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TESIS CON FALLA DE ORIGEN



I NTRODUCC I ON
| DESARROLLO DEL SISTEMA NERVIOSO

1) ESTRUCTURA:

El Sistema Nervioso estd formado por una serie de drganos con funcio=
nes de relacidn entre el individuo y el medio que 1o rodea, adecuando su com
portamiento o las condiciones del ambientc: al mismo tiempo, hace posible la
regul acién de 1as funciones de los diversos drganos, respiratorio, digestivo,
etc,, para mantener la constitucion del medio interno, Por esto, se divide
en dos grupos: Sistema Nervioso de 1 Vida de Relacion ¢ Cerebro-espinal y
Sistema Nervioso de ta vida Vegetativa 6 Autdnomo.

Desde el punto de vista anatdmico consta de dos partes: Sistema Ner-
vioso Central situado en el interior del craneo y raquis y Sistema Nervioso
Periférico. El Sistema Nervioso Central comprende el encéfalo y la médula =
espinal. El cerebro, cerebelo, pedanculo cerebral, protuberancia y bulbo -
(encéfalo), se encucntran en el craneo y 1a médula en el raquis,

El Sistema HNervioso de la vida Jd¢ relacion permite las relaciones del
individuo con el ambiente, Estas se llevan a cabo a través de dos mecan]se-
mos principales: uno sensitivo-sensorial (que permite la informacidn de lo -
que pasa en el medio externo) y otro motor (gracias al cual se establecen -
las reacciones necesarias para la protecciaon del organismo). Para que sean -
posible éstas, es necesario que haya conduccidn, graclas a la especlalizaclén

tan compleja del Sistema Hervlioso y que entran en acclon grupos de células =




nerviosas de funcidon comdn, Desde el punto de vista anatdomico, la ceélula

nerviosa con sus prolongaciones es la Unidad del funcionamiento de todo este
sistema, ya que el conjunto de neuronas forman el centro nervioso y sus pro-
longaciones constituyen las vias del Sistema Nervioso Central y los nervios

periféricos.

2)  ANATOMI A MACROSCOPICA:

En el hombre y en los vertebrados superiores la medula espinal es un
cilindro de sustancia nerviosa que estad rodeado por envolturas |lamadas me--
ninges y se encuentra alojado en el canal vertebral, extendiendose desde el
foramen magno o agujero occipital del hueso occipital, donde se continda con
el bulbo raguideo, hasta el borde inferior de la primera vértebra lumbar.

En el comienzo del desarrollo embriologico, 1a médula se extiende has
ta la extremidad inferior del sacro; posteriormente, la columna vertebral se
alarga mas rapidamente que la medula,

Tiene forma cilindrica, aplanada sobre todo en la region cervical y -
con dos ensanchamientos: el cervical y el lumbar, ambos explicables porque
a su nivel emergen las raices que inervan los mlembros superiores e inferio-
res. Debajo del engrosamiento lumbar, la médula se va estrechando rapidamen
te hasta terminar en forma de cono en el segmento denominado cono medultar, -
El vértice de este cono es prolongado por el filun terminale que se extlende
hasta el fondo del saco dural, fondo que se encuentra a nivel de la segunda
vértebra sacra. El epéndimo, que es la pequela cavidad que ocupa el centro
de la médula, se prolonga hasta la parte superior de este filum terminale,

En la cara anterior de la médula cspinal, se observa un surco mediano,




que se le conoce como surco medio anterior, y penetra en la sustancia medu--
lar; en él se extiende un plieque de la piamadre que contiene la arteria sur
cocomisural., Lateralmente a éste, hay dos surcos denominados colateral ante
rior y paramediano anterior, del primero emergen las raices anteriores, La
cara posterior de la médula tiene una morfologia analoga, el surco medio pos
terior, que slgue la linea media es menos ancho que el anterior y esta en gran
parte ocupado por el tabique neurdglico posterior. Se encuentran dos surcos
laterales, el surco posterolateral, de donde nacen las raices posteriores. -
En la parte superior medular se encuentra el surco paramediano posterior, en_
tre el surco medio y el surco posterolateral,

El tejldo nervioso esta formado por neuronas y por otros elementos ca
racteristicos: las glfas. La proporcion diversa de sus elementos constitut]
vos, células y fibras, asi como el tipo de estas hacen que el Sistema Nervig
so conste de dos partes de aspecto diferente: sustancia gris y sustancia blan
ca. En la primera se encuentra el cuerpo de la neurona v en la segunda las
fibras.

La sustanclia gris, tiene en conjunto forma que se compara a la letra
H; en cada rama vertical se consideran los siguientes segmentos: -un asta
anterior relativamente voluminosa, de contorno festoneado que se dirige ha--
cla adelante y afuera, sin alcanzar la superficie de la médula, y -un asta -
posterior que se dirige hacia atras y afuera, acercandose mds a la superfi--
cie de la médula. Esta es mas fina, con contorno regular y aspecto no muy -
homogéneo. En su parte posterior se observa una zona de aspecto transparen-
te, gelatinosa, que se conoce con el nombre de sustancia gelatinosa de Rolap
do; por detras de ella, hay una fina capa de sustancla gris que se denomina

capa zonal de Waldeyer, -Un asta lateral; ésta se observa en medula dorsal -
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en la zona de unidn de las astas anteriores y posteriores.

En medula cervical, en la zona que corresponde al asta lateral, se en
cuentra una formacion constituida por bandas anastomosadas de sustancia gris
denominada sustancia reticular de Deiters. Este aspecto sc debe a que la -
suystancia qris es penetrada por columnitas de sustancia blanca.

Uniendo las ramas dorsoventrales, se encuentra una rama transversal,
que se conoce con el nombre de comisura gris, Esta tiene en su centro el con
ducto del epéndimo, que no es mas que ¢l resto de la amplia cavidad que po--
sefa la medula embrionaria.

La sustancia de las raices anteriores y posteriores divide la sustan-
cia blanca en tres zonas o cordones: anterior, lateral ,; posterior.

El cordon anterior, tiene forma triangular, con la base anterior o -
ventral en contacto con la piamadre. En la regidn cervical tiene forma dife
rente seqin se considere su parte superior o inferior, a nivel del ensancha-
miento cervical. El corddn posterior, tiene tambien forma trianqular, con -
una base posterior periférica y vértice anterior e¢n contacto con la comisura
gris. El corddn lateral se extiende en sentido anteroposterior entre las ra
fces anterior y posterior, y transversalmente entre la sustancia gris vy la -

periferia de la meédula,

3) ANATOM! 4 ML CROSCOPICA:

La sustancia gris esta formada por neuronas, fibras nerviosas amiel [-
nicas y por células neurodglicas.

tas células nerviosas de la sustancia gris de la médula han sido cla-

sificadas de distinta manera desde el punto de vista funcional, Golgl las




clasificaba en motoras y sensitivas. Hissl 1.5 clasificaba por su estruc-
tura, considerando forma y disposicion de la sustancia tigroide, en grio-
cromas, arquiocromas vy . ticocromas, Cajal, efectln una clasificacion ba=-
sada en conexiones cclulares y las Vlama células radiculares, cordonales,
de cilindrocje corto o de Golgi tipo Il v células de los ganglios raqu’deos,
Se ha hecho otra clasificacion basada en Va disposicidn de las célu-
las mencionadas en la médula, de tal forma que estas se disponen en la médu
la formando los ndcleos de la sustancia gris, dicha clasificacion ;c le co=

noce como topografica.

L) ORIGEN:

El Sistema Nervioso se origina del ectodermo y el primer esbozo esta
representado por un cspesamiento del mismo, situado en la parte dorsal del
embrion, al que se le¢ denomina neurectoblasto & placa neural, Esta se de-
sarrolla en sentido cefalocaudal en la zona suprayacente a la cuerda dorsal,
La placa neural comtituye el principal eshozo del Sistema Nervioso, pero no
todo se origina a sus expensas, ino que interviene la cresta neural vy las
placodas para la formacidn del Sistema Nervioso Perlférico,

En su evolucidn el eshoro del Sistema Hervioso pasa por varias etapas
46 estados:

1.- Estado de surco neural , sigue al de la placa neural y se produ-
ce por levantamiento y aumento de espesor de los bordes laterales de la pla-
ca neural y depresion de la parte media, Los bordes resaltan en la cara
dorsal del embrion, constituyendo el plieqe neural,

Q

2, Estado de tubo neural, se forma por el continuo proceso de hundi-




miento de la placa y el engrosamiento de los pliegues hasta que éstos se -
ponen en contacto y se fusionan. €l cierre del tubo neural no se hace si-
mul taneamente en toda la longitud del embridn; comienza en la parte media,

a nivel del lugar que sera cl limite entre el bulbo y la médula, y se extien
de en sentido cefdlico y caudal,

3,- Cresta neural, es un conjunto de células que aparecen en la unién
de Va placa neural primitiva con el ecctodermo; se dispone a ambos lados del
tubo neural, menos en 1a regidn cefdlica. Estas células emigran en sentido
ventral y al mismo tiempo se disponen segmentarialmente, dando lugar poste-
riormente a los ganglios raquideos,

L)« Surcos laterales, a nivel de la reqidn cefallica, la placa neural
no forma un solo surco neural sino tres: uno medio y dos laterales (fosas -
Gpticas, que se transforman en vesfculas dpticas cuando se cierra el surco
neural ).

La médula espinal se orlgina a partir de la mitad posterior adelgaza
da del tubo neural primitivo, En un comicnro tiene forma aproximadamente -
cil{ndrica, afinandose progresivamente en scentido :audal, En corte trans-
versal presenta seis caras, de las cuales la ventral y la dorsal estan me=
nos desarrolladas, siendo en un comienzo la cavidad estrecha y alargada en
sentido dorsoventral. La porcidn que crece mas es la placa basal, origen
de la parte motora de la médula; este crecimiento hace que aparezca una -

depresion en la parte media que sera el surco medio anterior,

5) ORGANOGENESIS DE LA MEDULA ESPINAL:

La placa ncural esta formada al principio por un epitelio simple de




células prismaticas altas, en cuya parte superficial vy profunda se describen
membranas limitantes interna y externs, Posteriormente, aparece otro tipo
celular; las células germinales de His, células esféricas que son las fore

mas mitdsicas de las células epiteliales, Las células ecpiteliales se divi-
den y originan células que se pueden camportar de dos maneras: las que per=-
sisten en su lugar de origen y vuelven 1 dividirse, vy las células que no se
mul tiplican mas se hacen bipolares y emigran al lado opucsto del epitelio empu
jadas por células mds jovenes, De esta forma, el epitelio se estratifica

al mismo tiempo que la placa ncural sc¢ va transformando en tubo neural,

Las celulas emigradas tienen su niclieo en la parte media, por 1o que
queda una zona externa del cpitelio que corresponde a la parte externa del
tubo neural, a nivel de la cual no hay nicleos y que se conoce como zona =
del velo marginal, llamado neuroespongio por His., Al proceder el desarro-
1Yo, la capa interna se adelgaza y las otras dos aumentan de espesor; ha-
ciéndose mas escasas las mitosis en la primers

Segun Del Rfo Hortega y su escuela (1921), existen las neuronas y -
las glias. Se puede aceptar que la celula germinal de His es el origen de
las neuronas y que la celula originaria de las glias es el elemento bipolar
que se desplaza hacla la superficie del epitelio,

Bailey y Cushing (1926), aceptan la exlstencia de una célula |lama-
da por ellos meduloblasto, que da origen a los dos tipos de celulas, nervio
sas y neurdglicas, Del Rio Hortega (1921) nicqa la existencia de ésta y =
cree que de existlr una célula con esta doble potencialidad serfa el espon~
qloblasto apolar, que puede orlginar astrocitos y oligodendrocitos, pero -

o neuronas,




La cavidad que esta directamente tapizada por la capa ependimaria,
que en el adulto sera el ¢péndimo, es en un comienzo grande y alargada en
sentido dorsoventral y posteriormente s¢ hace lanceolada, pasando por la -
forma de rombo, La forma se complica mids tarde por el diferente desarro-
llo de las diversas partes que forman la médula, La cavidad se hace mas
pequeiia por el mayor crecimiento de las capas marginal y del manto. La -
placa basal es la que primero se desarrolla y adquiere mayor volumen; en
ella se diferencian los neuroblastos que van a constituir las neuronas ra-
dlculares motoras de !a médula, cuyos axones se proycctan hacia adelante y
abandonan 1a médula constituyendo la raiz anterior, fosteriormente, el as-
ta anterior se ensancha y toma el aspecto festoneado que tienen en el adule
to; este aumento se¢ debe al crecimiento y multiplicacion de prolongaciones
de los neurablastos, a la llegada de fibras que hacen sinapsis con otras -
células, al desarrollo de lasglias, a la miellnizacidn de las fibras y a
la penetracidon y desarrollo de los vasos.

El asta posterlor, se forma después del asta anterior cuando se di-
ferencian las necuronas monopolares del gangiio raquideo, cuyo axdn envia su
prolongaclén interna a la médula constituyendo la raiz posterior,

El velo marginal, tilene un desarrolio tardio, vya que depende de la
aparicldn de fibras, algunas provenlientes de ncuroblastos medulares y otras
de neuroblastos de otras partes delneuroeje, Las primeras fibras en apa-
recer son las fibras de asociaclidn entre neuroblastos y las provenientes
de céluias monopolares del ganglio raquldeo y que forman la rafz posterior
y las dltimas son las que vienen desde ¢l cerebro, la via corticoespinal y

el haz piramidal,




6) HI STOGENESIS:
A= ANTECEDENTES HISTORICOS,

His, en 1883, realizd trabajos sobre la evolucidn de células nervio-
sas que posteriormente fueron confirmados por Ramon y Cajal e¢n 1890 efectua
dos cn embridn de pollo con el método de Golgi.

Estos trabajos en embridn de pollo fucron con objeto de estudiar las
primeras ctapas de la formacion de la médula,

Altmar (1881), Rauber (1886), Mcrk (1887) y KBiliker (1897) observa-
ron c¢lemento: celulares alrecedor de |. ~avidad ependimaria y entre células
epiteliales. Estos clementos fueron estudiados muy de cerca por His (1883) en
embrion humano y nombrados por él células germinales; para His, éstos eran
elementos especificos que dan origen a neurcoblastos & células nerviosas pri
mitivas., His nunca observd los pasos intermedios entre células epiteliales
y células germinativas sino de células gurminativas a neuroblastos. Sin em-
bargo, pudo constatar que a medida que el nimero de células epiteliales au-
menta considerablemente, aparecen por diferenciacidn las células germinales,

His (1887) propuso que los elementos esféricos en camino de mitosis
son las formas celulares indiferentes y aptas para procrear a la vez desde
células epiteliales primitivas, y estuvieron de acuerdo con este punto de =
vista posteriormente Schaper (1897), KBlliker (1897) y Ramon y Cajal (1890),
AsT mismo observé que las células germinales en su division producen dos cg
lulac diferentes: una continda dividiéndose mediante mitosis ulteriores y
1o otra, incapaz de proliferag que es el neuroblasto, Ramdn y Cajal (1909)

sostenia que las células germinales evolucionaban en dos direcciones: para
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1legar a ser células epiteliales embrionarias o espongioblastos,

En 1887 His describe tres zonas concéntricas cuando el canal medular
se ha convertido e¢n conducto por unidn de sus bordes:

-Capa de columnas (formada por las extremidades internas alargadas y
adelgazadas de las células eplteliales). En sus extremidades se encuentran
cavidades con las células germinales.

~Capa de los nicleos o capa del manto y

-Capa del velo marginal: His supone que su aspecto esponjoso se debe
al ensanchamiento del protoplasma del segmento externo de las células epite=-
liales,

His (1B79) descubris el neuroblasto, cuya funcidn es la de originar
fas células nerviosas adultas; los describio con un cuerpo celular piriforme,
con una extremidad gruesa que se voltea hacia el epitelio y que posee movi-
mientos ameboides que le permiten abandonar la zona de las columnas y 1legar
a8 una zona intermedia entre la de los nicleos y la del velo marginal, Pose-
en un nicleo ovoide pobre en granos y redes de cromatina; un protoplasma fi-
namente granuloso y una expansion Gnica con protoplasma padlido, Descubrié -
que la prolongacion periférica es el cilindroeje o axdn de la futura célula
nerviosa; esto fué constatado posteriormente por Ramén y Cajal (1909) en va-
rios vertebrados,

Otros autores como Besta (1904), Held (1906) y Ramén y Cajal (1907) -
con ayuda del nitrato de plata reducido, aportaron datos nuevos sobre la mor
fologia y 1 estructura del neuroblasto en sus diferentes fases evolutivas.
Held (1906) sostuvo que el reticulo fibrilar primero engruesa y se localiza
en un punto del protoplasma que se llama zona fibrilogena, durante la fase -

de ceélula germinal de Hls, Las neurofibrillas parten de esta rona fibrilége




na para avanzar progresivamente hacia el polo distal y constituir el axdn =

primordial,

En 1906 Ziehen hizo otra interprctacién de la histogénesis del siste-
ma nervioso central de los vertebrados, la que sostiene que el tubo neural -
esta compuesto por células germinales de His, las que considera como Unicas
generadoras del tubo necural, dando origen a wspongioblastos , neuroblastos,
A las primera: las zonsidera precursoras du las células de neuroglia,

Segin F.C. Sauer (1935), la célula germinal no e3 una célula sui gene
ris, sino una fase mitdsica de la célula Indiferenciada, Posteriormente, es
to fue confirmado mediante observaciones histoldgicas de S, Fujita (1960); -
trabajos de Watterson y col., (1956); citofotomtria de ADN, llevada a cabo -
por M.E. Sauer y Chittenden (1959) y autorradiografia con timidina 3H de M,
E. Sauer y Walker (1953); Sidman y col. (1959), Sidman (1961) y S. Fujita
(1962).

Ho Fujita vy S, Fujita (1963) trabajaron en embriones de pollo de dife
rentes horas de incubacidn en ldbulo Sptico v telencéfalo. Observaron la o-
rientacion de células matrices y neuroblastos en el Iébulo Sptico y concluye
ron que las células de la capa del manto han perdido su capacidad para sinte
tlzar ADN y su actividad mitdsica, Este estudio, basado principalmente en =
autorradiografia con timidina 3H, los 1levd a la conclusidn de que |a capa -
del manto esta compuesta por neuroblastos exclusivamente, También observa-
ron que el cuerpo celular de la célula matric esta compuesto de citoplasma -
escaso y un nicleo oval, cuyo eje mayor ests dirigido desde la superficie in
terna a la externa del tubo neural, Dicho nicleo esta rodeado de una doble
membrana y el material nuclear es homogéncamante granular fino y denso y con

tlene varios nucleolos, E£n el interior observaron varias particulas pequeias




densas electrdnicamente, de IS/q de diametro, semejantes a ribosomas, que -~
forman pequeiios agregados, Observaron una ausencia de sistemas membranosos
intracelulares en la periferia de células matrices, En pocas células obser-
varon un area de Golgi pobremente desarrollada,

Estos autores estudiaron también las caracteristicas de los cambios -
finos estructurales durante la diferenciacion de Io§ ncuroblastos de células
matrices mediante microscopia electronica., Concluyeron que la estructura =
de! reticulo endoplasmico parece ser una de las caracteristicas mas importan
tes del neuroblasto por la que se puede distinguir de la célula matriz en -
las primeras etapas de la diferenciacién. Ya en el necuroblasto mas diferen-
ciado, se observe un sistema de Golgi bien desarrollado y un incremento en -
ribosomas libres., Sostiencn estos autores que la estructura interna del! nd-
cleo es casi similar a aquél de la célula matriz, homogéneamente denso con =
varios nucleolos, También describieron la estructura fina de la célula ner-
viosa en pollos y gallos domésticos adultos, darosirandc que es bastante si-
milar a la descrita para mamiferos por Palay y Palade (1955) y Hunjin {1959),

Varios neurocrbriologistas clasicos, entre ellos His (1989), Held -
(1909) y Bailey y Cushing (1926), creyeron que algunos tipos celulares (cé-
lula germinal, meduloblasto, cspongioblasto, neuroblasto, etc.), se encontra
ban en la cape matriz; sin embarqgo, andlisis efectuados de la histogénesis
basados principalmente en autorradiografia con timidina 3y sugirieron la pro
babilidad de que la capa matriz solo contuviera una clase de célula, llamada
célula matriz, la que origina el neuroblasto, S. Fujita y H, Fujita (1963)
mediante estudios con microaraffas electronicas, concluyeron que solo se¢ en-
cuentran células matrices en dicha capa con caracterfisticas estructurales fl

nas unjfformes de las células, Bellalrs (1959) comunicd haber observado en =
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sus micrografias electrdnicas un proceso citoplasmico de un neuroblasto en -
la capa matriz de embridn de pollo muy joven, Sin embargo, ésto nunca se ha

podido comprobar,

Be- DIFERENCIACION OEL NEUROBLASTO.

En la diferenclacidén del neuroblasto, Cajal (1309) describio las cta-
pas de neuroblasto apolar, bipolar, monopolar, multipolar y por dltimo, ta -
fase de modelacidn definitiva del neuroblasto.

El neuroblasto apolar, cs una célula piriforme con el extremo interno
engrosado, Se considera una célula en diferenciacidn neurocitica porque ha
perdido la capacidad de dividlrse, tienc un nicleo claro y vesiculoso y pre=
senta neurofibrillas en su citoplasma, Es el neuroblasto primitivo de Held,
Seqdn Cajal, es capaz de fijar la plata, son muy abundantes en la retina y =~
en la vesfcula cerebral anterior en embriones de polio de 56 a 60 horas. A
veces se alargan a una gran distancia de la membrana |imitante interna. Pue
de ser que las células apolares se alejen de su lugar de origen por elementos
desplazados que presentan mitosis extraventriculares, segin observaciones de
Merk (1887) y Paton (1907),

El ncuroblasto bipolar es una fase que no es constante; -e presenta -
en vesfcula cerebral anterior, rctina y médula espinal, Se debe a la forma-
cién simultdnea o casi simul tanea de dos prolongaciones polares; transforma-
cidn que se produce cuando la célula emlgra progresivanente hacia la capa de
los neuroblastos, La prolongacion distal 6 axdn primordial es mis gruesa, -
mds oscura y mas rlca en fibrillas que la prolongacion proximal por lo que -

pronto se¢ dlferenclan netamente una de la otra, Una vez que los neuroblastos
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bipolares se acercan a ita membrana limitante externa, ¢l a«0n gana rapidamen
te en diametro y en longitud y presenta en su extremidad un cspesamiento lla
mado cono de crecimiento. Por medio de este cono. ¢l axdn se alarga en sen-
tido radial, pero cuando se acerca a la membrana limitante externa, toma di-
reccién tangenclal,

Cajal (1890) estudid los conos de crecimiento en embriones de pollo -
muy jovenes con el método de doble o triple impregnacion cromo arqgéntica,

El neuroblasto monopolar se forma por desaparicion de la expansion in
terna del neuroblasto bipolar o porque en el necuroblasto apolar aparece una
prolongacidn externa que va a ser el axon, En este estadio se alarga consl-
derablemente el axon,

La fase neuroblastica con su cono de crecimiento y su forma caracte-
ristica ho sido constatada en casi todo los vertebrados, Con el trabajo de
Ramdn y Cajal (1830) y con el de Lenhossek (1890) sobre la médula embriona-
ria del pollo, varios autores han aplicado con resultados positivos el méto-
do de Golgi para el estudio de neuroblastos, Retzius (1893), Lenhossek ~-
(1890), Van Gehuchten (1891) y Van der Stricht (citado por Ramdn y Cajal)
con embriones de peces; Sclavuncs (clitado por Ramdn y Cajal), Athias (1897)
y Van Gehuchten (1831) con reptlles; Lenhossek (1892 y K811 "ker (1830) con
el hombre y mamiferos superlores,

Lo9 ncuroblastos son las células que mas tarde se convertiran en neu-
ronas, estableciendo conexiones con otros elementos celulares, proyectando -
largos fllamentos, pero sin capacidad mitdsica,

El neuroblasto monopolar se¢ transforma «n multipolar cuando se for=--
man las dendritas, 1o que sucede cuando el cilindrocje esta proximo a su des

tino,




La neurona es la célula nerviosa adul ta con sus prolongaciones: axén
y dendritas., Desde Cajal (1890) vy ¢n oposicidn a 1035 conceptos de la escue-
la alemana, se picensa nue una neurona es una individual idad perfecta vy que -
pucde considerarse la unidad del sistema nervioso desde el punto de vista ge
nético, morfologico, trofico, fisioldgico y patoldgico.

Se han estudiado "in vivo' las neuronas grandes, sobre todo las gan-
glionares simpaticas y las motoras de la médula. Estas presentan un nicleo
grande, redondo u oval, central, donde se encuentran uno o dos nucleolos, En

el endoplasma hay granulos que sc disponen mas o menos concéntricamente, que

son pequeiios y alargados; hay también ardnulos mds grandes y menos numerosos.

y neurofibrillas,

1 NUCLEOQ I HTERFASICO

El nicleo es el centro que controla la célula {tanto las reacciones
como |a reproduccion). Contiene grandes zantidades de dcido desoxirribonu-
cleico (genes). Los genes controlan 1.5 caracterfsticas se los péptidos del
citoplasma y en esta forma rigen la actividad citoplasmiti.a., Durante la mi
tosis, el material cromatinico se ve con facilidad en “orma de cromosomas, -
Durante la interfase, ¢l material cromatinico se halla organizado en estruc—
turas aranulares y filamentosas,

El nicleo de los cucariontes contiene cantidades significantes de Scl
do ribonucleico (ARN) que estd carazterizado por un rapido marcado, En 1961,
este RN fué separado en dos clases: ARN ribo-omal (ARNr) con una conposicion
de bases rica cn G+C y ARH con una composicién de bases parecida ai ADN -

(ARNd & ARNm) (Georgiev, 1961; Georqlev y Mantieva, 1962a),




El método de fraccionamiento con fenol caliente ha .ido descrito para
la separacidn del ARNr y ARNd (Georgiev y Mantieva, 1962b) vy rucientemente -
modificado para la obtencion de ARNr nuclear con un alto peso molecular (Geor
giev y col.,, 1972).

Desde 1962, numerosos trabajos muestran evidencia de la e~istenzia de
ARNm nuclecar en tadas las células eucariontes (Sibatani y col,, 1962; Scnerrer
y col,, 1963; Brawerman, 1963), Brawerman (1963) fracciond el ARY nuclecar con
un tratamiento incrementando ¢l pH., Sin embargo, este método es menos eficien
te que el método de temperatura con fenol para purificar ¢l ARNd del precur-
sor ARNr, el cual claramente demostro la presencia de ARNd nuclear, Debido
a que el ARNd nuciear recién formado tiene un alto peso molecular, pucde ser
separado del ARN citoplasmitico y del pre ARNr (Scherrer y col,, 1963; Sche-
rrer y Marcaud, 1965; Pemman y col,, 1366; Warner y col., 1966).

Varios autores han usado diferentes términos para designar al ARNd -
nuclear, En los prlmeros trabajos, sc denominaba “"ARN nuclear rico on AU o
ARNd'' (Georgiev y HMantieva, 1962a, b), Posteriormente, cl término 3RN ‘‘he-
terogéneo', '‘heterodisperso’ 6 "'ARNHN'' se usd (Warner y col,, 1966). Sin em
bargo, se puede utilizar el término “precursor del ARNm' O ''pre_ARNm'', de u-
na forma analoga a la que se usa pre~ARHr O pre~ARNt,

El ARNd se¢ caracteriza por un bajo contenido G+C por lo cual se pare=-
ce al ADN total celular y es muy diferente al ARNr & pre-ARNr, alto en G+C
(Georgiev y Mantieva, 1962b; Georgicv y col., 1963; Browerman, 1963; Samarl-
na y col,, 1965; Scherrer y Marcaud, 1965, 1968; Warner y col,, 13966),

El ARNd posee al tos pesos moleculares mientras que el ARNm cltoplasmd
tico no los tiene tan elevados, Se han hecho experimentos en donde se usa =

el ARNm citoplasmitico total (Brawerman y col,, 1963; Penman y col,, 1963; -
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Georgiev y col., 1963) y ARNm individuales parcialmente purificados (Becher
y Rich, 1966 Borun y col,, 1967: Williamson y Askonas, 1967) mostrando que
¢l tamado del ARNm es apenas mayor que el calculado para el mensajero mono=-
cistronico de la proteina correspondiente,

Se ha sugerido que ¢l ARId gigante nuclear es un precursor del ARNm -
citoplasmatico, cl cual s¢ rompe on zadenas mas cortoas durante procesamientos
nuclcares (Samarina, 19%64; Samarina y col., 1965a). 5¢ han postulado meca--
nismos para ¢l clivaje del ARNd wigante antes de transferirse en el presunto
ARNm en ¢! citoplasma (Samarina, 1964), Esperimentos de hibridizacidon ARN/
ADN favorecieron esta idea, El ARNd nuclear se hibrida efectivamente con =
ADH mientras cl ARN polisomal no marcado anadido :1 medio de hibrida, compi-
te en un limite amplio por los sitios de ligamente Jel ADN pero no por todos
los sitios. Estos resultados sugieren la transferencla de alguna parcidon -
del ARNd nuciear al citoplasma (Georgiev, 1966; Arion y Georgiev, 1967; Sche
rrer y Marcaud, 1967). Sin embargo, se han hecho otros experimentos que =
han permitido conclulr que no todas las secuencias del ARNd nuclear se trans
fieren al citoplasma {Stearcr y Mc Carthy, 1967; Georgiev y col,, 1972).

Se han hecho experimentos de competencia entre "RNd nuclear pesado -
(73-75 S) y ligero (10-20 S} y se ha observado que el ARNd pesado compite =
completamente con el ARNd liguro, mientras que el 4ltimo, aun en exceso, anji
camente inhibe en parte la hibrida del /#RNd pesado y por tanto e! ARNd lige-
ro parece mas simitar al ARNm citoplasmdtico (Georgiev, 1366),

La hipdtesis de que parte del ARNd nuclear pasa o ser ARNm citoplasma
tico, fué posteriormente comprobada medlante el uso de marcadores especifl--

¢os, como virFus que contiencn ARN & por ¢l uso de marcadores en los extremos




terminales de ARNd, Este método tiene la ventaja de que la hibridacidén del

ADN viral purificado permite una facil deteccidon de las secuencias del ARN -
especifico del virus.

Por Gltimo, la preparacidn del ADH antimensajero permitio una demos-=-
tracién inequivoca de la presencia de ARNm en el ARNd gigante nuclear, El -
descubrimiento de la transcriptasa inversa (Temin y Mizutani, 1970; Baltimo-
re, 1970) que transcribe ARNm en ADN (Verna y col,, 1972), permite la sinte-
sis de poblaciones de ADN antimensajeros especificos. Imaizumi y col., --
(1972) trabajaron con ARNm de hemoglobina pura, preparando antimensajero vy
reportaron que parte de la molécula gigante es transferida al citoplasma vy
representa el ARNm verdadero.

Puede decirse por tanto que el ARNd gigante nuclear na_icnte es un -
precursor de alto peso molecular, por lo que debe designarse como pre-ARNm,
Las secuencias degradadas en ¢l curso de los procesamientos nucleares, pue--
den ser referidas como un pseudo-ARNm. El ARNd nuclear e¢s una mezcla de pre-
ARNn, algudin ARNm maduro listo para el transporte al citoplasma y algo de ps~-
ARNm,

Despues de cortos marcados con precursores radiactives, el ARNd nu--
clear tiene la mas alta actividad especifica de las varias ‘racciones del -
ARN, Solo el pre-ARNr nucleolar alcanza una actividad espes*ica ran alta,
La rapida incorporacion indica un alto poreentaje en la -inte. it de A34d den
tro del ndcleo (Harris, 1963).

Experimentos con actinomicina D muestran que la degradacion del ARNd
es en realidad compleja y probablemente tiene lujgar en el nacls », A que muay
poco ARN marcado aparcce cn ol citoplasma de estos experi entos, (Gyozdev vy

Tikhonov, 196h; Gazaryan y col,, 1966; Scherrer , Marcaud, 1908, Warner vy

col vy 1966)0




Los primeros estudios del ndcleo con el microscopio e¢lcctronico se -
1levaron a cabo en membranas nucleares aisladas de ovocitos de anfibio, ob--
servandose los poros nucleares, lo cual estd intimamente relacionado con la
permeabilidad de la envol tura nuclear.

Distintos problemas técnicos dificul taban el estudio de 1a ultraes--
tructura del nicleo en Yas células superiores, Entre ellos, la disposicion
tridimensional compleja de los constituyentes nucleoproteicos, gque no permi-
tia interpretar facilmente su estructura en cortes delgados y el hecho de -
que los acidos no se ligan al tetroxido de osmio, generalmente usado en la
fijacion, La introduccion de Ca’" en las mecclas fijadoras mejord el grado
de preservacion ¢ hizo posible reconocer la estructura microfibrilar de los
cromosomas, Con el uso de acetato de uranilo se obtuvieron mejoras en el -
contraste, ya que tiene una afinidad B0O veces «uperior con los dcidos nuclei
cos que con las proteinas,

Actualmente, con el uso de acetato de uranilo v 1o aplicacion de ~=-

clertos métodos extractivos, se puede diferenciar ¢n el ndcleo interfasico -

las regliones ricas d¢ ADY de aquéllec en las que abunda el ARN,

E1 EDTA es un agentc quelante que (-trae los iones uranilo del ADN y
perml te destacar las regiones nucleares ricas en ARN, asi como los ribosomas
citoplasmaticos (Bernhard, 1969), Este mitodo, complementado con otros de -
digestidn enzimitica, extraccion selectiva y experimentos con drogas y trata
Aientos de temperatura supradptima ~que interfieren con la sintesis o degra-
dacion del ARN- hicieron factible Ta localizacidn ultracstructural de las -

ribonucleoprotelnas (RHP) en el nicleo,
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Sobre esta organizacion estructural fina del nacleo interfisico, A,
Monneron y W, Bernhard (1969) hicieron algunos estudios y describen los si-=
guientes elementos nucleares:

-granulos intercromatinianos (Granboulan y Bernhard, 1961; Ris, 1962;
Swift, 1962),

-granulos pericromatinianos (Bernhard y Granboulan, 1963; Swift, 1962:
Watson, 1962),

~fibrillas pericromatinianas (Monneron y Bernhard, 1969),

-cilerpos espiralados (Monneron y Bernhard, 1969),

Los granulos intercromatinianos aparecen en todas las células anima==
les como agrupaciones de un didmetro promedio de 200-250 A, No poseen rela=
cidn topografica especial con el nlacleo o con poros nucleares, Estan inter=
conectados con fibrillas, por lo que aparecen como cadenas.

Smetana y col. (1963) y Shankar Narayan y col. (1967), trabajaron con
nicleos aislados de tumores de Walker y de higado, mostrando una red de RNP
densas de fibrlllas y particulas que se parecian a los grdnulos intercramati
ntanos, Sugirieron que podrian representar el camino de migracidn del ARN
nucieolar dentro del ndacleo y asumieron que podria estar en relacion con la
sintesis de ARN 18S, Sin embargo, trabajos recientes muestran que los genes
para el ARN 18S estdn localizados en el organizador nucleolar, en donde al=
ternan con genes para ARN nucleolar 28S,

Moul é y Chauveau (1968) alsiaron de nicleos de células hepatlicas unas
partfculas ribonucleoproteicas 40S, conteniendo 107 por peso de ARN, Con un

estudio ultraestructural y citoquimico del alslamiento de estas partfculas,

paso por paso, estos autores ilegaron a la conclusldn de que éstos eran pro-
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bablemente los granulos intercromatinianos. Las particulas aisladas, ademis
de estructuras esféricas, conticnen unas pocas barras elongadas de 400 & a-
proximadamente, Sin embargo, las partfculas aisladas no estan interconecta-
das entre si como los grdnulos intercromatinianos '"'in situ' estdn enlazados
por fibrillas; es probable que durante su aislamiento sélo los granulos se =
preserven, mientras que las fibrillas se pierden,

Samarina y col., (1968) aislaron una clase de particulas de RNP 30S -
mostrando algunas sem:janzas a las antes descritas y encontraron mondmeros y
pol imeros,

Se cree que los granulos intercromatinianos desde su descubrimiento,
(Granboulan y Bernhard, 1961; Swift, 1953) conticnen ARN, probablemente rodea
dos por una concha proteinica, la que los protege contra la hidrélisis de =
RNasa (Bernhard y Granboulan, 1963; Shankar Narayan y col,, 1967; Smetana vy
col,, 1971; Smetana y col., 1963),

Fakan y Bernhard (1971) sugiricron que esta estructura puede contener
un ARN nuclear de marcado lento. £s poslble que contengan pre-ARNm estable,
el cual es rico en ARNm, pero estc es incierto., Estos autores, llevaron a -
cabo un estudio con uridina 3H sequido por postincubaciones prolongadas, La
apllcacidn simultanea de autorradiografia de alta resolucion y la tincidén -
preferencial de EDTA les permlitio observar cercanamente las estructuras RNP
nucleares en general y especlalmente seguir los granulos Intercramatinianos,
encontrando que hay una mayor frecuencla de marcado en agrupaciones de grang

los intercramatinianos en células después de largos periodos de incubaclon,

Los granulos pericromatinianos (Watson, 1962) se encuentran ecn nicle-
os de células animales en cantidades variables slendo mas raros y grandes =

que los granulos intercromatinianos, Se han observado en la periferla de a-




gregados cromatinicos, aislados cn el drea intercromatinica, y e¢n los cana--

les adelante de los poros nucleares, en donde se cree que desaparccen; lo =
cual sugiere un posible papel en el transporte de informacidon desde los ge-
nes hacia el citoplasma, (Monncron y Bernhard, 1969),

Varios argumentos se¢ pueden citar en favor de csta hipotesis de traba

Jo. Se ha demostrado que estos granulos son muy proboablemente RNP.  Monneron

y Bernhard (1969) sostuvicron que la técnica que ellos enplearon revela que
contienen un material fino fibrilar originado en la cromatina, en la superfi
cie de la cual dicha transcripcidon se supone que ocurre, (Allfrey y col,, -
1966; Littau, 1964; Pogo, B.G.T. y col., 1968).

El método de contraste al EDTA revela mds claramente su subestructura;
parecen consistir en pequefias fibrillas enroscadas de un diametro promedio -
de 12-15 A, (Vazquez Hin y Bernhard, 1971); lo cual contradice datos de estu
dios anteriores que sostenian un didmetro de 30 A, (Monneron y Bernhard, --
1969). Algunas de estas fibrillas parecen emerger de las particulas hacla -
la cromatina o ¢l drea intercromatinica, £n ocasiones, pequenios grupos de -
granulos pericromatinicos parccen estar interconectados por un pequefio paque
te de fibrillas,

Entre las diversas clases de portadores ribonucleoproteicos nucleares,
Vazquez Nin y Bernhard (1971) bhan tenido particular interés en los granulos
pericromatinianos, va que forman un grupo morfoldgico bien definido y se han
encontrado en muchos tipos de células animale . Tienen una relacion morfold
glca estrecha con los anillos de Balbiani ¢n cromosomas gigantes de Dipterans,
en donde se han acumulado conslderables conocimientos concernientes a la ge-
nética y slgnificancta funcional de los cromosomas (Becrman, 19623 Becerman y

Bahr, 1954).
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Los granulos pericromatinianos se han descrito en ndeleos de céluias
de mamiferos como cuerpes esféricos de 320-500 A de dianetro, la mayori. ro-
deados por un halo clarc de 250 A de ancho, (Monncron y Bernhard, 1969; WJat-
son, 1962), Extracciones enzimaticas 6 7quimicas (Bernhard y Granboulan, =
1963; Monneron y Bernhard, 1969; Swift, 1962; Watson, 1962), indican la exis
tencia de ARN en una voluminosa matriz de proteina,

E} estudio de Vdazquez Nin y Bernhard (1971), demostrd la gran simili-
tud entre granulos pericromatinianos y anillos de granulos de Balbliani, en =
cuanto a su tamafio, organizacion interna, comportamiento clitoquimico, forma=
cidn en contacto cercano con la cromatina, mismo camportamiento con extraccio
nes enzimaticas y tinciones del microscoplo electrdnico; con lo cual se cone
cluye que el volumen principal consiste de RNP, Sin embargo, los granulos -
pericramatinianos estan ligados a la estructura de la cramatina mientras que
los otros rapidamente se desligan de ésta. Los granulos de Balbiani rapida-
mente migran y cruzan los poros nucleares mientras que cs mas diffcll demose-
trar ésto para los granulos pericromatinianos. Los granulos de Balbiani se
originan de areas bien definldas de los cromosomas, pero demostrar ésto es =
Imposible para los granulos pericromatinianos. Mediante autorradiograffa -
(Peeling, 1959; 1972), se ha observado que los anillos de Balbiani rapidamen
te incorporan precursores de ARN,

Mediante métodos nuevos de tincidn, se ha tratado de ver si los grany
los pericromatinianos conticnen algo de ADN como se sugeria anteriormente, =
(Watson, 1962; Watson y Aldrige, 1964; Wisse y Tates, 1968). Se ha aplicado
una tincion aparentemente especifica para las estructuras portadoras de ADN,
descrlita recientemente por Gautler y Schreyer (1970), Utilizando dicho méto

do, Vazquez Nin y Bernhard (1971) no encontraron ningdn contraste en granu--
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los pericromatinicos o de Baltiani, aunque la cromatina constantemente se -
teifa fuertemente, Sin embarco, apl icando pronasa, ambos tipcs de granulos
pucden ser parcialmente digeridos y desaparccer si posteriormente se aplica
RMasa, no as{ si sc aplica DHisa. Después de aplicaciones de tinciones que
proveen un alto contraste de portadores de ADN, Tos granulos pericromatiniae

nos no son visibles,

Las fibrillas pericromatinicas son componentes ribonucleoproteinicos
nucleares que sc encuentran en contacto con la cromatina periférica, La tin
cién apropiada para éstas es la misma que para los granulos inter y pericro-
matinianos, El didmetro varfla entre 30-50 K y en muchos casos aparccen irre
gularmente caudadas, Algunas estan envuel tas dentro de granuios con visible
transicidn; en otros casos es imposible saber si los granulos no son secclo=
nes cruzadas de fibrillas adelgazadas, Puede visuallizarse la continuldad -
estructural entre granulos intercramatinianos y fibrillas pericramatinianas,
e incluso pueden observarse conexlones entre fibrillas y granulos pericrama~
tinianos,

Monneron y Bernhard (1969) sugieren que estas fibrillas pueden repre
sentar la expresion morfolégica de Va transcripcion a lo largo de 1os sitios
activos de las nucleo histonas.

Una combinacidon de microscopia clectrdnica y autorradiograffa ha de--
mostrado que el ARN marcado rapidamente es concentrado en las reglones que -
contienen las flbrillas pericromatinlanas., Particulas aisladas 30 S frecuen
temznte contlenen estructuras fibrilares vistas en el microscoplio electroni-
co, Loas fibrillas pericromatinianas blien pueden ser complefos ribonucleopro
telcos del reclén formado pre-ARNn y estar relaclonadas con los informadores,

(Monneron y Bernbard, 1969; Fakan y Bernhard, 1971),
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Los cuerpos espiralados son agregados compuestos de filamentos espira
lados, con un grosor que varia de 400-600 A, Con EDTA (Bernhard, 1969) apa-
recen como agregados esféricos mas o menos individuales de 0.3—0.&/4 . A -
gran aumento, parecen paquetes de pequenas fibrillas de cerca de 50 A de gro
sor, que estan irreqularmente enroscadas o la largo del eje del filamento,
Parecen no tener ninguna relacion topografica con el nucleolo, pero puecden =
encontrarse en contacto con la cromatina asociada decolorada,

Monneron y Bernhard (1969) y Vazque: Nin y Bernhard, (1971) sostienen
que estos cuatro elementos descritos, son portadores de ARN y que los compo-
nentes granulares se transformon en fibrillas cerca de los poros nucleares,

antes de dejar el nicleo,

€l flujo de particula. de los cromosomas a los poros de la membrana -
nuclear es menos clara en el nicleo de células de mamiferos., Se han observa
do particulas ribonucleoprotcicas cerca de los poros. Adentro de los poros,
las estructuras granulares pucden ser convertidas en fibrillas pequefas, (Mo
nneron y Bernhard, 1969; Vazquez Hin y Bernhard, 1971), pero no hay eviden=--
cia de éstas en el citoplasma, AGn as{ el microscopio electrdnico no permi-
te describir los detalles del proceso de transporte,

Hace mas de dic afos, se penso que los granulos intercromatinianos y
pericromatinianos podrian ser ribosomas, por contener ribonucleoprotefnas vy
tener mas o menos 1 mismo tamano; pero hay diferencias que sugleren que nin
guna de esta  particulas son iquales a ribosomas clitopldsmicos, Monneron vy
Bernhard (1969) vy Bernhard (1966) describicron que los granulos nucleares -
son mas pequefos y de forma mads Irregular que los ribosomas, Mds adn, ni

las subunidades cestructurales caracterlsticas de los ribosomas citoplasmicos
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y ni la asociacidon en complejos como polisomas, se han observado ¢n estas -
particulas intranucleares,

La demostracion de que todos los componentes requeridos para la sinte
sts proteica (enzimas activantes, ARNt, polisomas, etc,) estan presentes en
el nlGcleo, constituia una evidencia indirecta de que el nicleo es un sitio =
de sintesis proteica., De hecho, muchas de estas sustancias se han identifi-
cado en nldcleos aislados; sin embarqgo, puede ser ¢l resultado de contamina--
ciones citoplasmicas, Asl la mayor parte de los pasos en el ensamble de los
ribosamas se cree que tienen lugar en el nicleo, Datos de Warner (1971) su-
gieren que la terminaclén del ribosoma puede ocurrir en el citoplasma y las
estructuras nucleares pueden scr particulas precursoras ribosomales inacti=-
vas, E! ARNm y ARNt son asi mismo producidos en el nicleo como precursores
que requiercn procesos posteriores antes de asunir sus funcliones usuales en
la célula,

Es generalmente aceptado que hay una gran fraccion de ARH nuclear que
no abandona el nicleo (Darnell, 1968; Georgiev, 1967; Scherrer y col., 1970),
Este ARN tiene un relativamente corto tienpo de vida y su mayor parte es de-
gradado en el nicleo y convertido en material acido-soluble (Darnell, 1968),

La persistencia del marcado nuclear por largos perfodos de tiempo su-
gieren una reutilizacion de los productos del metabolismo del ARN ya sintetl
zado en el nicleo, ya que la mayor parte del ARN puclear es metabolizado "'In
sity' vy el tlempo de vida de este ARN c¢s por lo general muy corto (Attardt,
1966; Penman y col,, 1968; Sociro y col., 1968),

Rovera y col,, (1970) demostraron que adn después de cortos marcados

con uridina, seguido por una larga postincubacidn, hay una fracctdn relativa




27

mente importante de ARN ‘encontrada en el ndcleo que permanece sin marca, -
Fakan y Bernbard (1973) encontraron radioactividad nuclear y nuclecolar adn =
después de cuatro dias de postincubacion, Siendo ¢l nucleolo metabolicamen-
te muy activo cn células de mamiferos, los resultados de estos autores s0s--
tienen 1a idea de que hay un almacén dnico de precursores para la sintesis -
de ARN nucleolar y ARN sintetizado en el nucleoplasma {Scherrer y col,, 1970;
Wu y Soeiro, 1971) y que este almacén puede ser usado para la sintesis de am
bos tipos de ARN durante un largo periodo de tiempo. Sin embargo, no se tie
ne prueba directa para tal conclusion,

El papel central de los ribosamas en la biosintesis proteinico esta =
bien establecido y adn cuando muchos de los detalles concernientes a su fun=
cidn estan oscuros, es claro que son constituyentes indispensables de todos
los organismos vivientes, En cucariontes, la produccidn de estas particulas
complejas ocurre en sitios celulares bien definidos: los nucleolos, El nu--
cleolo es una localizacion cromosdmica que contiene genes que codifican el =~
ARN ribosomal y algunas si no todas las maquinarias enzimaticas requeridas -
para la sintesis, conversion y procesos de ensamble de proteinas, (Birnstiel,
1967 ; Perry, 1967).

Aun cuandc la mayor parte de constituyentes del nucleolo es proteina,
los pasos en el metabolismo de las proteinas y las relaclones entre protelnas
y ARN no estan tan bien definidos como el metabolismo del ARN, Evidencias =
recientes, sin embargo, Indican que la mayoria de las proteinas de los ribo-
somas citoplasmicos cstan representadas en el nucleolo (Warner y Soeiro, -
1967 ; Mundell, 1967),

Adn cuando los constituyentes quimicos del nucleolo varian en cantida




28

des dependicndo de! tlpo celular y estado fisioldgico, generalmente hay tres
compuestos principales en fracciones nucleolares aisladas: ADN, ARN y protel
nas (Vincent y col., 1966). Es probable que parte de este ADN no sca acti-
vo en el metabol ismo del ARN nuclcolar, sino mas bien consiste en porciones
cromosdmicas adyacentes a las regiones del organizador nucleolar,

Andlisis de fracciones nucleolares muestran que un ndmero de especies
de ARNs nucicolares estan relacionados con la biogénesis de ARN ribosomal, -
(Weinberg y col., 1967).

También sc han descrito trazas de 1ipidos e¢n fracciones nucleolares,
(Finamore, 1961).

La forma y tamafo del nucleolo varia ampliamente dependiendo del orga
nismo, tipo celular y estado fisioldaico de la célula; adn asl, exhibe dos =
regiones estructurales diferentes: una flbrosa y otra granular. En muchos -
nucleolos, estos dos componentes estan mas o menos entremezclados., Mediante
diferentes técnicas de tincidn, digestidn enzimatica y autorradiografia, se
ha observado que ambos componentes contienen ARN y protefna y que el ADN ac-
tlvo esta finamente disperso en el componente fibroso.

En secciones delgadas, la regiodn granular parece contener numerosas -
partfculas de 150-200 A de didmetro, Algunos Investigadores las han {nter--
pretado como regiones espiraladas delgadas de fibrillas de RNP (Kalnins y =
col,, 1964; Shankar Narayan y col., 1966),

En algunos nucleolos se ha descrito una matriz protelfnica amorfa, de
baja densidad electrdnica (Marinozzi, 1964),

El nucleolo puede estar rodeado por un anillo de cromatina Feulgen~
posltiva, que representa las porciones heterocromaticas del & de los cromoso

mas asociados al nucieolo, Frecuentemente estas zonas de cromatina compacta
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son continuas con la cromatina laxa intranucleolar. (Vazquez Nin y col,, =-
1973),

La sTntesis y el movimiento del! ARN dentro de los dos componentes ma=-
yores del nucleolo han sido estudiados en varios organismos por autorradiogra
fia, La sintesis de ARN se detecta primero en el componente fibroso que con
tiene ADN y marcado subsecucntemente aparece sobre el d}ca granular, El mar
cado de la regidn granular concuerda rosonablemente con la apariencia del -
precursor en la fracclidn nucleolar de células de mamiferos, (Granboulany -
Granboulan, 1965; Simard y Bernhard, 1967; Wecinberg v col,, 1967),

Datos autorradiograficos y bioquimicos indican que el ARN 32 S estd -
locallzado en la region granular del nucleolo,

Experimentos de Wallace y Birnstiel (1966) en Xenopus y de Ritossa vy
Spiegelman (1965) en Drosophila preveen evidencia convincente de que el ADN
camplementario al ARNr esta confinado a regiones del genama encerradas en el
organizador nucleolar, Birnstiel y col., (1966), aislaron cistrones de ARNr
y por pesos moleculares encotraron que los cistrones se¢ localizan en secuen-
cias linecales.

Andlisis de ARN de fracclones nucleolares indican que las especies de
ARN mas largas son las moléculas de 45 S, lo que sugiere que cada cistrdn de
ARNr en e! locus nucleolar es transcrito como una unidad,

Los numerosos nucleolos extracromosomales que e¢stan presentes en ovo-
citos de anfibios inmaduros contlenen mas de la mitad del total de ADN del -
nicleo, Este gran incremento en la proporcidn del ADN nucleolar sabre el -
encontrado en células somiticas ha sido recientemente demostrado y represen-

ta una amplificacidn de aproximadamente 3000 cistrones de ARNr relativa al =
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resto del genoma (Brown, 1966; Gall, 1968). Por otro lado, en diferentes ti

pos de células somdticas del pollo la mism: proporcion de genes que codifican
ARNr se¢ encontraron, adn cuando la proporcion de sintesis de ABNr en estos -

tipos celulares varian en orden de mSgnitud (Ritossa y col,, 1962), La am=-

plificacion genétice no es la dnica forma por la que las células controlan -

la sintesis del ARNr,

La semcjanzo cercana en composicion de bases entre “RY nucleolar v ci
toplasmico (Edstrbm, 1960) fueron interpretados en término de un origen nu--
cleolar para cl ARNr. Perry (1960); Perry v col., (1961); Perry . Errera,
(1960), sostiencn que el ARN sintetizado ¢n la regidn nuzleolar pucde ser un
precursor del ARNr, Perry (1962, 1963) confirmd esta hipotesi. mediante ba-
jas dosis de actinomicina D que inhibe selectivamente 1a sintesis de ARN nu-
cleolar y la sintesis del precursor ARNr,

Siebert vy col,, (1966); Liau y Hurlbert (1966) y Birnstiel « col., -
(1963} demostraron que el nucleolo contiene el aparato enzimitico necesario
para la polimerizacion del ARN v su subsecuente metilacion.

Varias lineas dc evidencia, incluyendo la cinética con actinomi.ina
(Perry, 1962; Roke y Grabam, 196h4; Scherrer y :zol., 1963; Georgiev y col,,
1963 ; Tamaoku, 1966; Henpf y Mandel, 1965), la inhibicion selectiva de 1a -
formacién del componente 45 S con dosis bajas de actinomicina O {Perpy, 1962,
1964), 1. no “ormacién de ARN 45 S en mutantes anucleolares de Xenopus que =
son Incapace: oo ~intetizar ARNr (Brown y Gurdon, 1964) y c¢studios del patrdn
de metilacion Wayner v col., 1967), iadican que el componente 45 S ey el =

precursor fnicial del ARNr,

No »¢ ~ido posible disociar 1 comoncnte 45 S en piezas md~ pequedas
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bajo condiciones determinadas, favoreciendo el rompimiento de 1os puentes de
H (Kempf y Mandel, 1966). Por «so, parece probable que ¢l precursor 45 § =
sca una molécula continua covalente que contenga los componentes de ARNr, Es
to seria compatible con ¢l concepto de cistrones alturnantes para el ARNrF, =
18 S v el ARNe 28 S,

Estudios cinéticos detallados indican que los grupos metilo son deri-
vados de la metionina por una transmetilacion que ocurre en el nucleolo du--
rante la transcripcion del componente 45 S y que ocurre poca o ninguna meti-
lacion posterior del ARK (Greenberg ; Pemman, 1966; Muramatsu, Zinmerman y -
Holler, 1967),

Tamaoki y Mueiler (1965) y Tamaoki (19446 aislaron el componente 45 S
como una parte de un grupo heterogénco de complejos ribonucleoproteicos, que
tienen la misma densidad de carga efectiva que los riboscmas, conteniendo al
guna proteina sintetizada recientemente y propusieron que podrian representar
estadios iniciales en la formacidn de¢ particulos ribosomales,

Detalles concernientes @ la conversidn de la molécula precursora 45 §
en los componentes de ARNr Z8 v 18 S se han obtenido con varios tipos de es-
tudios. Uno de ¢llos se obtuve en experimentos con marcadores, incluyendo a
quéllos con incorporacion de actinomicing ., =n ¢l aque se¢ observa un m:rcado

secuencial deil 45 S, cuspurs del 32

e

finalmente de los componentes -

18 v 28 S (Rake y Graham, 136k Scher - ol,, 1943 ;  Perry, 1965), De -

-
2]

estos estudios se concluyd Que ¢) paso ini: +n la conversion del componen

te L5S ocurre en el nucleslo,

Se hicieron analisi., del maria de loe ARNs de fracciones alsladas =

nucleolares, nucleoplasmica , ."tari. " ra , obteniéndose una evidencla mas

convincente para este punto Je viora, Gall, 19665 Peaman y col., 1966; Bush
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y col,, 1966). En estos casos, pudo observarse un marcado secuencial de ARN
L5 vy 32 S en series de fracclones nucleolares preparadas a partir de células
marcadas en periodos diferentes. En algunos casos, muy poco ARN 18 § parece
estar asociado con el n&clco, indicando que después del rompimiento de la mo
lécula 45 S hay una salida rapida del componente 18 S al citoplasma (Gall, -
1966; Perwnan y col,, 1966). Esto esta de acuerdo con la apariencia temprana
del ARN 18 S marcado en el citoplasma, (Perry, 1964; Girard y col., 1964),

La resolucidn que se obtiene con técnicas de electroforesis gel acri-
lamide, ha revelado en preparaciones nucleolares la presencia de dos compo-=
nentes menores de ARN, con un peso molecular intermediario entre el componen
te 45 y 32 S y otro componente un poco mayor que el componente 18 S, (Wein--
berg y col,, 1967). Estos componentes menores pueden representar estadios -
intermediarios de corto tiempo en el proceso de conversion,

Acerca de los estudios mas detallados de los sitios de sintesis de =
proteinas ribosomales, se tienen los de Birnstiel, Flamm y col,, (1964) en =
células de chicharos y tabaco, Estos estudios se basan en la separacidn me-
canica del nicleo, subfracclones nucleares y citopldsmicas, seguido por ex=-
tracciones diferenciales de varias fracciones proteinlcas distintas. La com
posicion de aminoacidos de la proteina de la fraccidn ""residual'’ se asemeja
grandemente a la de los ribosomas citoplasmicos, 0De estos y otros resul ta-=
dos, se dedujo que la protefna ribosomal se produce de acuerdo a la siguien-
te secuencia: proteina de la fraccion "'residual'', protelinas de partficulas -
ribonucleoproteicas nucleares y proteinas de ribosomas citoplasmicos, Sin =~
embarno, debido a la relativa gran cantidad de sintesis proteica que ocurre

simul tancamente cn el citoplasma, es diflcil excluir la posibilidad de
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que la proteina de la fraccidn residual sea originalmente sintetizada en
el citoplasma y rapidomente transferida al nucleolo. Perry (1967) concluyé
que por lo menos parte de la proteina ribosomal es sintetizada antes de su a
sociacidn con el ARNr en el nucleclo; ya sca que la proteina sca sintetizada
en el citoplasma y rapidamente transportada al nucleolo, 6 en ¢l nucleolo =
por algin unico mecanismo no determinado,

Otros experimentos sugieren que ¢l nucleolo es un sitio de ensamble,
perao no un sitio de slintesis para proteinas ribosomales, (Prescott y Bender,
1962; Zalaokar, 1960; Errera y col.,, 1961; Suskind, 1965; Stenram, 1964), -
Sin embargo, Vincent (1964) y Maggio (1966) sostuvieron que los nucleolos ais
lados son tambien capaces de recalizar la sintesis polipeptidica, Aln asi, -
nadie ha localizado esta actlvidad en una fraccldn partlicular, por lo que es
razonable suponer que si las protelnas ribosomales son sintetizadas en el nu
cleolo, el mecanismo puede ser enteramente diferente de aquél que se opera en
la sintesis de proteina citoplasmica.

Han habido numerosas camunicaclones, comenzando con el trabajo de All
frey, Mirsky y colaboradores (1961) que sostienen la capacidad de sintesis -
proteica de nicleos aislados que no parecen ser debidas a contaminacidn clto
plasmica (Ficq y Errera, 1959)., En algunos casos, esta a.ti.idad pudo ser a
tribufda a particulas ribosomales del nacleo (Frenster y col,, 1961; Pogo vy
col,, 1962), Hay algunas indicaciones de que estos ribosomas pucden utili--
zar ADN tanto como ARN, como una matriz directa para la sintesis protelca,
(Frenster y col,, 1961; Naora, 1966), pero hasta ahora no hay evidencla que
los Implica en la sintesis de protefna ribosomal,

Estudlos en células de mamiferos cultivadas (Warner, 1967) y levadura

(Vincent, 1966), suglercn que hay un conjunto de proteina preformada capaz =
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de combinarse con ARNr recién formado y consecucntemente responsable del he-
cho de que un inhibidor de sintesis proteica no inhiba inmediatamente 1a sin
tesls del ARN 45 S y su transformacion en ARN 18 y 28 S de particulas cito--
plasmicas,

Observaciones de Warner y Sociro {1964); Liau vy Perry (1968); Perry vy
Kelley (1966a); Perry (1967): Perry y Kelley (1968), sugieren que hay un pro
gresivo cambio conformacional durante la maduracion de subunidades ribosoma~
les de una larga cadena extendida ribonucleoproteica, en particulas relativa
mente compactas, La cantidad de subunidades, especialmente pequenas, que e-
xlsten en el nicleo, afuera del nucleolo, es muy pequeda, sugiriendo que ==
cuando subunidades recién formadas sailen del nucleolo pasan muy poco tiempo
en el nucleoplasma. Cuando alcanzan el citoplasma las subunidades, son rapi
damente comblnadas con el ARN mensajero e incorporadas en polirribosomas, =
(Perry y Kelley, 1968). Otros estudios de Perry (1965), Girard y col,, --
(1965) y Kleinfeld y Perry (en preparacion), sugicren que las subunidades =
grandes, una vez que alcanzan el citoplasma son mas rapidamente incorporadas

en polirribosomas que las subunidades pequenas.
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OBJETIVOS

Las particulas ribonucleoproteicas se encuentran en el rucleo y pue-
den cambiar de forma y salir de ¢é1 (Monneron y Bernhard, 1969, Vazquez MNin y
Bernhard, 1971). Estas particulas ribonucleoproteicas son el resultado de -
la expresion gendtica, asi como ¢l proceso de diferenciacion celular, Este
estudlo tiene como objeto ver los cambios que sufren las particulas RNP du--
rante el proceso de diferenciacion cclular, ya que al haber variaciones en -
la expresidn aénica durante la difcrenciacidn celular puede pensarse gque es=
tas variaciones también afectan la formaclion de dichas particulas durante es
te proceso,

Para ecste estudio tomamos el neuroblasto de un organismo superior por
ser una célula que se ha estudiado bien y que se puede seguir facilmente du=
rante su diferenciacidn celular (His, 1879, 1883; Cajal, 1890, 1909; Held, -
1906; H, Fujita y S. Fujita, 1963),

Este estudio proporciona datos morfoldgicos detallados del nicleo det
neuroblasto durante su diferenclacion, ya que se conocen bastante los cambios
en el citoplasma durante dicho proceso, (H. Fujita y S, Fujita, 1963), mas -
no los del nicleco. Para lograr ésto, se empled la técnica de Barnhard {1969)
método de tincioén que resalta ultraestructuralmente el contenido ribonucleo-

proteico celular,
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MATERIAL Y MLTODOS

Se utilizaron embriones de pollo de 0, 23-26, 26-29, 33-38, LO-LS vy
70-72 horas de incubacion vy de L, 4,6-4, 65-5,5 8, 12, 19-20 y 20=-21 dias
de incubacion,

En los embriones de pocas horas de incubacion, la fijacidon se realizé
en dos formas:

)  -Por inmersion: £l embridn sc po. o ouna solucion lavadora (sali

na isotdénica) y posteriormente o la 50

ucién rijadora. Se diseca la medula
y se separa la porcion cervizal, que =c corta cn pequehos trozos perpendicu-
lares al eje medular,

b) ~-Por goteo: Este =¢todo, como su nombre lo indica, consiste en -
gotear con la solucidn fijadora directamente el blastodisco y posteriormente
separar éste y disecarlo y seccionarlo en la solucidn fijadora,

Los embriones mayores de £ dia de incubacion se fijaron “in situ' -
por perfusidn., Una vez que se ha oxtraido el embrion del huevo, se pasa a =
una solucidén Ringer y se diseca dejando ¢l corazdn al descubierto, Se intro
duce una aguja por ventriculo irquierdo con la solucion lavadora y se bhace -
un corte en auricula derecha, Pasado un minuto aproximadamente, se continua
perfundiendo la solucion fijadora, Cuando el organismo -e observa endureci-
do por el fijador, sc separa médula cervical que sc sumerje en ¢l fijador y
se secciona en trozos pequefos perpendiculares al eje medul ar,

Los fijadores utilizados fueron:

~Glutaraldehido 2.5/ y paraformaldchido al 4 disuceltos cn cacoditato




0.2 1 a pt 7.3.

~Glutaraldehido 2.5 amortiguado con cacodilato 0,2 M a pH 7.3.

Todo el material s¢ procesd para su estudio con el microscopio elec--
tronico de 1 siguiente forma:

[ Deshidratacion en alcoholes de concontraciones crecientes:

t

2 cambios de 20 minutoe ¢/u en alcohol 73

-~ 20 minuto: e¢n alcohol 30/

20 minutos =n alcohol 967

- 2 combios de 20 minutoes c/u en alcohol 1097

2 cambios en 6-ido de propileno, el lo, de 30 mlnutos y el 20,
de 20,
11 Preinclusion de 12 a 34 horas en uns mezcla de propileno y Epon,
en proporcidn 1:1,
111 Vtneclusién en Epon., El Epdn se prepard de la siguiente manera:
Epon 81Z, . . . 10,13 grs
DDSA . . . . . 6.25grs
MNA . o . v o o 5.56 grs
DMP , & v v & & W33 ml

IV Polimerizacion en una estufa a 60°C,

Se hicieron cortes semifinos y ultrafinos en un ultramicrotomo MT1 de
la casa Sorvall & en un Ultratome | de LKB,

Los cortes semifinos de medla mlcra a una micra de espesor se colorea
ron con azul de toluidina al 1’ disuelto c¢n bdrax al 1 y sc observaron con
el microscopio optico, para localizar las reglones de especial interés y ha-

cer los cortes ultrafinos para mlcroscopia electrénica,




Las fotografias Opticas fueron tomadas con un microscopio Axiomat
de la casa Car} Zeiss, provisto con &ptica plana apocromatica,

Los cortes ultrafinos, de 80 o 100 nm de espesor sec montaron en reji-
llas de cobre cubiertas por una capa Je fomvar y se contrastaron sequn la -
técnica de Bernhard (1969),

- 1 minuto de uranilo

- de 12 a 23 minutos de EDTA

- de 2 a b minutos de plomo

Estas preparacioncs se obscrvaron y fotografiaron en un microscopio

electrdonico Zeiss EMI-A,
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RESULTADOS

! - Embriones sin incubar (0 dias):

Se observa una gran variabilidad en el grado de desararrollo debido a
que el tiempo que permanecen cn el oviducto no es constante, £n esta ctapa,
los embriones son didéermicos., La capa inferior correspondiente al hipoblas~-
to presenta celulas polimorficas taxamente dispuestas cargada. de granulos -
viteltinos; mientras que en la capa superior 0 Epiblasto, las células se agru
pan en una lamina cepitelial de céiulas cilindricas formando el ectodermo pri
mitivo pregastrular, Los nucleos de esta capa adn indiferenciada han sido u
sados en nuestro estudio. Las observaciones de cortes semifinos coloreados
con azul de toluidina (Fig. 1a), demuestran la cxistencia de nucleolos enor-
mes danicos o maltiples, Esto se corrobora con la tocnica para RNP en las mi
crografias electronicas (Fig, 1b), donde ademas se observa que 1os nucleclos
pueden tener una constitucidn laxa, lo que sugiere una alta actividad sinte-
tica, o bien presenta extensas zonas debilmente positivas O negativas con la
técnica de contraste de las RNP, (Fia, !c¢). Sc¢ cncuentran también otras es-
tructuras RNP como granulos intercromatinianos dispersos entremezclado: con
fibrillas (Figs. b, 1c, 1d). HNo se observan tipicos granulos pericromati--
nianos ni areas de cromatina compacta., Esto rualere que predomina 1a eucro-
matina en todo el volumen nuclear, 1o que «xplica ta dispersion de los ele--
mentos fibrogranulares no nucleolarces, Son frecuentes las invasinaciones de
la membrana nuclear,

1{ - Embriones de 20-24 nrs, de incubacion (Estadio & de Hamilton y -
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Hamburger, 1951),

En estos embriones se estudid la zona del neuroectodermo correspondien
te a la region comprendida entre ¢! 30, y Jo. somite, Esta porcion es la -
que se continuard estudiando a lo largo J¢ este trabajo, pues es 1a que se -
diferenciara en reqgiodon cervical de 1o médula espinal, En estos embriones, -
(Flg. 2a), se aprecia ¢l surco neural abierto formado por un epitelio polies
tratificado, en el que cxisten celulas redondas en mitosis cercanas a la ca-
vidad, las células de His; (Fig. 2b). Al microscopio de luz, el nucleolo -~
continua siendo prominente, pero las micrografias electronicas 10 muestran =
nucleolonemal y fuertemente positivo para RNP., Es notable la presencia de -
cuerpos esferoides paranucteolares de estructura fina fibrogranular delicada,
que se contrastan un poco menos con la técnica del EDTA, (Figs, 2c y 2d), =
Las particulas ribonucleoproteicas no nucleolares son moderadamente abundan-
tes y homogencamente distribuidas salvo los granulos pericromatinianos que -
estan ausentes,

111 - Embriones de 33~38 hrs de incubacidn, (Estadio 10),

En estos embriones se observa ¢l cierre del surco neural en la regidn
cervical, (Fig. 3a), y ~u transformacidn en tubo, (Fias. 3b y 3c¢). Las cély
las matrices que forman el arucso epitelio del tubo neural c¢n estos etapas,
(Flg, 3c) son alargadas con un extremo en contacto con la ba-al que separa -
el epitelio del mesénquima y otro llegando hasta el epéndimo, los nicleos -
dispuestos en varias filas, pero sin presentar diferenciaciones citoplasmati
cas, El ndGcleo presenta los mi=mos aspectos descritos para la etapa anterior,
No obstante en estas —tapas sc continGa acumul ando polirribosomas cltoplasmi

cos no asoclados o membranas,




IV - Embriones de 70-72 horas de incubacidn, (Estadio 19).

Se observan claros sintomas de diferenciacion citoplasmica como son
el notable desarrollo de las membranas del reticulo endopliasmico, la mayoria
de las cuales presentan ribosomas adheridos y la formacidén de arcas claras -
libres de ribosomas e¢n donde se ha demostrado comienza la sintesis de las -
neurofibrillas, (Vazquer Nin y Sotelo, 1966), Estos cambios permiten defi--
nir a cstas células como neuroblastos y distinguirlas de las células matri=--
ces que eran hasta ahora las Unicas existentes, Los nucleos de las células
matrices permanecen junto al epéndimo asi como los e¢lementos redondeados en
mitosis 6 células de His; mientras que los de los neuroblastos forman las ca
pas mas cercanas a la basal, Esta capa poco a poco se constituye en la Vla-
mads capa del manto, futura sustancia gris de la médula., Esta disposicion -
permite tener una ldea dinamica de la diferenciacidn de las células estudian
do las etapas inlciales cerca del epéndimo y las finales en la periferia, en
la capa del manto cerca de la zona de prolongaciones celulares o velo margi-
nal, que comlenza a reconocerse, La coexistencia de varias etapas de dife--
renciacion de neuroblastos en un mismo corte de medula cervical se mantienc
aproximadamentre entre 3 y 8 dias, momento en que comienran e diferenciarse
las glias,

Las células matrices que comiencsan su diferenciacion, (Fig, ha) pre-
sentan numerosos nucleolos accesorios y gotas nucleolares disper<c- en el ca
rioplasma, Este aunento de la actividad nucleolar es seguido de la aparicion
dol retfculo endoplasmico rugoso abundante, (Fig, bb), en ncuroblastos bipo-
lares de capas nucleares intermedias, Fuera de los nucleolos, s¢ encuen.ran

acumul os de granulos Intercromatinianos pequefos que OCUPAN eXt--N3as JoNas =
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de limites imprecisos en la parte central del ndcleo, mientras que en la pe-
riferia predominan granulos gruesos y pequedos acumul os de origen nucleolar

migrando hacia la membrana nuclear, (Figs., 4b y 4¢c), En la figura 4d se i--
lustra un neuroblasto multipolar pertencciente también a un embridn del esta
dio 19, en el que se aprecian regiones citoplasmdticas de 1imites precisos o
cupados por cisternas rugosas del reticulo endoplasmico y ribosomas no unj--
dos a membranas., Estas regiones son el esbozo de los grumos de Nissl de 1a
futura neurona, Entre ellas existen regiones claras alargadas en donde las

técnicas de contraste habituales demuestran la existencia de fibrillas para-
lelas que constituyen las primeras zonas con neurofibrillas que se disponen

como en la neurona diferenciada, La imagen nuclear de este neuroblasto con

avanzada diferenciacidn citoplasmatica no difiere mucho de la de los neuro--
blastos bipolares mas primitivos. Solamente podemos sedalar que a pesar de
presentar nucleolos miltiples la importancia reiativa de este organoide ha -
disminuido mucho. Conviene resaltar que en esta estadio el axén de estos -
neuroblastos no ha establecido aun sus conexiones sindpticas periféricas ni
ha recibido los contactos de cilindroejes de interneuronas medulares, ni de
las vias descendentes largas,

V - Embriones de &4 dias en adelante (Estadio 25- nacimiento),

En el estadio 25 ya se observan en Ya médula cervical las tres capas
clasicas, la capa germinativa (cg); 1a .apa del manto (cm) y el velo marqi--
nal(vm), (Fig, 5a), La flgura 5%, muestra la zona donde fueron tomadas las
micrografias electronicas de los dos siguientes Faminas, Como se puede apre
ciar, dicha zona ocupa la reqgion de las c¢lulas mas cercanas al epéndimo,

los neuroblastos bipolares y neuroblastos multipolares de 1a capa del manto,
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Las células matrices periependimarios no diferenciadas presentan cito
plasma en ¢l que predominan los monosomas y carcce de membranas del reticulo
endoplasmico rugoso, El nldcleo muestra un nucleolo de tamafio moderado y una
enarme cantidad de fibrillas RNP, siendo este el momento de mayor concentra=-
cién de estos elementos, {Fig. 6a). En la {igura 6b, se ilustra una célula
matriz situada en una capa inmediatamente mds profunds que la anterior, que
ya ha comenzado su diferenciacion en neuroblasto, En ella ¢l citoplasma no
presenta diferencias con el anterior pero en el nicleo se observa un enorme

aumento de estructuras nucleolares sobre todo coastr.idas par nucieolos acz

sorios, la densidad de fibrillas RNP disminuye y poco a poco predominan los
granulos Intercromatinianos, E£n la Fig., &c y 6d se ven dos neuroblastos bi=
polares suscesivamente mas lejanos del epéndimo y por 1o tanto mas diferen--
ciados, Se reconocen como neuroblastos por la presencia de laminas del retl
culo endoplasmico rugoso que son caracteristica- y el aumento de los poiirri
bosomas. El nuaclco se agrando notablemente, las estructuras RNP estan memos
densamente dispuestas, los nucleolos maltiples continuan indicando una aran
actividad en la sintesis de ARN ribosomal ; los aranos intercromatinianos -
predominan zobre las fibrillas,

Las ctapas siguientes de la maduracion icl ncuroblasto estan ilustra-
das en tas {iguras 7a, by c por zelulas que son contivuas con las anterio==-
res pero cada vez mas alejadas del epéndimo, Se observa una pérdida impor--
tante de 10s nucleolos accesorios y una disposicion de los granulos intercro
matinianos semejante a la descrita en 10s neuroblastos bipolares de los em=-
briones de 70-72 horas de incubacion {Estadio 19), La sucesiodn de aspectos
aqul descritos se pueden encontrar en la mnedula de cualquier embridn entre -

los 3 y 8 dias de incubacion, pués en estas edades se produce continuamente




la transformacidn de células matrices en neuroblastos y la maduracidn de és-
tos, Sin embargo, el grado de maduracion final que alcanza el neuroblasto -
multipolar va siendo cada vez mayor a medida que establece sus conexiones pe
riféricas y centrales, Es asi que al comparar 1. fiqura 7d en donde se mues
tra un neuroblasto multipolar de la capa del manto de un embriéon en el esta-
dio 25 con la “igura 4d, vemos que en la mencionada en primer término se ob-
serva mayor cantidad de RNP con predominio de fibras, grupos de granulos in-
tercromatinianos mas definidos y aparccen dos granos pericromatinianos, mien
tras que la otra presenta una disposicion de los elementos RNP similar al de
los neuroblastos bipolares,

En la Fig., Ba se muestra un corte transversal de medula de la que las
sustancias gris y blanca estan bien definidas. Las celulas periependimarias
son abundantes pués estan produciendo los glioblastos. Los nicleos de las -
células gliales se advierten tanto en la zona gris como en la blanca, aunque
son todavia escasas y la mielinizacion aidn no ha comenzado., Los vasos san--
guineos aparccen con su luz clara y dilatada debido a la perfusidn del flja-
dor. En un embridn cercano al término (Fig., 8b), las células situadas rodean
do al epéndimo son las pertenecientes al epitelio ¢pendimario definitivo, La
gliogénesis ha cesado y se puede observar en . gruesa capa blanca, abundan-
tes glias y signos de la mielinizacion., En este periodo 1a formacidn de ney
roblastos ha cesado pero la diferenciacién de las neuronas continda, En las
figuras 9a, b y ¢, observamos nicleos de ncuronas pertenecientes a embriones
de edades creclentes en las que se observa la tendencia de los granulos In--
tercromatinianos a formar acdmulos definidos, (Figs, 9a y b), que no se ve-

fan en ctapas anteriores. En motoneuronas de embriones cercanos a la salida
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del cascaron, (fig. 9c), existen' 1 6 2 nucleolos, abundantes fibrillas, gra-
nulos intercromatinianos dispersos y granulos pericromatlnianos numerosos, =
caracteristicas éstas de 10s nicleos de las neuronas grandes del animal adul

to.




DISCUS! ON

e los resultados obtenidos ¢n micrografias de embriones de pollo de
0 horas de incubacidn, puedc pensar-e que 1 nidcleo es activo y las frecuen-
tes invaginaciones de la membrans nuclear pucden indicar un intercambio act}
vo entre ¢! nacleo y el citoplaesma, va qus nay cumentc en la superficie. Los
nuclcolos grandes de este estadico indizan aran Zantidad de sintesis de ARNr,
ya que en esta ¢época el ciclo celular «s muy corto,

En embriones de 24 horas de incubacidn, correspondicnte al e-tadio 6
de Hamilton y Hamburger, destaca el necho de 1o presencia de acimulos con -
granos mas pequefios a lor del nuclnolo, que permiten pensar que no constitu-
yen un cuerpo de naturaleza nucleolar; aunque en algunas zelulas hay relacion
de contig\idad con el nucleolo., Sin embargo, no debe descartarse la posibi-
lidad de que este corpusculo fuera una parte del nucleolo que tuviera menos
acidos nucleicos y mas proteina,

En etapas de 70-72 horas de incutracion, puede pensarse que hay mucha
ntesis proteica de muy diversos Lipos, ye& Qque no hay cromatina zompacta, -
Esto coincide con la sintesis de neurofibrillas del . toplasma y con una gran
actividad nitdtica,

En los estadios donde se observan ca 21 ndcleo nucleolos mal tiples, =~
la actividad nucleolar es muy alta, |- celul  reauiere de una gran cantidad
de ribosomas y estd sintetlzando pre~ARNr, Tarbien v« observa que a medlda
que aumentan los ribosomas citoplasmicos, wvan disminuyendo los nucleotos ac-

cesorios,
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En micrografias de embriones de & dias de incubacidn, se observa que
hay vasos, lo cual indica que ya podria realizarse la perfusion,

A los 5 y medio dias de incubacidn, se observa un ndcleo grande mas -
claro que en estadios anteriores, por lo que se pucde pensar que tiende a u-
na menor actividad en la produccion de partlfculas RNP,

Es apreciable también que antes de la aporicidon de neurofibrillas y -
neurotubulos, la morfologia nuclear cambia; aumentan los granulos intercroma
tinianos, aparecen zonas claras de cromatina compacta asi como los granulos
pericromatinianos,

Estas observaciones indican 1o existencia de dos ctapas de evolucioén
con signos nucleares previos a la aparicidn de las primeras diferenciaciones
citoplasmdticas:

lo, la sintesis de acido ribonucleico pre=ribosomal en el nucleolo se
quida de la acunulacion de ribosomas citoplasmaticos vy

20, la sintesis rapida de partizulas que conticnen probablemente ARN
informacional que precede a la sintesis de proteinas citoplasmaticas especi-
ficas,

Hay tres etapas fundamentales en ta citodiferenciacion de la neurona:
la primera de multiplicacion, correspondicndo o ta célula epitelian indiferen
ciada (Cajal, 1909) o célula matriz {(Fujita, 1960); la sequnda de crecimien-
to citoplasmatico correspondiente a la+ ctaps de neuroblasto bi, uni y mul=-
tipolar, (Cajal, 1909) y la tercera de maduracidn coincidente con el estable
cimiento de los contactos aferentes y efuerentes de la neurona, Las dos pri=-
meras sc caracterizan por la elevada sintesls de gran varicedad de protefnas
citoplasmitlicas no especificas de csta 1inea celular, mlentras que en la ter

cera aparecen las proteinas especificas de las neuronas, Desde el punto de
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vista de las particulas ribonucleoproteicas intranucleares, las dos primeras
ctapas sc caracterizan por nucleolos miltiples v gr.ondes, numcrosas {ibri--
llas y granulos intercromatinianos dispersos, Es de hacer notar la distribu
cion de estos elementos  en Torma homodinea dentro del espacia nuclear vy la
falta de bheterocromatina. In la dltima ctap. disminuye 1 nucleolo y las
fibrillas, aparccen areas do helerozromatinag v granuloes pericromatiniancs., -
Estas altimas estructuras se piensa que contengan AR, [Beerman, 1962; Vaz-
quez Nin y Bernhard, 1971; Puvion y col,, 1977), Ho ob:tnte, su comporta--
miento frente a los cambios drisiitos de la expresidn génica no ¢s semejante
en los distintos sistemas, pues a veces permanecen inalterados, {(Petrov y -
Bernhard, 1971), v a vecus aumentan en ndmero cuando la transcripcion dismi-
nuye (Moyne y col,, 1977; Puvion y col,, 1977; Vazquez Nin , col., 1978). -
Las observaciones del prescnte trabajo permiten relacionar la aparicidn de -
dichos granulos con una disminucion de la velocidad de la transcripcidon coin
cidente con la terminacion del crecimiento rapido de las prolongaciones cely
lares, lo rue favoreceria la hipdtesis de estos grinulos, como una especie -
de almacén de ARN ¢n equilibrio entre sintesis y la migracidn del mismo ha--
cia el citoplasma, (Vazques Hin y col,, 1978).

La aparicidn de estos granulos en 1os ncuroblastos multipolares de em
brionc: de mas de 4 dias de ineubacion, es vvidentemente posterior a ta apa-
ricion de los microtdbulos y microfibrillas que componen la- ncurofibrillas,
(Vazquez Hin y Sotelo, 1966), y a 1. formacion de las cisternas rugosa- tipl
cas de los grunos de Hissl, Estos hechos sugleren que -u presencla no se de
be a la simple expresion de los genes relacionados con estas ¢-tructuras,

En conclusion, las varfacion < cualitativas mas importantes de las =
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partfculas ribonucleoproteicas intranucleares s¢ producen durante la diferen
ciacién de los neuroblastos en el momento de que ¢stos disminuyen ta veloci-

dad de sintesis proteica y por lo tanto se altera cl equilibrio dinamico en-

tre transcripcioén y transporte al citoplasma del ARN, En esta situacion ci-
tofisioldgica aparecen los granulos pericromatinianos, 1o que nos purmite -
portar mas pruebas a la hipdtesis que sostienc que dichas estructuras exis==

ten en equilibrio entre la transcripcion y el transporte.
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CONCLUSIONES

1.- En cmbriones con poco tiempo de incubacidn, sec observan grandes
nucleolos de constitucidén laxa, asi como nucleolos accesorios, lo que indica
una alta actividad sintetica,

2,- En embriones que se encuentran cn ctapas finales de incubacidn,
se observa que el nicleo se estabiliza, no habiendo ya nucleolos accesorlos
y las particulas RNP se observan en menor cantidad que en células matrices y
neurcoblastos.,

3.- La aparicion en el citoplasma del reticulo endoplasmico rugoso,
es claro indicio de diferenciacidn de células matrices a neuroblastos,

L.- Los granulos intercromatinianocs y las fibrillas pericromatinia=--
nas se observan en gran cantidad en céiulas no diferenciadas, encontrandose
en menor cantidad en células ya diferenciadas.

5.~ Los granulos pericramatinianos aparecen durante la diferenciacion
del neuroblasto en el mamento en ¢l que disminuye la sintesis proteica, es -
decir, cuando se altera el equllibrio entre transcripcion y transporte de -
ARN al citoplasma,

6.,- Es posible encontrar todas las etapas de diferenciacion de la -~

nedrona en un mismo embridn de pollo, entre los 3 y 8 dfas de incubacion,
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Plancha No. 1: Embridn sin incubar (0 horas),

Fig. la:

Micrografia Optica de un embrion didérmico de 0 horas de incubaciodn,
coloreado con azul de toluidina. Las células polimorficas laxamente
dispuestas que se observan cargadas de cuerpos vitelinos (v) en la -
parte inferior, corresponden al endodermo (En) y las que se agrupan
formando una capa epltelial de célutas cilindricas, forman el ectoder
mo primitivo pregastrutar (Ec).

256 X

Flgs., 1b, 1c y 1d:

Micrografias electrénlcas de células del ectodermo primitivo pregastru

lar, contrastadas con U-EDTA-Pb para resaltar las particulas ribonucleo
proteicas. Se observa un gran nucleolo (N) y granulss intercromatinia-
nos (gi) entremezclados con fibrillas pericramatinianas (Fp)s En Va mi

crografia 1d, se observa una invaginacidén de la membrana nuclear (inv),

9 500 X
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Plancha No, 2: Embridn de 20-24 horas de incubacidédn (Estadio 6),

Figs. 2a y 2b:

Micrograffas opticas coloreadas con azul de toluldina, en donde se a=-
precia el surco neural (SN) formado por un epitelio poliestratificado
en el que se ven células de His de forma redonda y en mitosis (CM), -
cercanas a |a cavidad,

100 y 128 X

Figs. 2c y 2d:

Utilizando la técnica de contraste que resalta las particulas RNP (U=
EDTA-Pb), se observan dichas particulas, en especlial granulos intercro
matintanos (gi) homogéncamente distribuidos, algunas fibrillas pericro
matinianas (fp) y el nucleolo (N),

12 500 X
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Fig. 3a:

Micrografia optica de médula de embrion de pollo de 33-38 horas de in-
cubacion .orrespondiente al Estadio Y0 de Hamilton y Hamturger, en el

que sc observa el cierre del surco neural (SN) en la regidn cervical,

240 X

Figs. 3b y 3c:

Micrografias apticas coloreadas con azul de toluidina, al igual que la
anterior, en donde se observa un: médula de embriéon de pollo de 40-45
horas de incubacidn (Estadio 11 de Hamliton y Hamburger), Se aprecia
la transformacidén del surco neural en tubo neural (TN), y celulas ma-

trices (CM) que forman el grueso epitelio de dicho tubo.

160 y 200 X
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Plancha Ho,

Micrografias electrdnicas de una porcion cervi=
cal de médula de cmbridn de polio de 70-72 horas de incuy
bacidn (Estadio 19 de Hamllton y Hamburger), contrastadas
con U=-EDTA-Pb,

Fig., 4a:

Células matrices que comienzan su diferenciacidn presentando numerosos

nucleol os accesorios (NA), También se aprecian granulos intercromati-

nianos, (gi).

5 000 X

Fig., bb:

Neuroblasto de capas nucleares intermedias en donde ya ha apare:ido cl

reticulo endoplasmico rugoso (RE), Se aprecian los granulos intercro-

matinianos, (gi) v los poros nucieares (PN),

12 500 X

Fig. bc:

Al fgual que en la anterior, se observan acimulos de granulos intercro

matinlanos (gi), que ocupan zonas de limites imprecisos en la parte cen

tral del nacleo, En la periferia existen granulos gruesos, !lamados pe
ricromatinianos (gp) y pequefos acdmulos de ribonucleoproteinas en con
tacto con la membrana nuclear {MN).

12 500 X

Fig., &4d:

Neuroblasto multipolar donde se aprecian cisternas ruqosas del retlcu-

lo endoplasmico (RE), ribosomas (r) no unidos a membranas e¢n el clto--

plasma (c), y en el nicleo granulos pericromatinianos (gp), granulos -
intercromatinianos (qi) y fibrillas perlcromatinianas (ip),

9 500 X




FIGS. 40, 4b,4¢y 4d
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Plancha No, 5: Embrién de 4 y medio dias de incubacidn (Esta
dio 25 de Hamilton y Hamburger), coloreado con azul de

toluidina,

Fig. 5a:
Micrografia dptica de un corte transversal de médula cervical, Se a-
preclan las tres capas ciasicas: la capa germinativa (cg), la del man

to (cm) y ei velo marginal (vm),

240 X

Flg, 5b:

Micrografia dptica a mayor aumento, que ilustra la zona de donde fue=
ron tomadas las dos sigulentes 13minas, Se pueden apreclar células ma
trices (€M) cercanas al epéndimo, neuroblastos bipotares (NB) de la ca
pa germinativa y unos neuroblastos multipolares (NM) de la capa de! =~
manto,

530 X
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Plancha No. 6: Micrografias electrdénicas de médulas de embridn
de pollo de 4 y medio dias de incubacidén (Estadio 25 de

Hamilton y Hamburger), contrastadas con uranilo=-EDTA-Pb,

Fig. 6a:

Célula matriz periependimaria no diferenciada (CM), en donde se obser=-
van las fibras pericromatinianas (fp).

12 500 X

Fig. 6b:

Célula matriz que ya ha comenzado su diferenciacién en neuroblasto. Se
apreclan nucleolos accesorios. (NA).

12 500 X

Fig. 6c y 6d:
Neuroblastos blpolares (NB) sucesivamente mas lejanos del epéndimo y =
por 1o tanto mas diferenclados, Se observa en el citoplasma retfculo

endaplasmico rugoso (RE) y en el nicleo granulos Intercromatinfanos «

(g1).
12 500 X
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Plancha No, 7: Micrografias electrdnicas de médulas de embridn
de pollo de b y medio dias de incubacidn (Estadio 25 de

de Hamilton y Hamburger), contrastadas con U-EDTA-Pb,

Se observan células cada vez mas alejadas del epéndimo en donde se a-
precian granulos intercramatinianos (gi), nucleolos accesorfos (NA) vy

membrana nuclear (MN),

La altima es un neuroblasto mul tipolar (NM) de la capa del manto, don=

de se aprecla solo un nucleolo (N),

12 500 X




FIGS. 70 7b7¢ y7d
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Fias. 8a y Eb:

Corte transversal de médula de embridn de pollo de 19-20 dias de incu-
bacidn (Estadio 45 de Hamilton y Hamburger)., Se aprecia claramente la
sustancia gris (sg), sustancia blanca (sb); Astas anterior (Aa), pos=

terior (Ap), vasos sanguineos {vs) y el epitelio ependimario definiti~-
vO (Ec)-

204 X y 819 X
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Plancha No, 9: Médula de embridn de pollo de 19-20 dias de in-
cubacidn (Estadio 45 de Hamilton y Hamburger); microgra-

fias electronicas contrastadas con U-EDTA-Pb,

Fig, 9a y 9b:

Representan nicleos de neuronas en donde se observan granulos intercro
matinianos (gi) formando acdmulos definidos entre zonas claras de cro-
matina compacta (Hc),.

15 000 X

Fig. 9c:

Corresponde a una motoneurona en donde se observan dos nucleolos (N),
abundantes fibrillas pericramatinlanas (fp), granulos Intercromati-
nianos dispersos y granulos pericromatinianos (gp).

17 000 X
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