 1909-1911}, que funcionalmente se 

comportan como c&lulas matrices (Fujita y Fuj ita,-

1963), El resto de la pared, está integrado por un 

epitelio con células fusiformes de eje mayor per-­

pendicular a la 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 neuroepitelio del tubo, del mesénqui­

ma que le rodea. En esta etapa, aunque se han des­

crito algunos tipos celulares, se considera act~,ª,!. 

ment~ que estas células son funcionalmente matri-­

ces (Fujit.a, 1964). La diversidad ·d~ formas, puede 

deberse a las adaptaciones que presentan estas cé­

lulas durante las diferentes etapas de sus ciclos 

ce 1u1 a res. 

Las observaciones con el microscopio electró-
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nlco se centraron en los núcleos 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. Con_trastados con la tin 

clón del EDTA, que es preferencial para ribonucleo 

proteínas (Bernhard, 1969), los núcleos presentan 

gran cantidad de partículas de ribonuclaoproteínas. 

Las estructuras observadas son principalmente del 

tipo de fibras y gránulos pequeños, distribuidas -

i rrequ 1 armen te que 11 ena buena parte de 1 espacio -

intercromatlniano. Estos elementos se mezclan en-­

tre sí, sin llegar a formar grandes acúmulos. Con 

la tinción del EDTA resalta la ausencia de nrandes 

áreas de cromatina decolorada, por lo que se supo­

ne que buena parte de la cromatina está en fase ex 

tendida; también es notable la baja frecuencia de_ 

los nránulos pericromatinianos en estos núcleos. 

Los núcleos son generalmente voluminosos, tal 

como se observan en la figura 1 b, esto coíncidie!!_ 

do con lo observado en el microscopio óptico. Su -

aspecto es compacto, con escasas áreas claras y 

sin que se desarrolle bien el nucleolonema. Con 

respecto a las partículas fibrilares y granulares_ 

de los nucléolos, no se aprecian diferencias en 

cuanto a su distribución o a que predomine alguna_ 

de ellas, más bien están mezcladas. Los límites no 

s_on precisos, ya que el material nucleolar frecue!!_ 

temente se continúa con las ribonucleoproteinas ex 
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tranucleolares y éstas a su vez pueden continuarse 

hasta la envoltura nuclear. 

No se observan diferencias notables entre los 

núcleos periependimarlos y los períféricos. Sola-­

mente se aprecia que en los primeros los acúmulos_ 

de ribonucleoprote1nas están más concentrados, en 

cambío en los per(férícos la dístribución de la 

RNP es más homogénea y difusa. 

También se observaron los embriones de 2 días 

de incubación con la técnica del ácido fosfotúngs­

tico (PTA) que resalta preferentemente la cromati­

na (Vázquez-Nin y col., 1973). En general, en es-­

tos núcleos se observan acúmulos discretos de cro­

mat[na compacta, local izados de preferencia en la_ 

periféria de los mismos y cerca de los nucleólos -

decolorados. El resto del nucleoplasma, está ocup~ 

do por redes finas de fibr[llas l[geramente posit_!. 

vas a la reacción del PTA (Figura 2}. La disposi-­

ción de la cromatina es semejante en las dos pobl~ 

cienes celulares estudiadas en esta etapa. 

En los embriones de 4 días de incubación, la 

médula cervical muestra la luz ependimaria todavía 

alargada, pero más ·riducida con respecto a su pa­

red (Figura 3 a). En la población celular de la 

región ventral, se distinguen 3 áreas determinadas 

por la pos1c1on y el aspecto morfológico de las c.§.. 

lulas que las constituyen (Fig. 3 a). Con respecto 
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a la primera zona -periependimaria-, las células -

son pequeñas, ovoides, con citoplasma pál(do, nú-­

cleos claros con nucléolos prominentes que alter-­

nan con células en mito·sis. El área intermedia es­

tá ocupada principalmente por los neuroblastos bi­

polares; los cuales presentan aspecto fusiforme, -

núcleos ovoides con nucléolos muy aparentes y bas~ 

filia citoplásmica muy marcada y difusa; la orien­

tación de estas células es perpendicular a la luz 

ependimaria. En la zona más periférica y ventrola­

teral, los neuroblastos son: de mayor tamaño, de -

forma ovoide o poligonal, su citoplasma con basofí 

1 ia intensa y difusa, núcleos más grandes y con 

nucléolos prominentes. Este último conglomerado -

de células corresponde a los neuroblastos multipo­

lares, que conforme van madurando se transforman -

en las neuronas motoras del asta anterior. También 

hay que hacer nptar que en esta etapa de 4 dfas de 

incubación, se tiene un panorama general de la di­

ferenciación y desarrollo de esta línea celular, -

puesto que coexisten en ella las células matrices 

indiferenciadas periependimarias, los neuroblastos 

bipolares que han perdido la capacidad de dividir­

se y los primeros neuroblastos multipolares que 

son más diferenciados. La médula espinal en este -

perfodo, está rodeada por una franja estrecha, pá-

1 ida y de aspecto fibrilar, que corresponde al ve­

lo marginal, futura substancia blanca. 
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La ultraestructura de los núcleos 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-­

dancla y disposición de las ribonucleoprotelnas. -

Como se observa en la figura 3 b, los núcleos celu 

lares presentan abundantes partículas de RNP, pre­

dominando las fibras sobre los gránulos. Esto indi 

ca que prosigue un alto ritmo de transcripción, e~ 

presado por el gran número de ribonucleoproteínas 

que si bien, no tienen la localización típica per.!_ 

cromatiniana, ocupa gran parte del volumen nu­

clear. Los neuroblastos más periféricos se distin­

guen de los bipolares, por el mayor tamaño del nú­

cleo, más dispersión de las r[bonucleoproteínas y 

mayor número de gránulos pericromatinianos. 

El nucléolo disminuye de tamaño, decrece tam­

bién la relación del volumen nucleolar con respec­

to al del núcleo que lo contiene, esto sobre todo 

en los neuroblastos más periféricos. Conforme es-­

tas células van madurando, los nucléolos tienden -

a presentarse con el nucleolonema más aparente y -

con límites mejor definidos (Fig. 3 b). 

Al aplicar a los núcleos celulares de este 

período la tinción del PTA para observar la dispo­

sición de la cromatina, se distinguen algunos cam­

bios importantes. Las células periependimarias pr~ 
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sentan grumos discretos de cromat!na, pero en me-­

nor cantidad que los nOcleos co~respondtentes a 

los 2 días de incubac.ión, su d(sposición es prefe­

rentemente en la peri,feria Y. alrededor del nucléo­

lo. Confo~me se estudian los nOcleos de las capas_ 

intermedias y perifiricas, ~e observa que dismtnu­

ye progresivamente la proporción de la cromatina -

compacta, lo que hace que predominen en el nucleo­

plasma los filamentos finos que !ntegran redes di­

fusas asociadas a fibras 1 igeramente positivas a--­

la reacción del PTA (Figura 4). En los nOcleos de 

los neuroblastos periféricos, existe una que otra 

masa de cromatina compacta gener~lmente asociada -

al nucléolo. 

A los 9 días de incubación, la médula cervical 

de estos embriones muestra c¿mbtos acentu~dos. El 

conducto del epéndimo es casi circular, están ro-­

deados por células pequeñas, con nQcleo obscuro, -

sin figuras de mitosis y que en conjunto ya inte-­

gran un epitelio cilíndrico (Figura 5 a). Las neu­

ronas de las astas anteriores son grandes y basóf~ 

las, con nOcleos pálidos y voluminosos y nucléolos 

pequeños para el tamaño nuclear. El espacio que s~ 

para las neuronas es pequeño, por eso, esta zona -

resalta como un conglomerado muy ce.lular. A su vez, 

la substancia blanca aOn amielínica, rodea comple­

tamente la médula, entre sus, fibras se di:tinguen_ 

·células pequeñas, de escaso citoplasma, con nOcleos 
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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 produ.cir neuroblastos, transfor­

mándose en un epitelio simple de revestimiento - -

(epitelio epindimario). En cambio, las neuronas 

del asta anterior están en vías de maduración, ta~ 

to en el a.spect.o morfológica como en el functonal, 

puesto que ya han ten ido contacto con sus.tejidos_ 

efectores y han real izado sinapsis aferentes con -

fibras nerviosas. 

Por lo tanto, también los cambios ultraestruc 
1 

turales serán tan acentuados c~mo los morfológicos 

antes mencionados. Así, se observa que los núcleos 

de las mot~neuronas en este periodo son volumino-­

sos, este aumento de tamaño se debe a una mayor 

cantidad de nucleoplasma, el cual dispersa todavía 

más el materia·] nuclear. La distribución de las 

partículas de ribonucleoproteínas varia con respe~ 

to a las etapas anteriores. Las fibras pericromat.!_ 

nianas están más segregadas de los gránulos, tien­

den a 'rodear grandes zonas de nucleoplasma o bien, 

a reunirse en islotes irregulares dentro del mismo 

núcleo (Figura 5 b). Gran número de gránulos inter 

cromatinianos t~en~en a agr~parse en acúmulos, ge­

neralmente local izados en el centro de los núcleos 

(Figura 5 b), aunq~e parte de ellos están dispues­

tos en el nucleoplasma junto con las fibras. Los -

gránulos pericromatinianos son muchos más numero~-
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sos que en las etapas anteriores, su distribución 

es irregular, aunque frecuentemente se observan en 

acúmulos de 3 a 5 gránulos, sin una localización -

precisa en el nucleoplasma (Figura 5 b}. Un halla~ 

go notable en los núcleos de estos neuroblastos in 

maduros, es la presencia de gránulos pericromati-­

nianos en estrecha relación con el borde de algu-­

nos nucléolos, en que dan la impresión de que emer 

gieran de este organelo. 

En los núcleos de estas neuronas inmaduras. y_ 

de las etapas siguientes, es dificil observar gra~ 

des masas de cromatina compacta. En parte a esto -

se debe el aumento del nucleoplasma, puesto que 

los segmentos extendidos ocupan mucho más espacio. 

También la disminución de la cromatina condensada, 

da lugar a la distribución irregular de las partí­

culas de RNP, se observan gránulos y fibras peri-­

cromatinianas lejos de los acúmulos de cromatina -

compacta. Aún con la tinción del PTA, casi no se -

distinguen los acúmulos de cromatina compacta, pr~ 

dominan cada vez más las redes laxas de filamentos 

finos dispersos en todo el nucleoplasma. 

En los embriones de 13 días de incubación, 

las neuronas de las astas anteriores de la médula 

cervical, muestran un mayor desarrollo. Así, en los 

cortes semifinos teñidos con azul de toluidina, 

las neuronas son más voluminosas y su citoplasma -

presenta intensa basofíl ia difusa. Los núcleos de 
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estas neuronas son grandes y contrastan con el ci­

toplasma por su claridad debido a su mayor conteni 

do de cariolinfa. El esp<icio que separa a las neu­

ronas -el neuropilo-, es más 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-­

tración de fibras nerviosas de otros segmentos. 

Además en el neuropilo de estos embriones, se ob-­

serva un mayor número de células gl iales y de pe-­

queños vasos sanguíneos que en los embriones de 9 

días. A nivel ultraestructural, se mantiene el mis 

mo patrón de organización de la etapa anterior. 

Las observaciones con microscopio fotónico de 

los cortes de los pollos recién nacidos -21 días-­

muestran que la médula 'cervical ya presenta el pa­

trón general de orqanización de los animales adul­

tos. En los cuerpos neuronales de las astas ante-­

riores, se distinguen los típicos grumos de Nissl 

distribuidos uniformemente en el citoplasma. La 

presencia de estas estructuras, que están formadas 

por grandes acúmulos de ribosomas, indica una alta 

velocidad de síntesis proteica para uso intracelu­

lar. En correspondencia con esto último, los nú- -

cleos celulares son grandes, con abundante cario--

1 infa y casi sin gránulos visibles de cromatina. -

El nucléolo es único, grande, esférico y muy basó­

filo. El neuropilo es más amplio, con grandes va--
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sos sanguíneos y rodeados por más tejido conjunti­

vo perívascular. En cuanto a la substancia blanca, 

esta es más extensa y resalta un gran número de fl 
bras mielínlzadas, Las fibras míelinicas están lo­

calizadas preferentemente en las áreas periféri- -

cas, se observan en los cortes transversales como 

anillos teñidos intensamente por el azul de tolui­

dina. 

En las micrografías de los núcleos de neuro-­

nas pertenecientes a los pollos recién nacidos y -

teñidos con el EDTA, se distingue ei gran aumento_ 

del volumen nuclear con mayor dispersión de las -­

partículas ribonucleoproteícas. Las fibras y los -

gránulos se observan mezclados formando pequeños -

grupos interconectados, que rodean áreas irregula­

res de nucleoplasma (Figura 6). En la mayoría de -

estos núcleos existe un gran acúmulo de gránulos -

intercromatinianos, que es irregular y tiende a lo 

cal izarse en el centro de los núcleos. También se 

aprecia que la cantidad de gránulos pericromatini~ 

nos es mayor, en comparación con todas las etapas_ 

anteriores. Frecuentemente la envoltura nuclear 

presenta pliegues irregulares, algunos de los cua­

les forman invaginaciones profundas en el interior 

del núcleo, algunas de estas invaginaciones se re­

lacionan con el nucléolo. 

Por último, la reacción del PTA en estos nú-­

cleos es apenas positiv~', por la disposición misma 
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de la cromatina semicompacta, la cual está organi­

zada en la red fina aún más dispersa que en las 

etapas anteriores. Tanto que los límites de los nú 

cleos apenas son p_erceptibles por la falta de gra~ 

des masas de cromatina compacta en esa zona. Los -

pocos acúmulos de .cromatina compacta que persis- -

ten, se observan cerca de 1 os nucl eó 1 os o 1 i bres -

en el nucleoplasma. 
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11. ESTEREOLOGIA. 

El análisis cuantitativo del volumen nuclear 

y nucleolar durante la diferenciación de las célu­

las matrices en neuroblastos-neuronas y la madura­

ción de estas últimas, se realizó en los cortes 

semifinos de las médulas espinales de los embrio-­

nes, teñidos con azul de toluidina y observados 

con microscopio fotónico a 3,200 aument9s. 

Al observar el hístograma de la figura 7, se_ 

aprecian cambios en el volumen de los núcleos du~­

rante los diferentes días del periodo de incuba- -

ción. A los 2 días, los núcleos celulares de las 

dos capas estudiadas, no muestran entre si dife- -

rencias manfflestas de su volumen. En esta etapa -

la mayorla de las célul.as son matrices y por lo 

tanto guardan un mismo estado funcional. A los 4 -

df•s, es donde se define la secuenc{a de madura- -

ción en la linea de los neuroblastos. Al partir de 

las células matrices or{entadas hacia el epéndimo_ 

(4 E), seguiría la capa {ntermedia con células ma­

trices y neuroblastos bipolares (4 !} , para termi­

nar con los neuroblastos multipolares· en la perif~ 

ria de las astas anteriores.' éonsiderando estas 

etapas, se observa un aumento progresivo del volu­

men nuclear, este es de menor tamaño en las células 

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 des~iaci6n estándar 

se lmbrin.ca en estos grupos. 

Entre el cuarto y noveno día de incubaci6n, -

se presenta un aumento notable del volumen de los 

núcleos, que es de menos de 120 pm3 hasta el cuar­

to día, llegan a un promedio de 250 }lm3 al noveno_ 

día (Figura 7). Durante este lapso, estas células 

experimentan grandes cambios por estar interaccio­

nando activamente con el medio que les rodea. Así, 

progresivamente se inicia la invasi6n del mesénqu.!_ 

ma, se van esta~eciendo los primeros contactos 

sinápticos aferentes, los axones toman contacto 

con sus tejidos y 6rganos efectores y se forman 

las primeras células gliales. Por todos estos cam­

bios, los neu~oblastos de estos primeros días pa-­

san a ser neuronas en vías de maduraci6n. Poste- -

riormente, esta maduraci6n progresiva de las neur~ 

nas dete,mina un aumento de volumen nuclear tam- -

bién progresivo, tal como se observa durante los -

días 13 y 21 (Figura 7). 

Los cambios del volumen nucleolar, están ex-­

presados en la g_ráfica de la figura 8. Como se ob­

serva, el vqlumen nucleolar muestra dos máximas;' -

una corresponde a las células matrices de ernbrio-­

nes de 2 días y la otra a rnotoneuronas del pollo~ 

recién nacido. En el primer caso, son células ma~­

trices cqn ciclos celulares muy acelerados para du 
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una síntesis de proteínas alta, ribosomas y el co~ 

comitante aumento de los nucléolos. En el último -

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/nú- -

cleo (Figura 9). Así, se distingue que los nucléo­

los ocupan una fracción grande del volumen nuclear 

en las células matrices y por lo contrario, ocupan 

una fracción mínima en las motoneuronas en vías 

de maduración. 

Las pequeñas partículas de ribonucleoproteí-­

nas, como las fibras pericromatineanas y los !lrán~ 

los intercromatinianos, fueron cuantificadas dire_s 

tamente en las micrografías tomadas y amplificadas 

en aumentos constantes. La concentración de las f! 

bras pericromatinianas (Figura 10}, varía signifi­

cativamente al comparar las células matrices y ne~ 

roblastos -2 y 4 días- con las neuronas en vías de 

maduración -9, 13 y 21 días-. Durante las primeras 

etapas en que estas células son más indiferencia-­

das, la concentración de las fibras es estadística 

mente elevada, coincide alrededor del 50% del total 

de cruces en la cuadrícula. Indicando con esto un 

alto ritmo de transcr{pción de ARN por unidad de -

volumen, fenómeno indispensable para duplicar el -
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tamaño celular, como en el caso de los ciclos celu 

lares acelerados que presentan las células matri-­

ces, o bien, para aumentar el protoplasma de los -

neuroblastos. En cambio, en las neuronas inmaduras 

de los tres últimos días registrados, la concentra 

ción de las fibras disminuye aproximadamente al 

30%, lo que coincide con un aumento notable de las 

áreas claras en los núcleos de estas células, 

Los gránulos interr.romatinianos, son las par­

tículos ribonucleoproteícas que menos variaciones 

presentan en cuanto a su concentración en el nucleo 

plasma, puesto que no se encontraron diferencias -

significativas en los distintos grupos estudiados. 

La frecuencia de los gránulos pericromatinia­

nos está expresada en el histograma de la figura -

11. Durante la etapa de células matrices -ependim~ 

ria de 2 y 4 días de incubación- la presencia de -

estas partículas en el nucleoplasma es mínima. Sin 

embargo, en las áreas donde se encuentran los neu­

roblastos más diferenciados, o sea los periféricos 

-2P y 4P- hay un discreto aumento del número de es 

tos gránulos. Pero es en el lapso comprendido en-­

tre los 4 y los 9 días, donde la frecuencia de los 

gránulos paricromatinianos aumenta notablemente 

(Figura 11). Este cambio en el número de gránulos, 

coincide con el aumento del volumen nuclear, en un 

período de tiempo donde los neuroblastos están in-
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teraccionando activamente con el microambiente r¡11e 

les rodea, oara prosequi r como neuronas en vías de 

maduración. Posteriormente a los 13 y 31 días del 

desarrollo, el número de estos qránulos se incre-­

menta proqresivamente junto con el volumen nuclear 

y la maduración funcional de estas neuronas. 

Al observar que en ocasiones los gránulos oe­

ricromatinianos se encontraban aislados o formando 

nequeños acúmulos, ya sea en el nucleoplasma o ce.!:_ 

ca del nuclélo, se estudiaron las posibles dife-­

rencias de tamaño que oudieran tener estas ~artícu 

las en las diferentes zonas antes mencionadas y 

durante el desarrollo. Las mismas mlcroqrafías to­

madas en núcleos a los 4, 9, 13 y 21 días de incu­

bación, se amoliflcaron a un aumento final de -

150,000. Posteriormente se midió el diámetro de 

los qránulos, bien que estuvieran aislados (PA), -

en grupos (pr,), o cerca del nucléolo (PN); también 

en este estudio se incluyeron los gránulos inter-­

cromatinianos. En los resultados obtenidos (Figura 

12), no se observan diferencias importantes entre_ 

los gránulos pericromatinianos en sus diferentes -

localizaciones estudiadas o durante el desarrollo. 

En cambio, si hay diferencias siqnificativas entre 

los pericromatinianos y los intercromatinianos (Fi 

gura 12). 

Cnmo los qránulos pericromatinianos frecuente 
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mente se acumulan en pequeños grupos en el nucleo­

plasma, se realizó un análisis de varianza del ta­

ma~o de estos gránulos en qrupos diferentes en em­

briones de 9 y 13 días (Figura 13). La varianza de 

los diámetros dentro de cada qrupo, fué com~arada_ 

con la varianza de los diámetros entre los qrupos~ 

En 55 gránulos reunidos en 27 grupos de secciones 

no adyacentes pertenecientes a neuronas inmaduras 

en embriones de 9 días, la varianza entre los gru­

pos (2.27.5) se·encontró 4.7 veces más alta que la 

varianza residual de los arupos (43). La probabíli_ 

dad de que estas díferencias ocurran por casual i-­

dad es de P < 0.001. También se obtuvieron dife-­

rencias significativas entre grupos de los mismos 

cortes. 
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Análisis de varianza de los diámetros de los 
gránulos pericromatlnlanos (GPC}, disouestos en dT 
ferentes qrupos en los núcleos de neuronas inmadu~ 
ras de la médula espinal del embrión de pollo de 9 
días de incubación (p(0.001}. 

En la gráfica combinada de la f[gura 14, las 

barras obscuras representan el volumen relativo 

ocupado por el conjunto de 1 as ri bonuc 1 eop roteínas, 

esto es válido sólo cara propósitos meramente com­

parativos. En las zonas y etapas donde predominan_ 

las células matrices y neuroblastos inmaduros de -

2 E y 4 E, la cantidad de RNP se mantiene más o me 

nos constante; pero en el momento en que la dife-­

renciación y la maduración son manifiestas -a par­

tir de 4 P-, la cantidad de ribonucleoproteínas 

aumenta oroqresivamente. En c~mbio, independiente­

mente de la cantidad total de estas partículas la 

concentración relativa de las mismas disminuye de 

las etapas de neuroblastos a neuronas inmaduras. 
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En la figura 14, las barras blancas representan la 

concentración que se expresa en las fracciones del 

volumen total. Esta parte de 1 a qráftca nos indica 

el gran efecto de dilución por aumento del nucleo­

plasma, que se va presentando conforme maduran las 

motoneuronas del asta anterior. 

En el histograma de la fiqura 15, se muestran 

las mediciones obtenidas de las fracciones del es­

pacio nuclear ocupado por la cromatina compacta, -

cuando los cortes finos se tiñieron con el ácido -

fosfotúngstico. Como se observa, la concentración 

de esta cromatina disminuye continuamente desde el 

segundo hasta el último día estudiado. Donde se 

distingue mejor esta secuencia progresiva de la 

descompactación de la cromatina, es entre el cuar­

to y el noveno día del período de incubación. Pre­

cisamente en el lapso donde se transforman las cé­

lulas matrices indiferenciadas (4 E) en neuroblas­

tos bipolares (4 i) y estos en multipolares (4 P), 

para terminar en las neuronas inmaduras del asta -

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

Por último, la gráfica de la figura 16, mues­

tra la cantidad de ADN cuantificada por la técnica 

de Feulgen, tanto en placas de anafase como en los 

núcleos en interfase de las diferentes etapas estu 

diadas. Así, en los neuroblastos multipolares de -

4 días (4 P) como en las neuronas. en maduración de 

9, 13 y 2.1 días, la cantidad de ADN detectada es -
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más constante, puesto que las diferencias no son -

muy significativas entre los mismos (o.4) p)0.2) 

y tambiln semejan má~ a las placas de anafase cua~ 

tificadas. En cambio, en las etapas de células ma­

trices y primeros neuroblastos bipolares (2E, 2P, 

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

con las células anteriormente mencionadas. 
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Figura 1 a. Micrografía óptica del corte transversal de la -
médula cervical de embrión de poi lo de 2 días de 
Incubación; tinción de azul de toluiuina. Capa -
celular ependimarla (e), adyacente a la luz epen 
dimaria; capa celular periférica (p) con su mem::' 
brana llmitante externa; y un segmento de noto-­
corda (d). 290 aumentos. 

Figura 1 b, Micrografía electrónica de núcleo de células ma­
triz de la capa ependlmarla de embrión de 2 días 
de Incubación; contrastado con uranllo-EOTA-plo-. 
mo para rlbonucleoproteínas. Los dos nucléolos -
(n) observados son grandes y compactos. Las ·par­
tículas de rlbonucleoproteínas son abundantes, -
formadas por fibras y gránulos peqUeños dlstrl-­
buldascl rregularmente; no se observanc·graniles:: ·. 
acúmulos de cromatina decolorada, ni 1rán~los pe 
rlcromatlnlano.s. En el citoplasma abundan y re-= 
saltan los rlbcisomas (r)-. 19,000 ·aum·entos;· 
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Figura 2. Micrografía electrónica de célula matriz 
de la capa periférica de embrión de 2 
días de incub~ción, contrastada con la -
técnica del ácido fosfotúngstico para 
cromatina. El núcléolo (n) voluminoso -
se presenta decolorado. Se observan acú­
mu los irregulares de cromatina compacta 
(c}, áreas extensas de cromatina semicom 
pacta (sl junto con zonas menos extensas 
de cromatina extendida (E). 15,000 aumen 
tos. 
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Micrografía óptica teíllda con azul de tolufdfna de 
corte transversal de médula espinal de embrión de 
pollo de 4 días de incubación. La luz ependimarfa­
en hendidura está rodeada por la capa ependímarfa­
(e) con algunas figuras de mitosis¡ la capa lnter':" 
media (í) Integrada por neuroblastos bipolares¡ y 
la periférica (p) con neuroblastos de aspecto frre 
guiar que formarán el asta anterior. 315 aumentos7 

Micrografía electrón fea del núcleo de neuroblasto 
multipolar de la capa periférica del embrión de -
4 d1as, te~ido con uranllo-EDTA-plomo. El nucleólo 
(n) es grande y con nucleolonema bien desarrol fado. 
En el nucleopfasma la concentración de rfbonucleo­
proteínas es elevada, predominando fas fibras (F) 
y los gránulos fntercromatlnlanos (lcg)_, estos úl':" 
timos -forman--un gran acúmulo. 20,000 aumentos. 
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Figura 4. Hicrografla electrónica de nGcleo de 
neuroblasto bipolar de la capa interme­
dia de embrión de 4 dlas de incubación, 
contrastada con ácido fosfotGngstico. -
El nucléolo (n) está parcialmente deco· 
!orado. Los grumos de cromatina compac­
ta son escasos, la cromatina semicompac 
ta (5) es menos abundante y por lo con": 
trario, las áreas de cromatina extendi­
da (E) son más amplias. 14,000 aumentos. 
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Hlcrografía óptica de corte transversal de un seg­
mento ventral de médula cervical de embrión de po-
i lo de 9 días de incubación, teñido con azul de to~ 
luldlna. El epéndimo (e) está configurado como un­
conducto circular. Los cuerpos celulares de las mo 
toneuronas (m) son muy notorios y la substancia 
blanca sin miel in Izar (b) está más desarrollada y 
con abundantes células gl iales. 160 aumentos. -

Hicrografía electr6nica de núcleo de neurona Inma­
dura del asta anterior, teñida con uran llo-EOTA- -
plomo. El nucléolo (n) en corte tragenclal, mues-­
tra el nucleolonema grueso. Los gránulos lntercro­
matinianos forman un gran acúmulo (lcg). Se obser­
van numerosas áreas claras sin partículas de RNP -
(ca). Los gránulos perlcromat inlanos (pcg) son más 
numerosos y algunos rodean a los escasos grumos de 
cromatina decolorada (e); las fibras (F) están más 
dispersas en el nucleoplasma. 20,000 aumentos. 
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Micrografía electrónica de núcleo de mo 
toneurona de pollo recién nacido, con-7 
trastada con uranilo-EDTA-plomo. El nu­
cléolo (n) se observa en corte tangen­
cial, predominan las áreas claras (ca) 
del nucleoplasma con mayor dispersión 7 
de fibras (F) y gránu 1 os intercromat 1-­
neanos ( icg). Se observan pequeños acú­
mulos de cromatina decolorada (c) con -
algunos gránulos pericromatinianos -
(pcg) típicos en la periferia. 18,000 -
aumentos. 
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Cambio del volumen nuclear durante el desarrollo -
de los neuroblastos-neuronas. En !'as abscisas es-­
tán marcados los dfas del oer!odo de Incubación y 
el tipo de células: 2E y 2P capas ependlmarla y pe 
rlférlca ocupadas por células matrices, 2 días de= 
Incubación¡ 4E- capa ependlmaria con células matrl 
ces, 41- capa Intermedia con neuroblastos monopola 
res y bipolares de Cajal y algunas células Matrl-= 
ces, 4P- capa periférica con los neuroblastos mul­
tipolares del asta anterior, todos estos de 4 días 
de Incubación¡ 9- neuronas Inmaduras del asta ante 
rlor del embrión de 9 días de Incubación¡ 13 y 21=. 
neuronas en diferentes etapas de maduración del as 
ta anterior de embriones de 13 y 21 días. La orde= 
nada muestra el volumen nuclear en micras cúbicas. 
El mayor Incremento del volumen nuclear es de neu­
roblasto multipolar· de 4 días (4P) a neuronas lnma 
duras de 9 d!as (9). 
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1 4E 4I 4P 9 13 21 

Gráfica que representa los cambios del 
volumen nucleolar. La abscisa está mar7 
cada igual a la de la figura 7; ordena­
da volumen en micras cúbicas (f3}. El m~ 
yor volumen nucleolar corresponde a las 
grandes motoneuronas de 21 días y des-­
pués a las células matrices (2}. 
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Gráf(ca que relaciona el volumen nucleo 
lar con el volumen nuclear. Abscísas co 
mo en la ftgura 7¡ ordenada fracción -
del espacio nuclear ocupada por el volu 
men nucleolar. El volumen nuclear totaT 
de la ordenada corresponde a la unidad 
(1. 00). 
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Gráfica que muestra la concentración de rlbonucleo 
protelnas contenidas en las fibras perlcromatlnla:' 
nas durante el desarrollo. Abscl sas: dlas de incu­
bación y capas celulares estudiadas como en la fi­
gura 7, Ordenada, frecµencra relativa de las fl- -
bras de RNP expresada por su coincidencia con la -
fracción de los puntos de cruce de una cuadrícula 
circunscrita dentro de su área nuclear. La concen:' 
traclón 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. Gráfica que representa la frecuencia de 
gránulos per[cromat[niano~ durante el -
desarrollo. La abscisa corresponde a la 
de la figura ]. En la ordenada se mues­
tra el número de gránulos por micróme-­
tro cuadrado de núcleo (gr I ~2), en fo 
tografías de cortes de espesor estándar 
(ver materiales y métodos). Es notable 
el incremento de estas partículas en -
las neuronas en vías de maduración (, -
13 y 21 días). 
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Gráfica que muestra el diámetro mayor 
de los gránulos peri e intercromatinia 
nos, local izados como: PA pericromatl­
nlanos aislados, PG pericromat!nlanos 
en grupos en el nucleoplasma, PN peri~ 
cromatinianos perinucleolares e 1 grá­
nulos intercromatlnianos. Abscisa: - -
días y capas estudiadas. Ordenada: diá 
metro de los gránulos en nanometros. -
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Figura 13. Gráfica que muestra el diámetro mayor 
de gránulos pericromatinianos de gru-'::" 
pos diferentes, distribuíd,os en el nu­
cieoplasma y no relacionad~s con el nu 
cléolo, en núcleos de neuronas inmadu::­
ras de embriones de 9 días de incuba-­
ción. Ordenada, diámetro mayor de los 
gránulos en nanometros. 
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Figura 14. Gráfica combinada donde las barras blan 
cas representan la fracción del volumeñ 
nuclear ocupada por partículas de rlbo­
nucleoproteínas (RNP), expresadas como 
puntos de fracción en la ordenada de la 
Izquierda. Las barras rayadas correspon 
den al volumen absoluto ocup·ado por las 
RNP expresado en m1crómetros cGbicos en 
la ordenada de la derecha. Abscisas co­
mo en la figura 7. Aunque la concentra­
ción de dichas partículas disminuye du­
rante el desarrollo, la cantidad absolu 
ta de las mismas es mayor conforme avañ 
za dicho proceso. 
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Figura 15. Gráfica que muestra el área nuclear 
ocupada por cromatina compacta en cé-­
lulas matrices (2E, ZP y 4E), neuro- -
blastos (41 y 4P) y neuron~s en· madura 
ción (9, 13 y 21 días). La ordenada co 
rresponde a el área relativa ocupada= 
por la cromatina compacta que se expre 
sa como el cociente de dicha cromatina 
entre su área nuclear (área nuclear 
total = 1.00). Hay diferencias signifi 
ca ti vas entre 1 os tres t i pos ce 1 u 1 a res 
de esta línea de diferenciación-madura 
cióri, obtenidas por la prueba "t" de= 
Student. 
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Figura 16. Gráfica que muestra los cambios en la -
cantidad de ADN en los núcleos de célu 
1 a s ma t r 1 ces ( 2 E , 2 P y · 4 E) , ne u rob 1 as::­
tos ( 4 1 y 4 P) y ne u ron as ( 9, 1 3 y 2 1 ) 
en comparación con las cantidades de::­
ADN en placas de anafase (número di- -
ploide) de células matrices en divi- -
sión (A). La ordenada·está calibrada 
en unidades arbitrarias. Las células::­
que han dejado de dividirse y son más 
diferenciadas, no muestran diferencias 
significativas con las placas de anafa 
se. 
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DISCUSION 

El proceso de Ja diferenciación celular im!'I.!_ 

ca cambios a diferentes niveles, el más obvio es -

el referente al aspecto morfológico -cambios de 

forma, aspecto, tamaño, tipo de organelos, etc.- -

sin embargo, actualmente se entiende que estas va­

riaciones, en su mayoría son modificaciones tanto 

de su composición química -contenido y tipos de 

proteínas, Jínidos, etc.- como del metabolismo de 

las células que están en el proceso de diferenc'ia­

ción. Para que esto suceda, es indispensable Ja 

participación directa del genoma de las células 

correspondientes, que con la expresión o reoresión 

de genes específicos, determinan gran parte de es­

te fenómeno fundamental en el desarrol Jo de Jos or 

ganismos multicelulares. Como los núcleos celula-­

res son las estructuras que contienen el material_ 

genético implicado en este proceso, se justifica -

el análisis cuantitativo de las características de 

dicho componente celular. Precisamente los hal Jaz­

gos más importantes del presente estudio, muestran 

que Jos núcleos interfásicos durante la diferencia 

ción de Jos neuroblastos y Ja maduración de las 

motoneuronas varian o~tensiblemente, tanto en su -

conformación general, como en alqunas de las estruc 

turas que Jo inteqran. Dichas modificaciones están 

íntimamente 1 igadas y relacionadas con alqunos - -

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

El estudio de los núcleos celulares en embrio 

nes de pollo de 2 días de incubación, corresponden 

a la capa neuroectodérmica primitiva del tubo neu­

ral recién formado. Desde las investiqaciones rea­

l izadas con microscopía óptica (Sauer, 1936), mi-­

croscopía electrónica (Fujita y Fujita, 1963), con 

la medición del contenido del ADN (Sauer y Chitte.!!_ 

den, 1959) y con la radioautografía (Fujita,1964); 

se indica que en esta etapa la pared del tubo está 

casi totalmente formada por células matrices; las 

cuales presentan el ciclo celular acelerado, con -

las correspondientes mitosis, que multiplican así 

la población celular del tubo neural prtmitivo. 

Estos conceptos fundamentales de la homogenel 

dad relativa de las células matrices, concuerdan -

con los resultados obtenidos en el presente traba­

jo. La separación 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-­

cripción -expresado en la concentración de fibras 

pericromatinianas- y en general, no varía la cantl 

dad y concentración de las ribonucleoproteínas. 

Solamente en los núcleos periféricos se observa un 

aumento de los gránulos pericromatinianos y un ma­

yor contenido de ADN. En el caso de los qránulos,­

más que un indicio de diferenciación celular, este 
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efecto podría deberse a un incremento de los mis-­

mos en alguna etapa del ciclo celular, como lo se­

ñalan Erlandson y Harven (1971). Una causa semeja~ 

te se puede señalar para el ADN, pues~o que al fi­

nal de la etapa 11 5 11 y en la "G2" del delo 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 relación 

nucleolar/núcleo, un ritmo elevado de transcrip- -

ción, con grandes áreas de cromatina compacta y p~ 

siblemente una síntesis de diversas proteínas, ca­

racterística de células que sin aumentar su volu-­

men protoplásmico, ni presentar diferenciación mor 

fológica alguna, genera nuevas células. 

Se han descrito ampliamente los cambios funda 

mentales de la diferenciación de las células matri 

ces hacia los neuroblastos primitivos. Ya Caja! 

(1909-1911), con técnicas de impregnación argénti­

cas describe las transformaciones progresivas que_ 

presentan dichas células. Fujfta y Fujita (1963) y 

Lyser (1968), señalan que uno de los primeros sig­

nos de diferenciación a nivel de ultra estructura 

es el desarrollo de los sistemas de membrana intra 

celulares. Sin embargo la técnica que con más apr~ 

ximación define el paso de célula matriz a neuro--



100 

blasto es la autor.radiografra, por la incapacidad_ 

de estos últimos de duplicar su ADN y por no incor 

parar timidina tritiada (Fujita, 1964; Langman y -

Haden, 1970), esto es un aspecto básicamente fun-­

cional. 

Al relacionar los resultados obtenidos con lo 

expuesto anteriormente, resalta que las capas pe-­

riepend ima rias de embriones de pollo de 2 y 4 días 

presentan diferencias entre sí. En la población 

celular perieoendimaria de 4 días, el volumen nu-­

cleolar es significativamente menor y la compacta­

ción de la cromatina disminuye a un tercio de su -

valor con respecto a las células correspondientes 

de dos días; en .ambos casos la pro babi 1 idad de 

error es menos del uno por mil (P <0.001 obtenido 

a partir de la prueba 11 T11 de Student). Esto podría 

indicar que la población de células matrices a los 

4 días ya no fuera tan homogénea como en el perio­

do anterior; puede suceder que la diferenciación -

a nivel de expresión génica, se presente inmedia.t~ 

mente después a la etapa post-telofástca, pero de~ 

tro de la misma capa germinal, en lo que Fujita 

(1364) considera como la zona intermedia. En este 

caso, la reducción del volumen nucleolar y la des­

compactación de la cromatina sin que se modifique 

el volumen nuclear que se detectó en el presente -

trabajo, pueden ser signos primarios en la diferen 

ciación de los neuroblastos, que ocurren antes de 
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los cambios morfológicos (Cajal, 1909-1911) detec­

tados a microscopia fotónica, de la ultraestructura 

(Fujita y Fujita,_ 1963) y quizás a las mismas modi 

ficaciones del ADtL Esto también se apoya en el he 

cho de que en .los neuroblastos bipolares que son -

más diferenc!ados, el volumen nucleolar sea menor_ 

y la descompactación de la cromatina más acentua-­

da. 

El estudio de las 3 zonas -4 E, 4t y 4P- en -

la médula de embriones de 4 días (figuras de la 7 

a la 11 y la 15), muestra los cambios que pudieran 

suceder al comparar células matrices con neuroblas 

tos y las diferentes variedades de estos entre si; 

aunque el paso de células matrices a neuroblastos 

prácticamente se analizó al comparar las capas - -

ependimarias de 2 y 4 días. Al observar las fotomi 

crografías de la capa intermedia (4 1), se distin­

gue que está constituida por neuroblastos bipola-­

res, 1 os cua 1 es han des a rro 11 ado más sus sistemas 

de membranas (Fuj ita y Fuj ita, 1963) y otras es- -

tructuras como los neurotúbulos y neurofilamentos 

(Vázquez-Nin y Sotelo, 1966). En cambio la zona 

periférica (4 P), está formada por neuroblastos 

multipolares, en los que destaca el desarrollo del 

árbol dendrítico y el c_recimiento del axón en el -

mesénquima circundante (Barren, 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 ribonucleoproteínas, una 

mayor descompactación de la cromatina con un lige­

ro aumento del volumen nuclear: esto último sugie­

re que al desenrollarse la cromatina compacta, no 

causa un aumento proporcional del volumen nuclear. 

Este resultado es de por sí un hallazgo de impor­

tancia en biología 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 c~m 

bios de volumen nuclear escapan a la presente in-­

vestigación. 

Entre el cuarto y noveno día del período de -

incubación, se presentan una serie de eventos esen 

ciales para el desarrollo y funcionamiento del si~ 

tema nervioso de estos animales. Así, la mayoría -

de los axones de los neuroblastos, han tomado con­

tacto funcional con las células musculares corres­

pondientes (Cajal, 1909-1911; Barron, 1946). Prec.!_ 

samente aquellos neuroblastos que no contactaron -

con células efectoras, degeneraron y murieron (Le­

vi-Montalcini, 1950; O'Connor y Wyttenbach, 1974;­

Hamburger, 1975), hecho que confirma el efecto tró 

fico de los tejidos efectores hacia los neuroblas­

tos en desarrollo. En este 1 apso, es cuando los 

contactos sinápticos -príncipalmente los axodendrí 

ticos- ya se observan aunque no del todo maduros,­

en las motoneuronas de la regíón cervícal (Stelez-
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ner y col., 1973). Igualmente en este periodo apa­

recen conexiones funcionales propio espinales -

(Oppenheim, 1975). El mi croamb iente que rodea a es 

tas células también se ha modificado: el neuropilo 

es más amplio, se distinguen las primeras células 

!'.lliales y se inicia la vascularización de la re- -

gión (Martin y Li¡ngman, 1965). Por lo tanto, es en 

esta etapa cuando el tipo celular que nos ocupa 

presenta las características 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 motoneuron·a 

inmadura, causa modificaciones notables en la con­

formación y la estructura de los nGcleos celulares. 

En este Intervalo de tiempo -de los 4 a los 9 -

dTas- es c~ando el volumen nuclear aumenta signif! 

cativamente, con la mayor diferencia estadística -

de todas las etapas que se estudiaron. El mismo fe 

nómeno se observa en la frecuencia de los gránulos 

pericromatinianos. Como se ve al analizar la rela­

ción del volumen nuclear con la proporción de la -

cromatina compacta, no existe paralelismo entre 

ambos ya que hay una descompactación de la cromati 

na muy significativa durante el paso del célula ma 

triz ~ neuroblasto antes de que se infcie el aumen 

to más notable del volumen nuclear. Por lo tanto,­

se podría considerar la ex[stenc[a de tres etapas_ 
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en cuanto a la configuración y la expresión génica 

de cada uno de estos tipos celulares. 

Primero. en las células matrices donde la com 

pactación de la cromatina es máxima, con abundan-­

tes fibras pericromatinianas, en un volumen nu­

clear pequeño y casi sin gránulos pericromatinia-­

nos. Esta reducida cantidad de cromatina extendida, 

debe transcribir ARN que de inmediato saldría del 

núcleo para la síntesis de diversas proteínas nece 

sarias en la división celular y que de hecho no 

se almacenarían, sino que se repartirían en las cé 

lulas hijas. Por cierto, la abundante síntesis de 

proteínas en este período, implica el gran volumen 

nucleolar, otra de las características de esta prl 

mera e ta ca. 

Segundo, en los neuroblastos donde la descom­

pactación de Ja cromatina es siqnificativamente ma 

yor en un pequeño volumen nuclear. En este caso 

se pensaría que el aumento de la cromatina extendi 

da fuera propio de células que han iniciado cam- -

bios intrínsicos en la configuración de su genóma, 

previos e indispensables para determinar un mayor 

trabajo metabólico que implica la especialización_ 

celular de esta línea. Lo anterior apoyaría lo ex­

puesto por O'Connor y Wyttenbach (1974), de que la 

muerte espontánea de los neuroblastos no estaría -

programada genéticamente, como lo mencionó Saunders 

(1966), sino más bien, este control genético estríe 
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to se ejerce: en la proliferación de células neuro 

epiteliales, en la dlferenc_iación_ inicial de los -

neuroblastos y en los cambfos preparatívos de la -

cromatina descritos en este trabajo. Precisamente_ 

al no haber la interacción me_taból i,ca con los tej.!_ 

dos efectores, se trastornarTa ·p;ofundamente el me 

tabol ismo -como la falta de síntesis de ARN- por 1 

lo que sobrevendría la muerte de estos neuroblas-­

tos (Levi-Montalcini,_ 1964; 0 1 Connor y Wyttenbach, 

1 974). 

Tercero, en las neuronas Inmaduras donde el -

trabajo metabólico elevado necesita la expresión -

de muchos genes y/o la expresión muy_ rápida de - -

unos pocos probablemente redundantes; en cualquier 

caso, se necesita que los segmentos de eucromatlna 

sean más extensos, se agrega además la acumulación 

de metabolitos y del mismo ARN que pueda almacena.!:. 

se o de_g rada rse, todos estos facto res pueden ser -

los que modifiquen el volumen nuclear. 

Es probable que la última etapa sea mediada -

y/o influida por los factores tróficos del medio -

ambiente. Aunque se duda y dlsc~te, si la diferen~ 

ciación y migración ~e algunos neuroblastos depen­

de de las conexiones aferente's (Peusner y Morest,-

1977), existe por lo contrario un buen número de -

estudios que apoyan la influencia metabólica a ni­

vel molecular de las conexiones sinápticas en la -

supervivencia (Levi-Montalcini, 1949) y desarrollo 
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(Black y col., 1972; Black y G.e.en, 1973) de otros_ 

neuroblastos. Por lo tanto, los últimos resultados 

de los cambios nucleares en el presente trabajo 

sugieren que los efectos tróficos y metabólicos 

tran~-sinipticos en el desarrollo de las neuronas, 

sean debidos a una acción recíproca con la expre-­

sión de genes •. 

Posterior a los 9 días de incubación y al 1 le 

gar el momento de la eclosión,. las motoneuronas 

prosiguen con el crecimie~to.del axón, el cual se_ 

alarga por acompañar el desar .. rollo. mismo del em- -

brión. En este peribdo de tiempo, ~1 número y mad~ 

ración de las sinpasis aumenta considerablemente -

(Oppenheim y col., 1975), y se establecen las .. si-­

napsis axo-somiticas. Igualmente la actividad bio­

eléctrica y la consecuente motilidad embrionaria,­

presenta importantes ca~bios cualitativos y cuant,!._ 

ti vos (Provine, 1972). La miel inización de los 

tractos nerviosos se detectan desde el día 14, con 

un mayor incremento entre los 18 y 21 días de incu 

bación (Caja!, 1909-1911; El-Elshi, 1967). Es indu 

dable que la persistencia de estos fenómenos inci 

de en la mad.uración de las motoneuronas, lo que r~ 

dunda directamente en: el aumento continuo del vo-
' lumen nuclear. Ja descompactación de la cromatina 

y en los otros parimetros estudiados. Precisamente 

entre los 13 y 21 días, es donde suceden 1 os mayo­

res incrementos de la descompactación de la croma-
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ti.na y del volumen nucleolar. Estos fenómenos son 

concomitantes a la elevada sintesis proteica de_ 

células realmente gígantes por la longitud de su -

axón y a la mielinización intensa durante el perio 

do mencionado. Por últ!mo, es en el día 21 donde -

se detecta el m§ximo volumen nucl~ar y la mayor 

descompactación de la cromatina con el correspon-­

diente aumento de la eucrom~tina y por lo tanto 

una transcripción elevada. Si bien, gran parte del 

ARN transcrito posiblemente pase al citoplasma, 

otra parte o se metabol iza en los nucleos o se in­

corpora a las particulas ribonucleoproteicas, dato 

que se confirma por el notable incremento en el nú 

mero de los gr§nulos pericromatinianos. 

El comportamiento de las partlculas rlbonu- -

cleoproteicas durante la diferenciación y madura-­

ción de esta linea celular, pre~enta notables. va-­

riaciones que se correlacionan con las d~ferentes_ 

etapas morfofuncionales de dicho proceso. La tran! 

cripción, una de las actividades fundamentales de 

la expresión g~nica, se considera que tiene como -

expresión morfológica a las fibras pericromatinia­

nas. Estas afirmaciones si;:_ basan en: descripciones 

morfofuncionales (Monneron y Bernhard, 1969), estu 

dios con radioautografia (Fakan y col., 1976; Pu-­

vion y Moyne, 1978), la inhibición y/o estimula­

ción de la síntesis de ARN (Petrov y Bernhard, - -

1971; Nash y col., 1975) y a la correlación bioqu.!_ 
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mica-morfológica (Bachellerie y col., 1975). Por -

lo tanto, el estudio cuantitativo.de las fibras 

pericromatinianas permite evaluar indirectamente -

la misma transcripción. 

Desde ese punto de vista, en 1.os núcleos de -

las cllulas matrices los cuales contienen una alta 

concentración de fibras pericromatinianas, qrandes 

áreas de cromatina compacta y por lo mismo menor -

proporción de eucromatina; la transcripción es ele 

va da con 1 a pos i b i 1 i dad de que buena parte de 1 ARN 

pase de inmediato al citoplasma, dada la escasez -

de gránulos pericromatinianos donde este ARN se p~ 

dr.ía almacenar. En los neuroblastos bipolares y 

monopolares, la concentración de fibras pericroma­

tin!anas se mantiene prácticamente igual, aunque -

la descompactación de la cromatina es significati­

vamente mayor. Si a esto se aqrega que la cantidad 

de fibras permanece casi estable, puesto que no ha. 

variado el tamaño nuclear, se podría expresar que_ 

efectivamente en la etapa de neuroblasto la confi­

guración de la cromatina se ha modificado, no tan­

to por la síntesis inmediata de ARN, sino más bien 

como un estado previo al gran cambio que se sucede 

a continuación. En las. neuronas inmaduras se pre-­

senta el efecto de dilución de las fibras por el -

m~yor tamaño del núcleo, sin embargo, la transcri.E_ 

ción y por la cantidad absoluta de las fi.bras, au­

menta continua y progresivamente. Esto está de 
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acuerdo con una mayor proporc1on de cromatina ex-­

tendtda, necesaria para el intenso trabajo metabó-

1 ico de estas células en desarrollo, que como se -

mencionó son ya influidas por factor~s del mlcroam 

biente como la sinaptogénesis. 

Las otras partículas estudiadas corresponden 

a los gránulos pericromatinianos (G.P.), estructu­

ras evidentes y constantes e~ los núcleos celula-­

res di. los eucariontes. Numerosas observaciones y_ 

trabajos han demos~rado que contienen, alma~enan -

y/o transportan ARN preferentemente extranucleolar, 

sea mensajero o heterogéneo (Vázquez-Nin y Bern- -

hard., 1971; Puvio~ y col., 1977; Vázquez~~in y col. 

1979-b). Por lo tanto, su número depende en espe-­

cial del balance entre la síntesis del ARN no. ~u-­

cleojar y su degradación y/0
1 
transporte hacia el -

citoplasm~. Gran parte del copoitamiento de díchos 

gránulos, ya se ha discutido al caracterizar algu­

nas etapas en la diferen~iaci6n y maduración de es 

ta línea celular. Sin ~mbargo, resalta su escasez_ 

en las primeras etapas -como en células matrices y 

neuroblastos. Por lo contrarip, entre los dlas ~ y 

9 de incubación -durante la 'transformáción de neu­

roblasto a neurona inmadura- hay un gran aumento -

de los mismos, este incremento es proqresivo en el 

resto de los días anal izados. 

Con base en esto, se podría considerar que 

existen situaciones de expresión génica y funciona 
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les algo diferentes entre las células mat.r_ices y-. 

las neuronas inmaduras. Como la actividad primor-­

dial de las primeras es la duplicación celular en_.: 

corto tiemp.o, es posible que este fenómeno imponga 

con respecto a la transcripción y al transporte 

del ARN, el que sea. más favorable a esto Qltimo y_ 

por lo tanto, la formación de los gránulos pericr~ 

mati_n ianos es escasa. Como datos de apoyo a esta -

i_nterpretación, destacan los resultados obtenidos 

por Vázquez-Nin y col. (1978 y 1979-b} al modifi-­

car el egÚilibrio: transcripción/tninsporte por 

supr,esión e indu~·ción hormonal, tanto in si tu como 

in vitro. En estos experimentos se forman más grá­

nulos si el ritmo de tran~cripclón es mayor que 

el transporte y su número disminuye si se invi_erte 

la situación. Cuando la,s neuronas inmaduras expre­

san sus genes específicos, que a su vez determinan 

las caractertsticas fenottpi~as de estas células -

altamente especializadas, el nuevo equilibrio es a 

favor de la transcripción lo que permite.un ~lmac~ 

namlento del ARN especifico y favorece la integ.ra­

ción de más gránulos pericroma_tinianos. En los ne!:!_ 

roblastos, aunque se ha definido su línea de dife­

renciación, no han adquirido del todo las caracte­

rtsticas genéticas y funcionales propias de las 

neuronas, son células poco diferenciadas que acumu 

lan escasos gránulos pericromatinianos, como en 

las blastómeras de blástulas de rata en etapa de -

más de 16 células (Fak..an y Odartchenko, 1980); lo 
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.que co[ncide con la hip~tesis de que a menor dife­

renciación, menor número de estas partículas (Váz­

quez-Nin y col., 1980). 

El estudio detallado de los gránulos pericro­

matin[anos, permitió disting~ir diversas formas 

de distribución de estos en el nucleoplas.ma¡ po- -

dían estar aislados, o formar pequeños grupos o 

bien estar relacionados con el nucléolo. En este -

mismo estudio se planteó la posib,il[dad, _de que 

existiera al~una relación enire los G.P. y los gr! 

nulos intercromatinianos. De los resultados obteni 

dos al resp_ecto, se puede concluir: Primero, que -

aunque existan fluctuaciones en el tamaño de los -

G.P., no hay diferencias estadísticas en cu~nto a 

su posición o volumen dur .. ante el desarrollo embdo 

nario. Segundo, se demuestra una cferta cqnstancra 

de la presencia de los gránulos asociados al nu- -

cl¡olo. Esto tiene importancia porque va~io~ estu­

dios informan de la presencia de estas estructur~s 

solamente bajo co~dicJones experimentales que tra~ 

tornan el metabolismo del ARNr, o al mismo nucléo­

lo (Recher y col., 1971; Puvion y col., 1977). Por 

lo tanto, en este trabajo donde se conslder~ron a~ 

pectes no.rmales del desarrollo embrionari,o,' se s_u­

giere que estos gránulos asociados al nucléolo, 

pueden desempeñar alqún papel en el metabolismo y 

el transporte del ARNr en condiciones ordinarias -

de este período, o bien, una relacicSn. entre el ÁRN 
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extranucleolar contenido en los G.P. y los nucléo­

los. Esta es una fuente para investigaciones post~ 

rieres dirigidas a esclarecer dichas estructuras. 

Tercero, por este mismo .. estudio estadístico, 'se 

comprueba que no hay continuidad alguna en las di~ 

tribuciones de tamaño de los G.P. y la de los grá­

nulos intercromatinianos; este dato es importante_ 

p?rque rebate la hipótesis de que los gránulos Re­

ricromatinianos se originen de los [ntercromatinia 

nos. 

La presencia ·de pequeños grup~s de gránulos -

pericromatinianos en el nucleoplasma no relaciona­

dos con el nucléolo, sugirió la posibilidad de que 

cada miembro de un grupo tuviera un origen común y 

que a su vez, los grupos se originarían en sitios 

diferentes. Esta sospecha se basa en el trabajo ex 

perimental de Vázquez-Nin y Bernhard (1971}, en 

donde se demostró que los gránulos de los an!llos 

de Ba·lbiani de Jos cromosomas politénicos de Chiro 

~· tienen el mismo tamaño, ultraestructura y -

prop!edades citoquímicas que los ~ránulas pericro­

matin ianos. Asimismo mostraron con radioautogra-­

fía que los gránulos de los anillos de Balbiani, -

se originan en segmentos específicos de cromatina 

transcripcionalmente activa como son los hincha--­

mientos o "Puffs" y que los gránulos de un hincha­

miento difiere del tamaño de Jos gránulos origina­

dos en otros siiios de c~omatina activa. Sin embar 
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go,, ~lngún estudio había informado si algo similar 

suc~ede con los G.P. de. núcleos celulares de los 

vertebrados. En este ~studio al real izar el anál i­

sís estadfstlco de la varianza de tamaAo de los G. 

P., se encontró simi 1 itud en los diámetros de grá­

nulos del mismo grupo, sobre todo en las etapas 

en que se detectó un gran aumento de los mismos. 

Estos resultados apoyan la hipótesis de que -

tanto los gránulos de los anillos de Balbíani, co­

mo los gránulos pericromatinianos son partículas -

de ribonucleoproteínas de tamaAo especffico en 

cuanto a su localización, o sea que los grupos se 

originen en loci determinados como resultado de 

la transcripción de génes específicos, propíos de 

células diferenciadas. Este concepto también apoya 

lo ya expresado en diferentes trabajos, de que es­

tas partículas almacenan y/o transportan ARN prem~n 

sajero o men~ajero. 

En cuanto a los gránulos intercromatinianos -

(G.I.), fueron las partículas que menos varíacio-­

nes tuvieron durante el desarrollo embrionario. Es 

ta uniformidad relativa se puede explicar por est~ 

dios experimentales en los que se comprueba que di 
chas partículas no se relacionan directamente con 

la t·ranscripci6n y/o el transporte del ARN de nue­

va síntesis (Fakan y Bernhard, 1971; Wassef, 1979), 

pueden estar más bien implicados en otras funcío-­

nes como la de formar parte del "Armazón nuclear" 
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(Com.ings,, .Y Okada, 1976; M!ller y col., 1978; Pu-.­

vion Y .. col., 1984 b). ·Por lo tanto, estos gránulo-s 

no estarían expuestos a las grandes variaciones que 

implica la síntesis de los ácidos nucleicos duran­

te la diferenciación y maduración celular. 

Para finaliza.r, al consi.derar la cantidad'de 

ADN por núcleo cuantificada por la técnica de -

Feulgen, resaltan dos aspectos importantes. Prime-­

ro, en las etapas y sitios donde se encuentran las 

células matrices y neuroblastos primitivos -2 E, ~ 

2P, 4 E y 4"1-, la proporción de ADN es mayor y su 

distribución más irregular en comparación con las 

neuronas inmaduras de etapas posteriores. Segundo, 

en estas últÍmas -4P, 9, 13 y 21- la cantidad de -

la substancia estudiada varía menos y por lo tanto 

es más constante, siendo similar a la placa de an~ 

fase que representarla el número diploide en este 

tipo celular. Para la interpretacíón del p.rimer f=._ 
nómeno, hay que referirse a la actividad y función 

de las células matrices en el ciclo celular, las -

cuales por sus constantes mitosis necesariamente -

duplican su ~.DN. Por lo tanto en estas primeras 

poblaciones, posiblemente se encuentren muchas cé-

1 ulas matrices en etapa de postdupl lcación con un 

contenido mayor de ADN. En apoyo de esto, es que -

la proporción más alta de ADN es en 2P que corre~ 

ponde a la zona de duplicación del ADN (Sauer y 

Chittenden, 1959). A partir de los neuroblastos 
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mu.ltipolares -4P- y continuar con las neuronas en 

maduración, ya no hay diferencias significativas -

en cuanto a la cantidad de ADN; aunque el volumen 

nucleolar aumenta de tamaño y disminuya la propor­

ción de cromatina compacta. Esto apoya el concepto 

de que estas células diploides durante la diferen­

ciación y maduración, las modificaciones de su 

cromatina no son debidas a cambios en la cantidad 

de ADN, sino más bien a variaciones en la conforma 

ción de la misma cromatina, producidas por las CO!:!_ 

diciones que implica la transcripción del ARN para 

las necesidades metabólicas de las motoneuronas. 
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CONCLUSIONES. 

1.- Los núcleos celulares en interfase durante la 

diferenciación y maduración de las células matri-­

ces en neuroblastos y de estos en neuronas, prese!:!_ 

tan variaciones en cuanto a su conformación y en -

algunas de las estructuras que lo constituyen, co­

mo las partículas de ribonucleoproteínas. 

2. - Por la metodología uti 1 izada en el presente 

trabajo, se pueden caracterizar dentro de esta lí­

nea celular tres etapas en cuanto a: la conforma-­

ción general de sus núcleos, la configuración de -

su cromatina y el ritmo de expresión génica; esto_ 

coincide con los aspectos morfológicos y funciona­

les ya descritos, dichas etapas son: 

-Primera la de células matrices, caracteriza~­

das por: un gran volumen nucleolar, máxima compac­

tación de la cromatina, un ritmo de transcripción 

elevado que se deduce del alto número de fibras, -

el escaso número de gránulos pericromatinianos y -

todo esto en un reducido volumen nuclear. 

-Segunda, la de los neuroblastos con una des-­

compactación significativa de la cromatina sin au­

mentar el volumen nuclear, reducción del volumen -

nucleolar acompañado de un alto ritmo de transcriR 

ción. 

-Tercera, la de neuronas inmaduras con gran vo 
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lumen nuclear y nucleolar, alta proporc1on de cro­

matina laxa; aunque dispersa, gran cantidad de fi­

bras pericromat in ianas y un gran número de gránu-­

los pericromatinianos. 

3.- Según las características mencionadas las cé­

lulas matrices y su contenido en ADN, se corrobora 

que la médula espinal cervical del embrión de po-­

llo de 2 días de incubación y la capa ependimaria_ 

de 1 de 4 d1a s, están formadas por este t tpo celúlar. 

4.- Por lo mismo, en etapas más avanzadas -4 días­

se infiere que la llamada capa germinal ya no es -

tan homogénea, por la posible diferenciación inme­

diata de los primeros neuroblastos. En este estu-­

dio se demuestra que la transición de células ma-­

triz a neuroblasto se manifiesta por la disminu- -

clón del volumen nucleolar y la descompactación de 

la cromatina dentro de un volumen nuclear que no -

ha modificado su tama~o. 

5.- Igualmente 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 más acentuados se 

presentaron durante la transición de neuroblastos 

a neuronas inmaduras, con notable aumento del volu 

men nuclear, mayor descompactación de la cromatina 

y gran incremento de los gránulos pericromatinia--
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nos. Son factores deéisivos para esto, la influen­

cia del microambiente y los contactos sinápticos -

entre otros. 

7.- Se comprueba la presencia de un alto número de 

gránulos pericromatinianos en las células más dife 

renciadas como las neuronas inmaduras, en contrap~ 

sición a la baja frecuencia de los mismos en las -

células poco diferenciadas como las células matri-

ces. 

8,- Se comprueba Ja presencia de gránulos pericro~a 

tinianos asociados al nucléolo, durante el desarr~ 

lle de estas células; sugiere esto que dichos grá­

nulos estén relacionados con las funciones del mis 

mo nucléolo. Este hallazgo es significativo por Jo 

reportado anteriormente, en el sentido de que es-­

tas estructuras solamente se forman en condiciones 

de trastornos experimentales del ARNr o de los nu­

c 1éo1 os. 

9.- Se comprueba que no existe continuidad de tam! 

ño entre los gránulos pericromatinianos e intercr~ 

matlnianos, esto apoya el concepto del origen inde 

pendiente de cada una de estas estructuras. 

10. Como resultado de mediciones apropiadas y de -

métodos estereológicos y estadísticos adecuados 

real izados en el presente trabajo, se demuestra 

que los gránulos pericromatinianos encontrados en 

grupos pequeños, tienen un ar igen común y a su vez, 



119 

estos grupos se forman en sitios diferentes. Estos 

resultados juntos con los obtenidos de estudios en 

los gránulos de los anillos de Balbiani de cremoso 

mas pol 1ténicos de Chironomus, plantean la hipót~ 

sis de que dichos grupos se forman en loci bien -

determinados, como resultado de la expresión de q~ 

nes precisos y por lo tanto, almacenan y/otranspo~ 

tan segmentos específicos de ARN premensajero o men 

sajero. 

11. En este estudio se comprueba la relativa cons­

tancia de la cantidad de ADN en células ya difere~ 

ciadas, sin que se modifique notablemente dichas 

substancias durante el proceso de maduración de 

las neuronas; esto apoya lo ya expuesto de que los 

cambios de cromatina son debidos a cambios en su -

conformación, posiblemente necesarios para la -

transcripción de los diversos ARN especif icos. Por 

lo contrario, en las células matrices indiferencia 

das la cantidad de ADN varia más, en cuanto a que_ 

están en situaciones fisiológicas diferentes como_ 

es la duplicación del ADN y las mitosis correspon­

dientes. 
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